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RESUMEN

Aungue la utilizacién de productos quimicos sea una practica comun para el
control de patologias, la tendencia actual es restringir €l uso de drogas evitando los
efectos secundarios que ocasiona su uso indiscriminado. Considerando la experiencia
obtenida en laboratorios de cultivo lar-vario en Ecuador, €l uso de probi6ticos parece ser
una alternativa potencial en la prevencion de las enfermedades bacterianas que afectan a
los peneidos.

El objetivo de este trabajo ha sido obtener cepas bacterianas probidticas con
cualidades inmunoestimulantes. Ochenta cepas bacterianas fueron aisladas del
hepatopancreas de camarones silvestres sanos. Los camarones fueron capturados en San
Pablo (Prov. Guayas, Ecuador) y tuvieron un peso de 30 + 3g. Dos técnicas de
inhibicion in vitro contra Vibrio harveyi (cepa S2) fueron utilizadas para comprobar su
efecto probidtico. Seis aislados bacterianos registrados como P62, P63, P64, P65, P66,
P67 mostraron tener un efecto inhibidor sobre el patdgeno. Los resultados de
caracterizacion fenotipica clasificaron las cepas P62, P63, P65 y P66 como Vibrio, la
cepa P64 como Bacillus y la cepa P67 como Pseudomona. Los porcentges de
colonizacion in vivo en animales de 1 + 0.2g ,fueron analizados utilizando perfiles de
RAPDs con 3 iniciadores. Las cepas P62, P63 y P64 lograron porcentajes de
colonizacion de 83, 61 y 58% respectivamente. La cepa Vibrio P65 fue descartada por
causar danos histopatologicos. Vibrio alginolytcus (cepa lli) utilizado como probidtico
control, logré un 22% de colonizacion. El porcentaje de competencia probiotico versus
patégeno (S2) fue evaluado in vivo mediante RAPDs y anticuerpos monoclonales contra
. Con la cepa Vibrio P62 se obtuvo un porcentgje de inhibicion de entrada del
patdgeno del 54%. La histopatologia realizada de rutina luego de los bioensayos de
colonizacion y de interaccion, ratifico la inocuidad de Bacillus P64 y Vibrio P62, P63,
P66 y Pseudomona P67. El efecto inmunoestimulante in vivo, fue evaluado mediante
varias pruebas imnunitarias en animales tratados con las bacterias probidticas
seleccionadas. El indice inmunitario global fue mayor en los camarones inoculados con
los aislados Bacillus P64 y V. alginolyticus con respecto al control. El peso promedio de
los animales tratados con Vibrio P62, Bacillus P64 y V. alginolyticus fue

significativamente mayor, con respecto al control no tratado.



productores de camaron, disponen de pocas estrategias efectivas para manegar los
cultivos frente a las enfermedades.

Muchas investigaciones estan siendo direccionadas en el desarrollo de técnicas
preventivas que reduzcan la incidencia de patologias. La utilizacion de bacterias
probidticas, basado en el principio de exclusion competitiva de patdégenos, y la
utilizacion de la inmunoestimulacion como forma natural de defensa de los camarones,
son dos de los métodos preventivos méas prometedores y controversiales de los ultimos
tiempos.

Considerando la experiencia de cultivos de camaron en Indonesia, el uso de
bacterias probidticas ha demostrado ser eficiente en la sustitucion de especies
bacterianas relacionadas a la vibriosis (Moriarty 1998). Por otro lado, la estimulacién
del sistema inmune utilizando moléculas microbianas, como lipopolisacaridos,
peptidoglucanos y PB-glucanos, €s una estrategia para aumentar la resistencia a
patdgenos, en particular a los virus para los cuales no existe la alternativa de los
antibidticos.

En este estudio se trabajo en la combinacién de las dos *estrategias, aislando
cepas bacterianas con capacidad probidticay estimuladora del sistema de defensa de los
camarones. Su uso Se encaminaria a etapas postlarvarias de cultivo, con el objetivo de
incrementar la supervivencia en los estanques de pre-cria, sembrando animales

probioticamente protegidos e inmunitariamente estimulados.



1_ANTECEDENTES

A lo largo de la historia la palabra probidtico ha adquirido una diversidad de
usos. Su concepto nace a principios de siglo con los trabajos de Metchnikoff, quien
sostenia que la ingestion de microorganismos benéficos, era un buen mecanismo de
control contra e establecimiento de microorganismos patogenos (Gatesoupe 1999).
Desde entonces, la utilizacion de bacterias benéficas como control biologico en la
produccion de animales terrestres, ha sido ampliamente estudiada, logrando igualar
estrategias preventivas mas modernas y constituyéndose en un método de uso rutinario.

En ambientes acuaticos, ain es muy poco lo que se conoce en materia de
prevencion. Actualmente, con el aumento de la resistencia a los antibidticos, algunos
estudios se han realizado intentado modificar la flora bacteriana presente en sistemas de
acuicultura, con € fin de prevenir enfermedades y aumentar la produccion (Zherdmant
et al. 1997; Moriarty 1998). Se han usado bacterias con potencial para mejorar la
descomposicion de materia organica, reducir las concentraciones de nitrégeno y fosforo,
mejorar € crecimiento de las agas, controlar amonio y nitrito, disminuir la incidencia
de enfermedades y aumentar la supervivencia (Boyd y Massaut 1999). Esta diversidad
de usos ha creado confusion en la definicion original y en el uso del término probi6tico,
utilizandose en varias ocasiones con referencia a bacterias o algas mejoradoras de la
calidad de agua de cultivo, y dejando de lado € concepto inicial que engloba la
colonizacion en el hospedero. De acuerdo con Karunasagar et al. (1999) el término mas
apropiado para estos casos seria € de “bioremediadores’, utilizandose la palabra
“probidtico” para referirse exclusivamente a las células microbianas que permanecen
vivas dentro del huésped (Fuller 1989; Gatesoupe 1999) y son capaces de mejorar su
salud por recuperacion del equilibrio interno microbiano (Gram et al. 1999).

1.1. LOSPROBIOTICOS

1.1.1. M ecanismo de accién de los Probioéticos

Han sido reportados varios mecanismos por |os cuales las bacterias probidticas

gjercen su accion, EI mecanismo de exclusion competitiva, basado en la sustitucion de



la poblaciéon patdgena por la poblacion benéfica, ha sido considerado de gran
importancia por varios autores (Fuller 1989; Wang et al. fide; Gatesoupe 1999). Ellos
mencionan, que ésta sustitucion se lograria por la produccion de compuestos
antibacteriales, competicién por nutrientes o por sitios de adhesion. Mecanismos como
estimulacion de la inmunidad y produccion de enzimas digestivas para la degradacion

de tendrian directa intervencion del huésped nutrientes (Fuller 1989).

11.2. Seleccion de las cepas candidatas a Probiéticos

Uno de los problemas primordiales en |a obtencion de bacterias probiéticas es su
forma de selecciéon. De acuerdo con Gomez y Roque (1998), en muchas ocasiones €l
proceso de seleccion utilizado es de connotacién empirica y con limitada evidencia
cientifica, comprometiendo en gran parte los resultados. Es primordia que las bacterias
candidatas cumplan ciertos requisitos. Aspectos como €l potencial de colonizacién,
habilidad de competencia con patégenos, capacidad de incrementar la resistencia a las
enfermedades, son caracteristicas sustanciales que deben ser consideradas en la
seleccion (Gatesoupe 1999; Gomez et al. 2000).

Naturalmente, las cepas deben ser benéficas para el animal. Dentro del huésped,
deben estar presentes en gran nimero como células viables y ser capaces de sobrevivir
dentro del 6rgano colonizado, no afectando €l crecimiento, ni induciendo resistencia a
antibidticos que comprometan la terapia (Fuller 1989). Finalmente, deben ser estables
en el almacenamiento y permitir su produccion en grandes volumenes. La
experimentacion a escala comercia es definitoria y no debemos conformarnos con
mejorar supervivencia, sino que es importante que el crecimiento y la ganancia de peso
no se vean afectados. Si la cepa es adecuada, € paso siguiente seria la evaluacion
econémica del probidtico a escala comercial (Gomez y Roque 1998).

La flora autoctona es de manera innata, una defensa natural para € hospedero,
sin embargo este concepto ha llevado a controversias en la seleccion de los géneros
probidticos para € camardn, ya que entre ellos se encuentran especies patdgenas
potenciales (Lightner 1983; Monhey et al. 1994).

La mayoria de los intentos en aislar cepas probidticas han sido seleccionando
bacterias del medio de cultivo de crustéceos (Nogami y Maeda 1992; Direkbusarakom



et al. 1997; Rengpipat et al. 1998; Tanasomwang et al. 1998). Otros investigadores en
cambio, han aislado del intestino de diferentes especies de peneidos (Wang et al. fide;
Rengpipat et al. 2000). Dentro de las bacterias aisladas, la mayoria corresponden al
género Vibrio. Se ha reportado €l uso de las siguientes especies: Vibrio alginolyticus
(Garriques 'y Arévalo 1995; Griffith 1995), Vibrio fluvialis y Vibrio campbellii (Wang et
al. fide). Sin embargo se han utilizado con éxito cepas de Bacillus spp. (Moriarty 1998;
Rengpipat et al. 1998, Rengpipat et al. 2000) y Thalassobacter utilis (Maeda y Liao
1992). Si bien Gomez et al. (1998) demostraron la existencia de una diversidad de
especies de Vibrios en € hepatopancreas de camarones sanos de la especie Penaeus
vannamei, en la actualidad no hay reportes de haber utilizado ningin aislado del

hepatopancreas como probidtico.

1.1.3. Concepto de colonizacion

El concepto de colonizacion ha sido bien definido en la literatura, sin embargo
poco se ha probado experimentalmente en camarones. Tal como lo define Fuller (1989),
la colonizacion es el proceso por e cual 1os microorganismos ingresan en el huésped y
se mantienen viables, siendo aquellos de rapido crecimiento los que presentan mayor
habilidad de penetracion. Este mismo autor menciona que la supervivencia del
probidtico dentro del huésped, no solo depende de su viabilidad y adaptacion a las
condiciones del 6rgano colonizado, sino que en muchos casos, 10s microorganiSmos
deben resistir los mecanismos antibacteriales, enziméticos y mecanicos que dificultan la
llegada a o6rgano blanco (1989).

Si bien lograr la colonizacion es e primer paso del proceso, existe otro desafio
gue las cepas probidticas deben enfrentar y del cual depende su permanencia. La
capacidad de adherirse a las células colonizadas y multiplicarse es un aspecto
importante a considerar (Gatesoupe 1999). De esta manera el probidtico logra el efecto
antagénico, pudiendo permanecer dentro del huésped formando parte de su microflora.
Conocer el tiempo de adherencia, es basico en el establecimiento de frecuencias de
administracion del indculo bacteriano en los sistemas de cultivo. Asi, aquellas bacterias

gue se adhieren a las células hospedero, pueden administrarse a intervalos mas



prolongados que aquellas que no se adhieren, las cuales deben ser administradas de

maneracontinua.

114, Pruebas de antagonismo contra patégenos

El antagonismo entre las bacterias marinas es un mecanismo comun. Su accion
antagénica no solo depende de la produccion de antibidticos, sino que también puede
deberse a otros compuestos antimicrobianos como &cidos organicos, peroxido de
hidrégeno o péptidos (Fuller 1989; Gatesoupe 1999). La propiedad antagénica ha sido
utilizada por varios investigadores en la confrontacion patégeno — probiético. De esta
forma, se han realizado pruebas in vitro parala seleccion de cepas probidticas utilizando
bacterias extraidas del medio acuatico del intestino de camarén, y probando su efecto
antagoénico frente a patdgenos de crustaceos (Rengpipat et al., 1998; Tanasomwang et
al., 1998), eincluso de peces (Austin et al., 1995).

En muchos casos, € mecanismo de seleccidn de las bacterias benéficas, no esta
basado en pruebas de antagonismo in vitro. Varios autores, han utilizado los porcentgjes
de supervivencia logrados en el cultivo como parametro de decision, evaluando la
relacion patdgenos - probidticos en el agua. Los primeros trabajos corresponden a
Maeda y Liao (1992), quienes utilizaron una cepa de Thalassobacter utilis en
larvicultura de Penaeus monodon, obteniendo aumento de la supervivencia y
disminucion en el numero de colonias de V. anguillarum y Haliphthoros sp. en el agua.
Iguales resultados en supervivencia fueron reportados con €l probiético V. alginolyticus
para larvas de P. vannamel en laboratorios de produccién de Ecuador considerando
también el concepto de sustitucién de especies bacterianas (Garriques y Arévalo 1995;
Griffith 1995). Moriarty (1998) reporta mejoras en la supervivencia de P. monodon en
granjas de Indonesia en las que se suministré la cepa de Bacillus S11 como probidtico
durante 160 dias de cultivo.

Los experimentos de desafio probidtico versus patdégeno han dado buenos
aportes en los estudios de interacciéon de poblaciones bacterianas en € intestino de los
animales inoculados. Como método de identificacion, se han utilizado pruebas
bioquimicas (Rengpipat et al. 1998; Rengpipat et al. 2000) y técnicas de identificacion
antigénica determinando porcentajes de colonizacion (San Miguel 1996; Zherdmant



1996). La técnica AP-PCR fue utilizada con éxito en la realizacion de estudios
epidemiol6gicos de vibriosis en larvicultura de P. vunnamel en Ecuador (Siavichay

1997) pero nunca relacionada a estudios de colonizacion.

12. LA RESPUESTA INMUNE EN CRUSTACEOS

En los invertebrados |a respuesta inmune se presenta en dos fases, una inmediata
no inducible asociada a los efectores celulares y una fase inducida humoral
caracterizada por la participacion de las proteinas plasméticas y factores microbicidas
circulantes que mejoran la eficiencia de la respuesta inmune (Thornqvist y Soderhdl,
1997).

121 METODOS PARA EL ESTUDIO DE LA RESPUESTA INMUNE

Los estudios para evaluar los parametros celulares y humorales como
indicadores de la condicion del camaron se llevan a cabo con la intencion de desarrollar
criterios para inspeccionar la sanidad y realizar programas de seleccion para camarones
con ata resistencia a los patogenos. Varios procedimientos cuantitativos han sido
adaptados para evaluar la expresion de la respuesta inmune de |os peneidos.

Con respecto a los pardmetros celulares, el hemograma, la generacion de
intermediarios de radicales de oxigeno (ROIs) y la actividad fenoloxidasa (PO) han sido
considerados como marcadores de salud, ya que sus cambios son correlacionados con el
grado de infeccion y las variaciones ambientales (Mufioz et al. 2000; Rodriguez y Le
Moullac 2000). De igual forma se puede considerar |os parametros humorales como la
actividad antibacterial del plasma y la concentracion de proteinas plasméticas

(Rodriguez y Le Moullac 2000).
1211 Hemograma

En los crustaceos, los mecanismos celulares involucran directamente a los
hemocitos. Existen tres tipos de hemocitos clasificados de acuerdo a su morfologia

hialinos (HH) con rol en la coagulacion y fagocitosis (Omori et al. 1989; Vargas-



Albores et al. 1998), semigranulosos (SG) vinculados a los procesos de fagocitosis,
encapsulacion y nodulacion (Soderhdll y Cerenius 1992; Rodriguez et al. 1995), y
granulosos (GR) que contienen enzimas que forman parte del sistema profenoloxidasa
(proPO) (Smith y Soderhdll 1983; Hernandez et al. 1996).

El hemograma consiste en el conteo hemocitario total (THC) y el conteo
hemocitario diferencial (DHC), de acuerdo a los 3 tipos de hemocitos. ElI conteo
hemocitario total tiene relacién con la resistencia a patégenos (Rodriguez y Le Moullac
2000). Le Moullac et al. (1998) reportaron que camarones Penaeus stylirostris con un
bajo THC sometido a una situacion de hipoxia, eran mas sensibles a la infeccion con V.
alginolyticus virulento, encontrando € DHC alterado con una significativa disminucion
de hemocitos hialinos y semigranulosos.

La importancia fisiologica del nimero y la composicion de los hemocitos, son
también observadas con relacion a ciclo de muda. Le Moullac et al. (1998) reportaron
un THC més ato durante la postmuda y més bajo en intermuda. Los mismos autores
mencionan que la alta concentracion de hemocitos granulosos en la hemolinfa de P.
stylirostris durante €l periodo de intermuda, puede ser responsable de la ata actividad

PO y resistencia a la vibriosis (2000).

1.2.1.2. Cuantificacion de radicales intermediarios de oxigeno (ROISs)

La fagocitosis es la reaccion méas comin de defensa celular. Durante ella,
particulas o microorganismos son internalizados dentro de la célula formando una
vacuola digestiva llamada fagosoma (Rodriguez y Le Moullac 2000). La eliminacién de
las particulas fagocitadas implica la intervencién de enzimas degradativas dentro del
fagosoma y la generacion de ROIs (Bachére et al. 1995; Mufioz et al. 2000). Este
proceso destructivo es conocido como choque respiratorio, y conduce a la activacién de
una enzima de membrana NAD(P)H oxidasa que cataliza la reduccion parcial del
oxigeno en anién superdéxido (O;). A partir de ahi, ocurren varias reacciones celulares
gue llevan a la produccién de peréxido de hidrégeno, radicales hidroxilo y “singlet” de
oxigeno (Klein 1982; Babior 1988; Song y Hsieht 1994; Murioz et al. 2000).

En P. vannamei, Mufioz et al. (2000) trabajaron en la simplificacion de un

procedimiento para medir € anion superéxido mediante la reduccion de NBT. Mediante



esta prueba es posible evaluar varias actividades inmunol égicas como reconocimiento,
fagocitosis y citotoxicidad (Bachére et al. 1995). Dichas actividades pueden ser
estimuladas por componentes solubles como acetato de myristate de phorbol,
lipopolisacaridos o zymosan (paredes de levaduras) (Vargas-Albores et al. 1998). Segun
Mufioz et al. (2000) e ensayo de reduccién de NBT es una herramienta interesante
para los estudios de las interacciones patdgenos - probidticos en € camarén. Su
informacion proporciona un criterio de susceptibilidad en el nivel de resistencia de los

animales y representa una alternativa para determinar el estado de salud del camar6n en

cultivo.

1.2.1.3. Sistema fenoloxidasa (PO)

La proPO es una proenzima que se encuentra € interior de los hemocitos
granulares (Vargas-Albores et al. 1997). Por estimulacion de componentes de las
paredes celulares microbiales, la proPO es liberada y se activa en fenoloxidasa. Esta
enzima es clave en la sintesis de melaninay esta presente en los sitios de inflamacion en
los crustaceos (Johansson y Soderhéll 1989).

El PO promueve la hidroxilacion de fenoles y la oxidacion de o-fenoles a
guinones, los cuales son responsables de destruir cualquier particula extrafia que trate de
invadir el hemocele durante la curacion de heridas (Soderhdl y Cerenius 1992;
Soderhdll et al. 1994). Los quinones son subsecuentemente polimerizados en melanina
por reacciones no enzimaticas (Vargas-Albores et al. 1998).

La activacion de este sistema ha sido muy bien estudiado en varias especies de
camarones (Hernandez-Lopez et al. 1996; Perazzolo y Barraco, 1997; Vargas-Albores
et al. 1997; Sung et al. 1998) y & procedimiento del ensayo ha sido simplificado por
Hemandez-Lopez et al. (1996).

1.2.1.4. Cuantificacién de la actividad antibacteriana

Estudios en crustéceos han mostrado la habilidad de la hemolinfa de inhibir €l
crecimiento bacteriano (Chisholm y Smith 1992; Noga et al. 1996). Sung et al. (1996)

reportaron que células de V. vulnificus fueron eliminadas de la hemolinfa de P.
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monodon 12 hrs después de su exposicion, desapareciendo complemente a las 24 hrs.
Adams (1991) reporté que mas del 99% de bacterina de V. alginolyticus fue eliminada
de la hemolinfa de P. monodon, después de 4 hrs de exposicion.

Recientemente la caracterizacion de una nueva familia de péptidos
antimicrobianos “peneidinas’ aislados de la hemolinfa de P. vannamel (Destoumieux et
a. 1997), ha aportado importantes avances en €l conocimiento de la inmunidad innata
(Bachere et al. 2000). Las peneidinas contribuirian en la eliminacion de
microorganismos durante el proceso de fagocitosis actuando como antibioticos
enddgenos (Destoumieux et al. 2000a). El incremento de su concentracion en el plasma
ocurre luego de una infeccion microbianay decrece en los hemocitos GR circulantes en
las primeras 3 hrs siguientes a la estimulacion. Una vez liberados por |os hemocitos, las
peneidinas migran a la cuticula debido a su alta afinidad por la quitina (Destoumieux et
al. 2000b), contribuyendo en los procesos de defensa de las zonas més expuestas.

Para la cuantificacion de la actividad antibacterial de la hemolinfa de crustéceos,
muchos investigadores han utilizado un ensayo cuantitativo basado en la inhibicién del
crecimiento bacterial en placas de agar (Adams 1991; Sung et al. 1996; Rengpipat et al.
2000). Otros en cambio han empleado e método turbidométrico en medio liquido
observando fuerte actividad antibacterial de la hemolinfa de P. vannamei contra

diferentes bacterias marinas (J. Rodriguez, CENAIM, comunicacién personal).

1.2.1.5. Determinacion de la concentracion proteica del plasma

Existen pocos trabajos relacionados a la importancia fisioldgica de la
concentracion de las proteinas del plasma en la hemolinfa de camarones peneidos. La
hemocianina es una de las proteinas mas abundantes de la hemolinfa (60% a 95% del
total de proteinas) (Djangmah 1970), y su funcion esta relacionada al transporte de
oxigeno (Rodriguez y Le Moullac 2000). La medida de la concentracién de proteinas

en el plasma se basa en el método descrito por Lowry et al. (195 1).



122 ESTIMULACION DE LA RESPUESTA INMUNE

La estimulacion del sistema inmune por la utilizacion de cepas probidticas ha
sido reportado por Famularo et al. (1997) y Gatesoupe (1999) como una caracteristica a
considerar en la seleccion de las bacterias. La inmunoestimulacion es una alternativa
para mantener el sistema de defensa activo, aumentando la resistencia a virus o
controlando poblaciones bacterianas patdgenas que puedan afectar la salud del
hospedero.

En los camarones, varios compuestos microbiales se han presentado como
principales estimulantes de las funciones celulares, entre ellos B-glucanos (BG),
lipopolisacéridos (LPS) y peptidoglucanos (PG). Estos compuestos pueden activar
directamente funciones celulares, pero la participacion de las proteinas del plasma
mejoran la eficiencia de la respuesta inmune (Vargas-Albores et al. 1998). Los BG
estan presentes en la pared celular de levaduras y hongos, los LPS son los principales
componentes de la pared celular de las bacterias Gram (-) siendo considerados por
ciertos investigadores herramientas potenciales en la prevencion de enfermedades
(Newman 1996). Los PG proceden de la pared celular de bacterias Gram (+) y han sido
objeto de investigaciones para evaluar la potencia de su administracion, contra la
vibriosisy contra el virus de la mancha blanca (Itami et al. 1998).

Es interesante resaltar, que la mayoria de los trabgjos para probar el efecto
inmunoestimulante se han realizado utilizando bacterina de Vibrios (Sung et al. 1996;
Sung et al. 1998), o compuestos extraidos de la pared celular de bacterias y levaduras
(Sung et al. 1994; Song y Hsieht 1994), pero son pocos los trabajos que han estudiado
el efecto de administrar bacterias probioticas sobre la estimulacion del sistema inmune

del camaroén.
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2. MATERIALES Y METODOS

21. MATERIAL BIOLOGICO

Para la obtencién de las cepas bacterianas se utilizaron 45 camarones silvestres
adultos (30 + 5g) capturados de la zona de Manglaralto, Provincia del Guayas, Ecuador.
En los 3 bioensayos experimentales se utilizaron pre-juveniles P. vannamei con un peso
de 1 + 0.2g, provenientes del laboratorio Macrobio (Ayangue, Provincia del Guayas,
Ecuador).

La bacteria Vibrio harveyi (S2) se utilizb como cepa patdgena en las pruebas de
desafio in vitro e in vivo. Vibrio alginolyticus (11i) se utilizd como probidtico control en

el estudio del efecto inmunoestimulante de las bacterias probidticas sel eccionadas.

22. METODOLOGIA

2.2.1. TECNICAS MICROBIOLOGICAS

221.1. Aislamiento bacteriano

Para el aislamiento bacteriano se utilizaron 45 camarones silvestres de la especie
P. vannamei. Los camarones fueron seccionados sagitalmente, destinando la mitad de
su cuerpo para andlisis histologico. De la mitad restante, se extrajo solamente e HP,
siendo éste, el tnico organo utilizado para el aislamiento bacteriano.

Los HP se colocaron individualmente en solucion salina a 2% dentro de tubos
maceradores esterilizados. Luego de la maceracion, se realizaron 4 diluciones seriadas
de 1/10 en tubos de ensayo estériles. Las muestras provenientes de las diluciones 107,
10* y 10”°, se sembraron en placas de petri conteniendo agar marino. La siembra se
realizd por duplicado mediante la técnica de difusion en medio solido, y se incubo a
27,6 °C durante 24 hrs. Luego de la incubacion, se procedio a la identificacion
morfoldgica de las colonias en base al manual de Norrell and Messley (1997).
Posteriormente, se cuantificaron las colonias dentro de cada grupo, aislandose cepas

bacterianas morfol 6gicamente diferentes,
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El aisamiento se realizd en placas de agar Lb 2% NaCl, utilizando |a técnica de
rayado. Se incubo a 27,6 °C por 24 horas, realizandose luego € Test de pureza para
comprobar uniformidad morfolégica. Las cepas puras fueron congeladas a — 80 °C en
medio Lb-broth 2% NaCl, 15% de glicerol.

2.2.1.2. Pruebas de inhibicion in vitro

Con € fin de determinar el efecto probiotico de las cepas aisladas, se emplearon
dos técnicas in vitro, (a) Técnica de difusion con bacterias vivas descrita por Ruiz et al.
(1996) y (b) Técnica con bacterias muertas descrita por Tanasomwang et al. (1998). En
ambos casos se utilizo la cepa viva de V. haweyi (S2) como agente patdgeno.

Para éstas pruebas, solo se utilizaron aquellas cepas aisladas de animales
histologicamente sanos. La preparacion consistié en sembrar las bacterias en agar Lb
2% NaCl, mediante la técnica de rayado, incubando por 8 hrs a27,6 °C antes de iniciar
las pruebas de inhibicion. Las muestras se trabajaron por triplicado.

Para la preparacion de V. haweyi, se partié de una siembra en agar Lb 2% NaCl
incubada 8 hrs a 27,6 °C. Una colonia fue repicada en 5 mL de Lb-broth 2% NaCl,
incubandose 12 hrs (over night) a 27,6 °C, en bafio maria 'y agitacion continua. Por la
mafiana se realiz6 un repique 1/100 en caldo Lb-broth 2% NaCl, en un volumen final de
5 mL. Seincubo 2 hrs a 27,6 °C en bafio maria y agitacion continua. La concentracion
de S2 utilizada fue de 20x1 0° bactérias / mL de agar en (a) y de10* UFC / mL en (b).

2.2.1.3. | dentificacion fenotipica bacteriana

La morfologia celular se determiné con la ayuda del microscopio de contraste de
fases (40x). La morfologia de colonia se observé con la ayuda de una lupa describiendo
color, forma, elevacion y margenes, segun e manual de Norrell and Messley (1997).

La motilidad se evalu6 mediante la técnica de gota pendiente utilizando la lamina
excavada de Koch , y se observo en microscopio optico (100x).

Para la realizacion de las pruebas bioquimicas se utilizo la técnica miniaturizada
propuesta por Solis (1996). Se parti6 de un cultivo en agar tripticasa de soya (TSA) de

12 hrs de crecimiento, realizandose la caracterizacion fenotipica, en base a 20 pruebas
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bioquimicas de acuerdo a manual de Bergey (1994). Las lecturas se realizaron cada 24
hrs por 3 dias consecutivos. Las pruebas realizadas fueron: catalasa, oxidasa,
crecimiento al 0%, 3% y 7% de Na(Cl, metabolismo oxidativo y fermentativo,
produccion de indol, Voges Proskauer, citrato de Simmons, omitina descarboxilasa,

arginina dihidrolasay asimilacion de carbohidratos.

2.2.1.4. Conteo de las poblaciones bacterianas.

Se utilizaron dos métodos para determinar el tamafio de la poblacion bacteriana
(a) método de conteo de células viables, y (b) método de conteo mediante microscopia
optica. Las cepas bacterianas utilizadas fueron aguellas que resultaron positivas a las

pruebas de inhibicion in vitro.
(a) Método de conteo de células viables.

Este método permitié realizar las curvas bacterianas de crecimiento,
relacionando unidades de densidad éptica (D.O.) y unidades formadoras de colonias
UFC/mL. Estos datos se obtuvieron con intervalos de 1 hora durante 16 hrs de cultivo.

Se realizaron los cultivos bacterianos en agar Lb 2% NacCl, utilizando el método
de rayado. Luego de 12 hrs de incubacion (T.,), se repicd una colonia en 10 mL de
caldo de cultivo Lb-broth 2% NaCl, incubandose toda la noche a27,6 °C, en bafio maria
y agitacion continua. Se realiz6 un segundo repique (T.;) de1/100 en 50 mL de caldo de
cultivo Lb-broth 2% NaCl, incubandose bajo las mismas condiciones durante 4 hrs. Una
vez concluido este tiempo se procedié a un tercer repique (Tu) de1/10 en 450 mL, bajo
las mismas condiciones. En cada tiempo se realizaron 13 diluciones seriadas 1/10; por
cada cepa bacteriana. Las diluciones 10 a10™'* se sembraron en agar marino utilizando
la técnica de difusion en medio sdlido. Las placas permanecieron en incubacion durante
8hrsa 27,6 °C, antesdeiniciar € conteo de colonias.

Los valores de D.O. se midieron empleado un espectrofotometro JENWAY
6400® a una longitud de onda de 560 nm. La cantidad de UFC/mL se obtuvo

multiplicando el ndimero de colonias de cada placa por e factor de dilucion. Ambos
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datos fueron relacionados en un grafico de lineas, obteniéndose la relacion UFC vs

tiempo y vs unidades de D.O. por cepa bacteriana.
(b) Método de conteo mediante microscopia.

Este método permitié obtener el numero de bacterias/mL en relacion a un solo
dato de densidad de Optica. Se hicieron siembras en Lb-broth 2% NaCl durante 2 hrs a
26,7 °C. Posteriormente, se realizaron 6 diluciones seriadas 1/10 por cada cepa. Las
muestra se fijaron con formol a 10% (v/v) hasta el momento de la lectura. Se conto en
microscopio de contraste de fases con la ayuda de una camara de Neubauer.

Para determinar el nimero total de células/mL se multiplico e numero de
células por el factor de dilucion. La D.O. se midio en un lector de microplacas

(Multiskan Bichromatic®) a 560 nm.

2.2.2. HISTOPATOLOGIA

La histologia se realizd utilizando el método descrito por Bell and Lightner
(1988). La evauacion del estado sanitario de los camarones fue definitoria en la
seleccion inicia de cepas bacterianas. También se utilizo esta herramienta para observar
la presencia o ausencia de signos patol 6gicos ocasionados por la administracion de las

bactérias probiéticas, en los camarones del 1 y 2% bioensayo.

2.2.3. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

2.23.1. Extraccion v cuantificacion del ADN bacteriano

La extraccién del ADN gendmico se realizo utilizando la técnica (1) descrito por
Murray and Thompson (1980) y una técnica simplificada (2) descrita por Motte et al.
(fide) (Anexo). Los perfiles de RAPDs obtenidos por ambas técnicas fueron
comparados, con el fin de estandarizar resultados y obtener alternativas de uso.

La concentracion de ADN de las muestras bacterianas fue determinada por
espectrofotometria (Gene Quant, PHARMACIA®), utilizando una dilucion 1/20 para la

lectura en el espectrofotometro. La pureza de la muestra fue evaluada por el “ratio”
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DO0260/D0280, conservandose aquellas muestras menores al valor 2. Las muestras de
ADN bacteriano extraidas con la técnica (1) se estandarizaron a una concentracion de
10 ng/pul y se conservaron a -20 °C. Este ADN se utiliz6 como control en los estudios
de amplificacion, repetibilidad de los iniciadores y polimorfismo de bandas en los
RAPD:s.

2232 Seleccion de los iniciadores y condiciones de amplificacion

Utilizando la técnica AP-PCR, se establecieron los perfiles de RAPDs de las
bacterias positivas a las pruebas de inhibicion in vitro. Estos perfiles permitieron
determinar bandas monomorficas que sirvieron de base en el diagndstico de
colonizacion bacteriana en el 1% y 2% bioensayo.

Se probaron 8 iniciadores decaméricos (Operon Technologies@) a una
concentracion de 0.4 uM. El criterio para la seleccion de los iniciadores se baso en 3
aspectos con el siguiente orden de importanciaz amplificacion, reproducibilidad y
numero de bandas. Los iniciadores que demostraron amplificacion, fueron sometidos a
la evaluacion de reproducibilidad. Para esto, se realizaron 3 amplificaciones de cada
cepa bacteriana mas un control negativo. Las condiciones para la amplificacion se
muestran en el Anexo.

Los productos de amplificacion fueron separados utilizando agarosa a 2% y
poliacrilamida al 8%. Se utilizé un marcador de peso molecular 1 Kb DNA ladder®,
para la determinacion de las tallas. Las bandas se tifieron con bromuro de etidio (10
mg/mL).

2.2.4. 1™ BIOENSAYO: EVALUACION DE LA CAPACIDAD
COLONIZADORA DE BACTERIAS PROBIOTICAS.

El objetivo del bioensayo fue determinar la capacidad colonizadora de las cepas
bacterianas en e HP de los animales inoculados, utilizando el método de inmersion. Las
cepas seleccionadas, fueron aquellas que inhibieron el crecimiento de V. harveyi en las
pruebas in vitro. El estado de salud de los camarones se determiné por histologia luego

de la colonizacion.
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224.1. Preparacion de los indculos bacterianos

Se realizé un cultivo de 8-12 hrs en agar Lb 2% NaCl, utilizando €l método de
rayado. Se repicé una colonia en 10 mL de caldo de cultivo Lb-broth 2% NaCl,
incubandose durante 8 hrs a 27,6 °C con agitacion continua. Un segundo repique de
1/100 se realiz6 en 50 mL de caldo Lb-broth 2% NaCl, incubandose bajo condiciones
arriba mencionadas. Luego se procedio a un tercer repique de 1/100 en 450 mL.

La inoculacion de los acuarios se realizé en la fase de crecimiento exponencial
de cada bacteria, en base a las curvas individuales de crecimiento (item 2.2.1.4.). Se
determind la concentracion, basdndose en e dato de espectrofotometria y gjustando la

dosis inoculante a una concentracion final de 107 bacterias/mL en cada acuario.

224.2. Diseflo experimental

El disefio experimental fue completamente aleatorio con 8 tratamientos y 5
réplicas por tratamiento. La densidad utilizada fue de 20 animales (1 + 0.3g) en 50 Its de
agua de mar, que fueron aleatoriamente distribuidos dentro de los acuarios. Las
bacterias utilizadas fueron P62, P63, P64, P65, P66, P67, Ili y un control sin bacterias.

Los camarones se aclimataron por 15 dias con recambio de agua continuo y
aireacion constante. El agua de mar fue filtrada a Sum y esterilizada con U.V. La
temperatura fue constante 28°C. Las mangueras de aireacion fueron taponadas con
algoddn para minimizar la contaminacion. Se alimentd con balanceado comercial (50%
proteina), e cual fue esterilizado diariamente. Luego de la aclimatacion se realizoé una
Unica inoculacién bacteriana. El volumen del indculo vario de 60 y 100 mL agjustando la
concentracion a 107 bacterias/mL en cada acuario. El tiempo de exposicién fue de 24
hrs durante el cual se suspendio € recambio de agua.

Para realizar los aislamientos de recuperacion, se siguid la metodologia
explicada en € item 2.2.1.1. utilizandose grupos de 8 HP por réplica y realizandose 5
diluciones seriadas de 1/10. Las muestras provenientes de las diluciones 102,10 y 1 0
de cada grupo, se sembraron en placas de petri conteniendo agar Lb 2% NaCl. La
siembra se realizé por duplicado mediante la técnica de difusion en medio sdlido y se
incubd a 27,6°C durante 24 horas. Para evaluar los porcentgjes de colonizacion, se
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contabilizé las UFC/g de HP, en base a la morfologia de las colonias, identificando las
bacterias recuperadas mediante AP-PCR con 3 iniciadores. Un nimero de 8 animales

por réplica fueron fijados con solucién Davidson para histopatol ogia.

2.2.5. 2% BIOENSAYO: ESTUDIO DE INTERACCION in vivo ENTRE
BACTERIAS PROBIOTICAS Y V. harveyi (S2)

El objetivo de este bioensayo fue determinar el grado de competencia entre las
cepas probidticas y el agente patdgeno. Las cepas bacterianas utilizadas fueron
seleccionadas en base a los resultados de la colonizacién, utilizandose solo aquellas
gue colonizaron en un porcentaje mayor al 50%. La preparacion del patégeno se realizd

segun metodologia descrita por Sotomayor (2001).

Disefio experimental

El disefio experimental fue completamente aleatorio con 5 tratamientos y 5
réplicas. Las bacterias utilizadas fueron P62, P63, P64, se utilizd un control negativo y
un control patégeno. La densidad de siembra, condiciones de aclimatacion vy
preparacion de las bacterias fueron similares al 1" bioensayo. La dosis infectante de V.
harveyi fue 10" bacterias/mL, realizandose una sola inoculacién en 24 hrs.

Las bacterias se administraron durante 3 dias seguidos, mediante e método de
inmersion. Luego de 20 hrs de exposicion se realizé un recambio de agua del 50%. Al
cuarto dia del experimento se inocul6 el Vibrio patdgeno. Después de 24 hrs se
realizaron las extracciones de los HP. La metodologia de microbiologia fue similar a la
del 1°" bioensayo.

Los porcentajes de interaccion se evaluaron contabilizando las UFC/g de HP en
agar Lb 2% NaCl, en base a caracteristicas morfoldgicas. Las muestras recuperadas de
cada réplica fueron identificadas mediante perfiles de RAPDs en agarosa, utilizando 3
iniciadores y Dot blot (Sambrook et al. 1989) con anticuerpos monoclonales anti S2.
Los resultados de AP-PCR fueron confirmados en geles de poliacrilamida a 8%,
utilizando los mismos iniciadores. De cada réplica se recuperaron 8 camarones para

histologia.
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2.2.6. 3 BIOENSAYO: EVALUACION DE LAS BACTERIAS COMO
ESTIMULADORAS DEL SISTEMA INMUNE

El objetivo del bioensayo fue probar el efecto inmunoestimulante de las
bacterias P62, P64 y V. alginolyticus. Las bacterias seleccionadas fueron aquellas que
dieron altos porcentajes de inhibicion de S2 en el bioensayo de interaccion in vivo (item
2.25).

2.26.1. Disefio experimental

El disefio experimental fue completamente aleatorio, con 5 réplicas por
tratamiento. Se utilizaron camarones de 1.5 + 0.2 g los cuales se distribuyeron
aleatoriamente en acuarios de 50 litros a razon de 10 animales por acuario. La
aclimatacion se realizo durante 10 dias a una temperatura de 25 °C y salinidad de 34
ups, con recambio de agua diario del 50%. El agua fue filtrada a 0.5um y la aireacion
constante. Los camarones fueron aimentados con balanceado Molino 50°, a 3% de la
biomasa, repartido en 2 raciones diarias durante todo el ensayo experimental (20 dias).

La preparacion del probiodtico se realizd segin la metodologia descrita en €
item 2.2.4.1. La inoculacion se realizo en la fase exponencial de cada bacteria
utilizandose el método de inmersion. La concentracion final alcanzada en los acuarios
fue de 1 0’ bacterias/mL. La inoculacion se realizé cada 2 dias durante un periodo de 10
dias realizandose recambios de agua del 50% luego de 20 hrs de exposicion. La
alimentacion no varié ni en dosis ni frecuencia durante el periodo de aplicacion de las
bacterias.

Luego de 10 dias de inoculacion se muestrearon los camarones en intermuda. Se
extrgjo hemolinfa del sinus ventral utilizando jeringuillas de 1 mL. (Insulin Syringe)
cargadas con anticoagulante citrato de sodio a 10%. Las muestras fueron transferidas a
microtubos estériles y mantenidas en hielo (4°C) para preservar las células. Se
prepararon 20 mezclas de 10 muestras de hemolinfa cada una. Ademas se evalto el peso

individual de los camarones de cada tratamiento.
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2.2.7. TECNICAS INMUNITARIAS

Las pruebas inmunitarias utilizadas para evaluar €l efecto estimulante de los
probidticos fueron: determinacién de hemogramas, cuantificacion de radicales toxicos
producidos durante la fagocitosis, cuantificacion de la actividad PO, estimacion de la

actividad microbicida de la hemolinfay cuantificacion de proteinas plasmaticas.

2.2.7.1. Hemograma

Para el hemograma las muestras fueron preservadas en formol a 3%. Se
determind el nimero total y proporcion de hemocitos presentes en € plasma por conteo
con cAmara de Neubauer, utilizando un microscopio de contraste de fases. EI nimero de
hemocitos fue expresado en millones de células por mL y la formula hemocitaria en
porcentajes hemocitarios. Se consideraron valores entre 15 a 20 x 10° hemocitos/mL

como aceptables.

227.2. Producciéon de Anidn Super 6xido (05

El anién superoxido (O) fue cuantificado por medio de la técnica de reduccién
del Nitro blue tetrazolium (NBT), segun el protocolo cuantitativo optimizado por
Mufioz et al. (2000). La actividad de los hemocitos fue determinada por la cantidad de
formazan obtenido producto de la reduccién del NBT por € O, y estimado mediante
lecturas en el espectrofotébmetro a 620 nm.

La produccion de O, fue expresada en tasas, dividiendo el valor de la
absorbancia de la muestra estimulada para la fagocitosis, contra €l valor de la misma
muestra sin estimulacion. La interpretacion de los resultados se basd en la siguiente
escala; tasas menores a 1 falta de actividad, valores comprendidos entre 1 - 1.5 como

baja actividad, y valores entre 1.5 - 2 como buena actividad.

2.2.7.3. Cuantificacion de la actividad fenoloxidasa (PO)

Para la readizacién de esta prueba se empled e protocolo simplificado por

Hernandez-Lépez et al. (1996). Mediante espectrofotometria, se detectd la actividad
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PO a través de la formacion de un pigmento rojo DOPA cromo proveniente de la
oxidacion del substrato enzimético L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA). Los resultados
se expresaron en unidades de D.O. medidos en lector de microplacas Multiskan
Bichromatic® a 490 nm. La interpretacion de los resultados se basd en la siguiente
escala; menor a 0.2 D.O. bgo, entre 0.2 a 0.35 D.O. normal, y entre 0.35 a 0.5 D.O.
alta actividad.

2.2.7.4. Cuantificacion de la actividad antibacteriana del plasma (AA

La prueba se basd en detectar y cuantificar por medio del método turbidométrico
(INCO 2001) € crecimiento de suspensiones bacterianas en presencia 0 ausencia de
plasma de camardn. Se utilizé un control plasma y un control negativo, que
correspondi6é a 100% del crecimiento bacteriano. Los resultados fueron expresados en
porcentajes de inhibicién de crecimiento bacteriano, relacionando el valor de D.O.
obtenido en presencia de plasma vs el control negativo constituido por bacterias
cultivadas en solucién salina. Un porcentgje de inhibicion menor a 20% fue
considerado bajo, porcentgjes entre 20 a 40% regulares, y porcentajes mayores del 40%

buenos.

2.2.75. Concentracion de proteinas plasmaticas (PP)

Se cuantificod la concentracion de proteinas plasméticas totales por medio del
método de Lowry et al. (1951). La concentracion de proteinas fue expresada en mg/mL.
Se consideraron valores menores de 80 mg/mL como muy bajos, entre 80 a 100 mg/mL
bajos, de 100 a 130 mg/mL normalesy mayores a 130 mg/mL altos.

2.2.7.6. Calculo del indice inmunitario

Para el cdlculo del indice inmunitario se consideraron los resultados obtenidos
en las 5 pruebas inmunitarias descritas anteriormente. Los valores de cada prueba
fueron transformados, de manera que cada parametro tiene igual fraccion en el céalculo
del indice global (0.2). Las transformaciones se basaron en la siguiente férmula:
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0.2
Vt.=(a-b)x—
(a-b)x .

Vt=vaor transformado.

a=valor obtenido por réplica en cada una de las pruebas inmunol ogicas.
b=valor minimo del rango

k= rango de cada prueba

Valor 0.2:=corresponde a 20%

El indice inmunitario es la suma de los valores Vt de las 5 pruebas para cada réplica.

Indice = vt(THC) + vt(NBT) + vt(PO) + vt(AA) + vt(PP)

2.2.8. PRUEBAS INMUNITARIAS in vitro PARA LA EVALUACION DE
LA INTERACCION PROBIOTICO-PLASMA

Mediante la cuantificacion de la actividad fenoloxidasa in vitro se evaluo el
efecto estimulante de las bacterias P62, P64 y V. alginolyticus. El protocolo empleador
fue e descrito por Hernandez-Lopez et al. (1996) utilizando bacterina preparada de
cada bacteria (Kessler, 1981), como sustancia estimuladora. Como control estimulante
se utilizé laminarina (B-glucanos solubles). La bacterina fue centrifugada y
resuspendida en una solucién: con Ca™" y tampén Cac. La concentracion de células
bacterianas utilizada fue de 40 bacterias por hemocito. Cada muestra se analizo por

triplicado.

23. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos durante la realizacion de todos los bioensayos fueron
analizados por andlisis de varianza (ANOVA) a un nivel de confianza del 95%. El test
de comparacion de medias Duncan se utilizo en el estudio de diferencias significativas.
Los datos se utilizaron bajo principios de normalidad y homogeneidad de varianzas. Se
realizo0 un andlisis de similitud en el estudio de las asociaciones fenotipicas. El
programa estadistico utilizado fue Statistica 4.3.
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3. RESULTADOS

31. AISLAMIENTO BACTERIANO

Se aislaron 80 cepas bacterianas, de las cuales el 30% pertenecieron a camarones
libres de patologias virales y bacterianas (histologia). Las 24 cepas fueron enfrentadas

contraV. harveyi (S2) en |las pruebas de inhibicion in vitro.

3.2. PRUEBAS DE INHIBICION in vitro

Las bacterias codificadas como P62, P63, P64, P65, P66 y P67, inhibieron al
patégeno (Fig. 1). La técnica descrita por Ruiz et al. (1996) permitié medir los
diametros de los halos de inhibicion alas 12 hrs de crecimiento bacteriano (Tabla 1).

Tabla 1. Diametros de los halos de
inhibiciéon a las 12 hrs de crecimiento
bacteriano.

Bacterias Valores medios (mm)

P62 21.1
P63 16.2
P64 15.3
Figura 1. Halos de inhibicion utilizando P65 16.1
bacterias vivas (a) y bacterias muertas (b). P66 145
P67 18.2

3.3. IDENTIFICACION FENOTIPICA BACTERIANA

La identificaciéon bacteriana se realizé en base a caracteristicas morfologicas y
metabdlicas alcanzando nivel taxondmico de género. La interpretacion de las pruebas
bioquimicas, se realiz6 de acuerdo al manua de Bergey (1994). Las bacterias P62, P63,
P65 y P66 fueron clasificadas dentro del género Vibrio. La bacteria P64 dentro del
género Bacillus y la bacteria P67 como Pseudomona. Los resultados de estas pruebas se

muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Identificacion fenotipica de las bacterias P62, P63, P64, P65, P66 y P67 en

base a criterios morfol 6gicos y bioquimicos.

CEPAS BACTERIANAS
P62 P63 P64 P65 P66 P67

CARACTERES

Caracteristicas Morfologicas

1 Gram +
2 Motilidad + + + + + +

3 Forma !

o
o
o
o
o
o

Caracteristicas Bioquimicas

4 Catalasa + + + + + +/-
5 Oxidasa + + + + +
6 OF(oxidativo) + + + + +
7 OF(fermentativo) + + + +
8 Produccion de Indol + +
9 Voges Proskauer
10 Citrato Simmons +/- +
I Ornitina descarboxilasa + +H- -+ + +
12 Argenina dihidrolasa t - H-F + +
13 L. Arabinosa
14 Celobiosa + + + +
15 D-manosa u + + +/-
16 D-manitol + + + +
17  Sucrosa + + + +/-
18  D-glucoronato +/-
19 D-gluconato
20 D-galactosa t t t +
21 Crecimiento 0 % NaCl +
22  Crecimiento 3 % NaCl + + + + + +
23 Crecimiento 5 % NaCl + + + + + +/-
' B = Bacillo

Con el fin de obtener una aproximacion de especies para las bacterias
clasificadas como Vibrios, se realizdé un andisis de similitud comparando con datos
fenotipicos de Vibrio spp. descritos por Solis (1996). Como podemos observar en la
Figura 2, € Vibrio P66 tiene fuerte asociacion fenotipica con Vibrio damselae. Los
Vibrios P62, P63 y P65 se encuentran muy proximos entre si, pero dificiles de
relacionar con el resto de los Vibrios. El resultado de la prueba OF fermentativo ubico
la bacteria P67 dentro del género Pseudomona observandose asociacion con este

género en la prueba de similitud.
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Figura 2. Andlisis de similitud de las bacterias P62, P63, P64, P65, P66 y P67 con los

géneros Aeromona, Pseudomona y Vibrio.

34. CUANTIFICACION DE POBLACIONES BACTERIANAS

Para la determinacion del tiempo exacto de inoculacion en los 3 bioensayos, se

obtuvo la relacion D.O. y UFC/mL de las cepas bacterianas P62, P63, P64, P65, P66,

P67 e lli en funcion al tiempo de cultivo. El inéculo en los acuarios se realizé en la fase

exponencia de cada bacteria.

vibrio P62
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Fig. 3. Curva de crecimiento de Vibrio P62
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vibrio P63
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Fig. 4. Curva de crecimiento de Vibrio P63
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Para el Vibrio P62 (Fig. 3) y V. alginolyticus (i) (Fig. 9), €l tiempo apropiado
pararealizar el inéculo fue alas 3 hrs de crecimiento, luego del Ultimo repique. Paralos
Vibrios P63 (Fig. 4) y P65 (Fig. 6) alas 6 hrs. Para el Bacillus P64 (Fig. 5) alas 4 hrs;
Vibrio P66 (Fig. 7) 8 hrs'y finamente para la Pseudomona P67 a las 2 hrs de cultivo

(Fig. 8).

) Vibrio P65
Bacillus P64
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o + 6.0E+08 00.20 1 1.5E+09 &
8 020 i =]

’ 1 40E+08 S 0.10 4 1 1.0E+09

: 1 50€+08

0.10 _V T 2.0E+08 0.00 0.0E+00

0.00 4 " + 0.0E+00 3 5 7 9 I 13
1 3 5 7 9 I 13 Horas
Horas

-m-Densidad optica ~=—UFC

Fig. 5. Curva de crecimiento de Bacillus P64
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Fig. 6. Curva de crecimiento de Vibrio P65

Pseudomona P67

Vibrio P66
0.45 — 12E+09 0.05 1.2E+08
ggg prE—e + 1OE+09 0.04 » 4" 4 1.0E+08 )
030 /7/ BOEWB & . / 7 T 80EW0T £
;0.25 605408 = o 0.03 / N\ 1 eoes07 5
o 0.20 v 1™ e a 0.02 --40E+075
015 .l 4.0E+08 > ' // \ ‘
0.0 /{// 1 205208 0.01 . e 4 2.0E+07
0.05 p— 0.00 ' + h——-'——'l-—- I 0.0E+00
0.00 + + 4 + 0.0E+00 ) 3 5 7 9
1 3 05 7 9 1l :13
Horas Horas

-Densidad 6ptica —e— UFC

Fig 7. Curvade crecimiento de Vibrio P66

V. alginolyticus (ili)
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Fig 8. Curva de crecimiento de Pseudomona P67
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Figura 9. Curva de crecimiento de V. alginolyticus (Ii)
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La Pseudomona P67 crecid con dificultad en volumenes de cultivo de 500 mL, y
alcanzd concentraciones relativamente bajas en su fase exponencial. Sin embargo, se
decidié probar su capacidad de colonizacion (1% bioensayo), por los buenos resultados

demostrados en |la prueba de desafio in vitro.

35 |IDENTIFICACION GENOTIPICA BACTERIANA

Se probaron 8 iniciadores decaméricos, de los cuaes OPA3, OPA7, OPAS,
OPA9, OPA10 y OPA1 1 dieron productos de amplificacion. En las pruebas de
reproducibilidad, los iniciadores OPA 8 (5° GTGACGTAGG 3’), OPA 9 (5
GGGTAACGCC 3’), OPA 10 (5 GTGATCGCAG 3') mostraron resultados mas
confiables (Fig. 10). Con €l iniciador OPA10, se obtuvieron perfiles con mayor nimero
de bandas que con e resto de los iniciadores seleccionados. El uso de geles de
poliacrilamida permitié obtener una mayor resolucion de bandas posibilitindo una

mejor diferenciacién genémica.

MM P62 P62 P83 P65 P65 P65
OPA10

Figura 10. Perfiles de RAPDs en geles de poliacrilamida utilizando los iniciadores
OPA9y OPA10.

En el diagndstico de colonizacién (1 bioensayo) y de interaccion (2%
bioensayo), se seleccionaron los 3 iniciadores OPA8, OPA9 y OPA10 para diferenciar
ciertas bacterias que presentaron bandas de peso molecular similar para un mismo
iniciador. El perfil de RAPD de la bacteria P65 se confundié con S2 utilizando el
iniciador OPA9, y con e perfil de P62 utilizando OPA10. El iniciador OPA8 permitio

diferenciar claramente estas bacterias.
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36. EVALUACION DE LA CAPACIDAD COLONIZADORA DE LAS
BACTERIAS PROBIOTICAS

Para la realizacion de este bioensayo ademas de las bacterias ya seleccionadas,
se probo el efecto colonizador de V. alginolyticus (11i). Se utilizé un control negativo sin
probiético. El nimero total de UFC/g de HP fue significativamente mayor (p<0.05) en
los animales inoculados con e Bacillus P64 y los Vibrios P65 y P66 con respecto al
control y Pseudomona P67. Ademas los animales inoculados con Vibrio P65 tuvieron
un numero total de UFC/g de HP significativamente mayor (p<0.05) gque los inoculados
con P62, P63 e lli. Los porcentajes de colonizacién y los valores medios de

concentracion bacteriana alcanzados por cada cepa, estan representados en la Figura ll.

S : T g 2.2E+04
P64 B ] 3.1E+04

3.9E+04
i & = = ) = = = 3.6E+04

= 3.4E+04
2.7E+04

P63
2.6E+04

P66 3.0E+04

P67 3.4E+04

Control 3.7E+04

B UFC/g HP probidiicas BBUFC/g HP flora natural

Figura Il. Porcentgjes de colonizacion de bacterias P62, P63, P64, P65, P66, P67 e Ili.

Las cepas bacterianas Vibrio P62, Vibrio P63 y Bacillus P64 obtuvieron
porcentajes de colonizacién por encima del 50%. Por su mayor capacidad colonizadora
éstas cepas fueron seleccionadas para enfrentarse al patdégeno en el 2% bioensayo. El
Vibrio P66 s bien logré alto porcentaje de colonizacién, no fue seleccionado por no
superar €l 50% de colonizacion. En el caso de la Pseudomona P67 la colonizacion fue
insignificante logrando un nimero total de UFC/g de HP sin diferencias significativas

con € control.
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El andlisis histopatol 6gico mostro necrosis intestinal en los animales inoculados

con el Vibrio P65, motivo por lo cudl fue descartado para pruebas posteriores.

3.7. INTERACCIONES in vivo ENTRE BACTERIAS PROBIOTICAS Y S2

En este bioensayo se probd la interaccion competitiva entre las cepas Vibrio P62,
Vibrio P63 y Bacillus P64 con V. harveyi. Se utilizd un control inoculado con S2 y un
control sin bacterias. El diagnostico de interaccion entre probidticos/patdgeno se realizo
mediante RAPDs y anticuerpos contra S2. Los perfiles de RAPDs se analizaron en geles
de agarosa y de poliacrilamida. Los porcentgjes de interaccion y los valores medios de
concentracion bacteriana estan representados en la Figura 12.
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B UFC/g HP probidtico Ml  UFC/g HP S2 BUFC/gr HP flora natural

Figura 12. Interaccion de las bacterias P62, P63, P64 con V. haweyi (S2)

El nimero total de UFC/g de HP fue significativamente mayor (p<0.05) en los
animales inoculados con P62, P63, P64, y S2 (control) con respecto a control sin
bacterias. No se registraron diferencias significativas (p>0.05) entre los animales
tratados con el probidtico y el control S2 en el numero total de UFC/g de HP.

El Vibrio P62 logro el mayor efecto inhibitorio sobre S2 y sobre la flora natural
del HP. Bacillus P64 compitié con el patdégeno y con la flora natural, pero su efecto
inhibitorio sobre S2 fue menor que e Vibrio P62. El efecto inhibitério de Vibrio P63
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fue mayor sobre la flora natural que sobre patégeno S2, ante el cud su efecto fue muy
débil.

Aungue el andlisis histolégico se encontraron dafios intestinales en los animales
del control S2, la supervivencia fue 100% durante €l periodo experimental en todos los
tratamientos. El diagnostico con anticuerpos anti S2 revel6 un 70% de las cepas

positivas en € control S2.

38. EVALUACION DE LAS BACTERIAS COMO ESTIMULADORAS DE
LA RESPUESTA INMUNE

Las bacterias utilizadas en el 3 bioensayo fueron Bacillus P64 y Vibrio P62. Se
utiliz6 como control V. alginolyticus (11i) y un control sin bacterias. Las bacterias P64 y
P62 fueron seleccionadas por mostrar mayor efecto inhibitorio sobre la colonizacion de
s2.

Durante el periodo experimental la supervivencia fue del 100% para todos los
tratamientos. El peso promedio de los animales con probidticos fue significativamente

mayor (p<0.05) con respecto a control no tratado (Figura 13).
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Figura 13. Peso promedio a canzado de los camarones luego de 20 dias de ensayo.
3.8.1. Hemograma
L os resultados de los hemogramas se muestran en la Figura 14. No se registraron

diferencias significativas para el conteo total de hemocitos entre los tratamientos. El
valor medio alcanzado fue 19.9 x 10° + 5.6 x 10° hemocitos/mL. La cantidad de células
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hialinas fue significativamente menor (p<0.05) en los animales tratados con Vibrio P62
que con Ili y Bacillus P64.

Si bien no se registraron diferencias significativas en el numero de células GR y
SG en ningun tratamiento, los animales inoculados con Bacillus P64 poseen menor
cantidad de SG con respecto a control, aumentado la poblacion de GR. En los animales
inoculados con V. alginolyticus (Ii) y Bacillus P64, se observa una distribucion mas
equitativa entre las poblaciones hemocitarias con respecto a control, en el cud

predominan las SG (Figura 15).

Hemograma Porcentaje hemocitario ]
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Figura 14. Cantidad de células plasméticas en Figura 15. Proporcion hemocitaria en los
los tratamientos P62, P64, Ili y control. tratamientos P62, P64, 1li y control.

3.8.2. Produccién de Anion Superéxido

Todos los tratamientos mostraron una tasa de estimulacion baja, no registrandose

diferencias significativas (p>0.05) respecto a control (Tabla 3).

Tabla 3. Vaores inmunitarios de camarones estimulados con 1li, P64, P62 y control.

Ili P64 P62 Control
Tasa NBT 1.18 + 0.08 1.20 £ 0.09 1.15+0.11 1.11+£0.05
Inhibicién bacteriana (%) 85+5.6 20.6 + 8.7 254 +£13.7 30.0 £ 9.0
Proteinas plasmaticas (mg/ml) 112.1 £8.1 102.6 + 3.9 97.7 £ 6.0 1043 + 8.6

Fenoloxidasa (D.O.) 670 + 0.02° 738 + 0.08° 661 + 0.07% 449 * 0.05°
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3.8.3. Cuantificacién de la actividad fenoloxidasa

En la prueba in vivo los valores de fenoloxidasa fueron significativamente mas
altos (p<0.05) en los animales estimulados con Bacillus P64, Vibrio P62 y V.
alginolyticus (lli) que en el control. Los resultados de la prueba in vitro, mostraron
igual tendencia en los valores de densidad dptica que para e experimento in Vivo

(Figura16), a excepcién de la estimulacion con P62 que fue igual al control laminarina.
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Figura 16. Comparacion de los valores de densidad éptica para la cuantificacion de la

actividad fenoloxidasa de las bacterias |li, P64, P62 in vitro e in vivo.

3.8.4. Cuantificacion de la actividad antibacteriana del plasma

No se registraron diferencias significativas (p>0.05) entre los tratamientos. Los

pocentajes de inhicidn fueron bajos incluso en el control (Tabla 3).

3.8.5. Concentracion de proteinas plasmaticas

La concentracién de proteinas plasméticas en los animales estimulados, se ubicd
en el rango normal sin diferencias significativas (p>0.05) con respecto al control (Tabla
3).

3.8.6. Indice |nmunitario Global

El indice inmunitario global fue significativamente mayor (p<0.05) en los

animales estimulados con Bacillus P64 y V. alginolyticus con respecto a control. Para
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los animales estimulados con Vibrio P62, € indice inmunitario globa fue similar a

control.

0.70
060 T
050 -
0.40
0.30 -
0.20 4

Inde inm untario

0.10 4

0.00 +

Iti P64 P62 control

Figura 19. Indice inmunitério global de los camarones inoculados con las cepas

bacterianas P62, P64 e li.
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4. DISCUSION

El uso de probidticos en vertebrados ha sido ampliamente demostrado (Gibson et
al. 1997; Huber 1997). A lo largo de los anos se han estudiado las relaciones
simbidticas de mezclas bacterianas, su mejor forma y frecuencia de administracion
(Hungate 1975). En acuicultura, esta practica es reciente, por o que muchas preguntas
permanecen aun sin contestacion.

Como primer paso en la seleccion de cepas con capacidad probidtica, fue
necesario aislar y caracterizar los microorganismos presentes en el HP, considerando
gue los mismos estarian adaptados a crecer y multiplicarse en éste 6rgano. Un total de
24 cepas bacterianas fueron seleccionadas para las pruebas de inhibicion in vitro ya que
cumplieron con la exigencia de provenir de animales sanos, libres de patologia viral y
bacteriana.

Existen controversias en cuanto a la presencia de bacterias en el HP. Segln
Alday-Saenz (1994), el molino gastrico junto con las enzimas digestivas, previenen el
acceso y colonizacion de bacterias en e hepatopancreas, en tanto que su presencia
indicaria fallas en los mecanismos anatomo-fisiolégicos. Sin embargo, Gomez et al.
(1998) encontraron un amplio rango de especies de Vibrios en e hepatopancreas de
juveniles sanos de P. vannamei, siendo su numero significativamente menor que en el
intestino y en el estdbmago pero de diversidad fenotipica mayor. Los autores piensan que
la aimentacion con pelletizado comercial pudiera aterar paulatinamente la anatomia
digestiva, o que llevaria a un mejor acceso de bacterias en la colonizacion del 6rgano
(Gomez et al. 1998). En nuestro estudio, e numero de bacterias aisladas de animales
sanos fue menor que en animales enfermos. De acuerdo con Gomez et al. (1998)
podemos afirmar la existencia de bacterias en e hepatopancreas de animales sanos,
agregando que su origen silvestre los libera de la posible ateracion anatdmica causada
por e alimento pelletizado. Desconocemos la ruta de ingreso de las bacterias a éste
organo, pero su presencia indica que han sido capaces de resistir los procesos
fisiolégicos y anatdbmicos del organismo, por lo cual una vez inoculadas conseguirén
altos porcentajes de colonizacién en éste Grgano.

En la segunda seleccion (inhibicion in vitro contra S2), solo 6 aislados

demostraron tener una buena respuesta. La técnica utilizando bacterias vivas, permitio
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mejor definicion en la determinacion de los halos inhibitorios. La cepa P62 fue la que
tuvo mayor actividad de inhibicion contra S2. Los didmetros de inhibicion (Tabla 1) no
son comparables entre las diferentes cepas, ya que no se utilizaron discos bacterianos de
sensibilidad paralograr uniformidad en la comparacion.

Las cepas resultantes de la segunda seleccion fueron identificadas
fenotipicamente (bioquimica) hasta taxonomia de género. Las caracteristicas
morfologicas, la habilidad de fermentar carbohidratos y la prueba de crecimiento en 0%
NaCl, fueron decisivas para clasificar |las bacterias P62, P63, P65, P66 dentro del género
Vibrio, P67 dentro del género Pseudomona, y P64 Gram (+), dentro del género
Bacillus.

Es importante considerar 10 que representa la bioguimica como sistema de
clasificacion smplista y estético, frente a la extrema complejidad y variabilidad de los
microorganismos en constante evolucion genética y consecuentemente fenotipica. De
esta forma, éstos resultados aparecen como una primera etapa en la clasificacion, pero
ciertamente no suficiente. Por tal motivo se realiz6 la caracterizacion genotipica
mediante “fingerprinting” con AFLPs con ayuda del Laboratorio de Microbiologia de la
Universidad de Gent, los cuales confirmaron los resultados obtenidos.

De acuerdo con Moriarty (1990), Vibrios y Pseudomonas son los géneros mas
comunes presentes en |os crustaceos. Algunas especies como V. fluvialis y V. campbellii
fueron aisladas por Wang et al. (fide) del intestino de Penaeus chinensis y utilizadas
como probidticos en larvicultura de camaron. Gomez et al. (1998) aislaron del HP de
juveniles de P. vannamei, 7 especies de Vibrio; V. alginolyticus, V. damsela, V.
mimicus, V. pelagius, V. splendidus, V. tubiashii, V. vulnificus; un Photobacterium
phosphoreum y un Vibrio spp. Algunas de éstas especies han sido usadas como
patogenos en pruebas de inhibicién iz vitro. Ruangpan et al. (1998) demostraron que la
cepa NICA 103 1 de V. alginolyticus fue eficiente en inhibir in vitro el crecimiento de V.
harveyi. Por otro lado Tanasomwang et al. (1998) reportaron 27 cepas de Alteromonas
capaces de inhibir 50 cepas de Vibrios, entre ellos V. parahaemolyticus, V. fluvialis, V.
alginolyticus, V. harveyi y Vibrio spp.

El género Bacillus s bien no se encuentra dentro de los géneros comunes en
ambientes marinos por tratarse de un microorganismo de origen telrico, ha sido aislado
del intestino de crustaceos (Rengpipat et al. 2000), peces marinos (Sugita et al. 1998), y
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bivalvos (Sugita et al. 1981). Su efecto inhibidor ir vitro fue estudiado por Rengpipat et
al. (1998), reportando que la cepa de Bacillus S11 tuvo un buen efecto inhibidor contra
V. parahaemolyticus y V. harveyi. Similares resultados han sido reportados por Sugita et
al. (1998) para BaciZZus sp. utilizando €l patégeno V. vulnificus.

Antes de iniciar los bioensayos de colonizacion e interaccién, se determiné el
perfil RAPDs de las cepas bacterianas con 3 iniciadores. Esta técnica fue una excelente
herramienta, permitiéndo obtener perfiles de RAPDs especificos de las cepas inoculadas
en los dos bioensayos, sin necesidad de conocer la secuencia genética de cada bacteria.
Ademas €l uso de 3 iniciadores permitié aclarar confusiones ocasionadas por similitud
de bandas utilizando uno u otro iniciador.

Las pruebas de colonizacion, permitieron determinar la capacidad de las
bacterias de reingresar a HP. Para las cepas Vibrio P62 y Vibrio P63, no se registraron
diferencias significativas en la cantidad tota de UFC/g HP con e control, pero el
porcentgje de colonizacion alcanzado por el Vibrio P62 fue é més alto registrado,
indicando su capacidad de inhibir bacterias autdctonas, o bien gjercer un mecanismo de
sustitucion competitiva. En el caso del Vibrio P63, la concentracion bacteriana que
ingresd fue menor, aungque igualmente supero € 50%. Estas bacterias demostraron
ocupar e mismo nicho biolégico que las bacterias autéctonas, demostrando que la
incorporacién de altas concentraciones bacterianas, es eficiente en la sustitucion y
modificacion de la flora natural dentro del organismo.

La cantidad total de UFC/g de HP fue mayor en animales inoculados con €l
Bacillus P64 y los Vibrios P65 y P66 que en e control. De acuerdo con Gatesoupe
(1999) es poco probable que cepas de BaciZZus spp. puedan colonizar y multiplicarse en
el tracto digestivo. Posiblemente permanezcan activas durante €l transito, gerciendo de
ésta forma la exclusién competitiva sobre la flora residente. En éste estudio la cepa
BaciZZus P64 tuvo un 58.4% de colonizacién, pero desconocemos cuanto tiempo lograra
permanecer en el HP, lo mismo para las otras bacterias inoculadas. Esta bacteria junto
con P62 y P63 colonizaron por encima del 50%, motivo por el cua se decidio
enfrentarlas a S2 en la prueba de interaccion in vivo.

Los animales inoculados con la cepa P65 sufrieron un aumento del 40% en la
poblacion microbiana total del HP (6.1 x 10* UFC/g), presentando ademas necrosis a

nivel intestinal. Es posible que la excesiva carga de bacterias en el organismo tuviese
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relacion con los dafos intestinales. Gomez et al. (1998) encontraron que la
concentracion de bacterias en el HP de animales sanos, llegd a 4.3 x 10* UFC/g y en e
intestino a 2 x 10® UFC/g, encontrando diferencias significativas en e nimero total de
bacterias entre éstos dos érganos. Esto sugiere que los animales inoculados con la cepa
P65 tendrian alta carga bacteriana a nivel intestinal. Sin embargo, es discutible que la
concentracion bacteriana sea la causa de patogenicidad, probablemente la especie
también esté involucrada. Sung et al. (1999) encontraron una concentracion de 2 x 10*
UFC/g de HP asociada a enfermedades siendo las especies dominantes V. harveyi y V.
carchariae. Similares resultados obtuvieron Sung et al. (2001) reportando una
concentracién de 2.6 x 10* UFC/g de HP asociada a enfermedad en juveniles de P.
monodon, Siendo la especie predominante en este caso V. parahemolitycus. Segun estos
autores, para que la vibriosis ocurra es necesario que incremente el numero de Vibrios
patogénicos, sin embargo esto no implica que aumente € numero total de Vibrios de la
poblacion. Debemos realizar mas ensayos para determinar si € Vibrio P65 demuestra su
patogenicidad a diferentes concentraciones; ademas por concepto de bioseguridad, seria
importante realizar su caracterizacion genotipica a nivel taxonémico de especie. Las
cepas P66, P67 e Ili mostraron porcentajes de colonizacién menores al 50% por lo cual
fueron descartadas para la prueba de interaccién con S2.

De acuerdo con Skjermo y Vadstein (1999), la colonizacion de los animales por
bacterias, es un mecanismo complejo ya que la estabilizacién depende de varios factores
como propiedades de adhesion de las bacterias, especificidad de las bacterias por €l
lugar, factores de estrés, dieta y factores ambientales. Es necesario realizar estudios de
colonizacion bajo diferentes condiciones experimentales para establecer los factores
limitantes y Optimos para la colonizacion y adhesion de cada bacteria.

El tiempo de exposicion al patdgeno del 2" bioensayo se baso en lainvestigacion
realizada por Sung y Song (1996) donde observaron la distribucion del antigeno de V.
vulnificus, en |0s tgjidos de P. monodon mediante la técnica de imnunofluorescencia. La
bacteria fue encontrada en €l HP a las 6 hrs posteriores a la inmersion, registrandose la
maxima fluorecencia en este érgano a las 12 hrs y manteniéndose relativamente
presente incluso luego de 3 dias post-inmersion (Sung y Song 1996).

El ingreso de las cepas P62, P63 y P64 fue demostrado por € nimero total de

UFC/g de HP con respecto a control. La concentracion total de bacterias aument6 en un
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64% con la inoculacion de S2, y hasta en un 80% al incluir los probidticos. La cepa
Vibrio P62 mostro su efecto antagonista in vivo reduciendo la entrada de S2 en un 60%,
desplazando ademas la microflora autoctona. En €l caso de Bacillus P64 su efecto fue
menor, reduciendo la entrada de S2 en un 34 %. Sin embargo la cepa Vibrio P63, tuvo
un efecto débil frente al patdgeno, logrando solo un 19% inhibicion.

Cabe mencionar que los resultados obtenidos por la cepa Vibrio P62 en €
bioensayo de interaccion, fueron concordantes con los obtenidos en la prueba de
antagonismo in vitro. En ambas pruebas logro superar los resultados obtenidos por la
otras cepas utilizadas demostrando ser un buen inhibidor de V. harveyi.

Varios factores pudieron influir en la produccion del antagonismo bacteriano. La
presencia de agentes antimicrobianos tales como antibiéticos o péptidos sintetizados por
las bacterias pueden ser ejemplos. Existe la controversia de que los agentes
antimicrobianos producidos por las bacterias marinas, guarden similitud con los
antibioticos actualmente usados en acuicultura, ocasionando resistencia bacteriana que
comprometa la terapia La mayoria de los antibioticos descubiertos, han sido aislados de
hongos o bacterias de origen terrestre y solamente poco organismos marinos han sido
reportados como productores de antibidticos;, entre ellos la mayoria del género
Alteromona (Dopazo et al. 1988; Tanasomwang et al. 1998). Los Bacillus sin embargo,
han sido vinculados a la produccion de polimixina, bacitracina, tiricodin y gramicidin
(AquaFarm News 1996), aunque su accion también ha sido vinculada a otros
mecanismos. Sugita et al. (1998) report6d que la actividad antibacterial de Bacillus sp.
aislado del intestino de Callionymus sp. se debe a la presencia de una sustancia
“siderophore” termo labil, con amplio espectro antibacterial. Moriarty (1998) menciond
que los Bacillus compiten por nutrientes y de ésta forma inhiben otras bacterias de
rapido crecimiento.

El uso de especies de Vibrios como probiéticos es un tema controversial, ya que
dentro de éste género se encuentran especies que han sido asociadas a patologias del
camarén. Vandenberghe et al. (1999) identificaron genotipicamente los Vibrios
asociados al cultivo de P. vannamei en Ecuador y en México encontrando la especie V.
alginolyticus asociada a cultivos de camarones sanos y enfermos, tanto en juveniles
como en larvas. Sin embargo e comportamiento de la cepa Ili de V. alginolyticus ha
sido estudiado en cultivos k-varios en el CENAIM, estableciendose como una
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herramienta efectiva en la prevencion de enfermedades relacionadas con V. harveyi en
larvas (Zherdmant et al. 1997). Los peligros de usar la cepa patdégena de V. alginolyticus
como probidtico son reales, por éste motivo y de acuerdo con Vandenberghe et al.
(1999) la identificacion genotipica de todas las cepas a ser utilizadas como probi6ticos
es un punto indispensable como norma de seguridad, ademés de reforzar los controles
en relacion a la transferencia genética de factores de patogenicidad entre especies de
Vibrios, en uso masivo de probiéticos en camaroneras.

Al contrario de los Vibrios, el género Bacillus no ha sido asociado a patologias
de organismos acuéticos, razon por la cué se ha promovido su uso. Segun Jory (1998),
en la actualidad hay aproximadamente 15 especies de BaciZZus que son los principales
componentes de probidticos comerciales. Sus beneficios han sido observados por
Moriarty (1998) en estanques de engorde de camardn en Indonesia, demostrando que la
incorporacion de BaciZZus spp. en el agua cambio la composicion de especies
bacterianas, decreciendo la proporcion de Vibrio sp. luminiscente y mejorando la
produccion.

Resultados de pruebas de desafio contra V. haweyi fueron reportados por
Rengpipat et al. (1998), utilizando la cepa BaciZZus S11 en P. monodon, observando
100% de supervivencia en los tangques con probidtico y 26 % en €l control, luego de 10
dias de exposicion. En tanques con probidticos, las colonias de BaciZZus S11 fueron la
principal bacteria ( 10" y 10® UFC/ml) con bajas concentraciones de Vibrio spp. en e
agua 10° UFC/ml y en e intestino 10* CFU/ml (Rengpipat et al. 1998). Los autores
mencionan que la cepa BaciZZus S11 produciria sustancias microbicidas que afectan el
crecimiento de V. harveyi (1998).

S bien sigue siendo dificil saber por cuanto tiempo la cepa BaciZZus P64
permanecera activa o crecerd en el HP, sus caracteristicas de interaccion, junto a los
resultados obtenidos en colonizacion, la hacen ser una cepa prometedora en trabajos de
investigacion y produccion.

Es importante mencionar, que a pesar de la alta concentracion bacteriana del
control S2 y la necrosis intestinal, no se observaron dafios externos ni mortalidad,
posiblemente a causa del corto tiempo de exposicion a patdgeno, la edad de los
animales, o la ausencia de los factores interactuantes. Li et al. (1996) demostraron que

las mortalidades por Vibrios son dependientes de la dosis, periodo de exposicion, y edad
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del camaron. Las bacterias del género Vibrio son patdgenos oportunistas (Lightner et al.
1992; Sung et al. 1994; Hammed 1996; Liu et al. 1996) causando enfermedad cuando el
camarén esta bajo estrés o débil. En la mayoria de los casos, las infecciones letales
aparecen asociadas a condiciones primarias como infecciones virales o carencias
nutricionales (Alday y Flegel 1999).

En e ensayo de evaluacion de las cepas probidticas como inmunoestimulantes,
se registroO el peso de los camarones al inicio y final del periodo experimental,
observandose incremento significativo en el peso promedio de los camarones con las
cepas Bacillus P64, Vibrio P62 y V. alginolyticus (cepa lli) respecto al control.
Rengpipat et al. (1998) reportaron resultados similares en P1 30 de P. monodon con la
utilizacion de Bacillus S11 como probidtico en el alimento no encontrarando diferencias
significativas en crecimiento (p>0.05) entre los tratamientos probidticos, pero si entre
probidticos y e control (p<0.05). después de aimentar durante 100 dias con células
frescas, células en solucién salina normal y liofilisadas. Rengpipat et al. (2000) luego de
alimentar 90 dias con Bacillus S11 tanques de P. monodon, encontraron que los
camarones tratados con probi6tico tuvieron mayor supervivencia que |os no tratados, sin
embargo no hubieron diferencias significativas en e crecimiento atribuyéndo éstos
resultados a diferentes condiciones de cultivo que en €l afio 1998. Garriques 'y Arévalo
(1995) utilizando una cepa de V. alginolyticus en larvicultura comercial de P. vannamel
en Ecuador, reportaron menor peso promedio en e grupo control (7.1mg) que en el
tratado con probidtico (7.8 mg), aunque sin datos estadisticos.

Dentro de las ventgjas en el uso de probidticos, se considera su influencia en la
actividad digestiva mediante sintesis de vitaminas o cofactores, mejora en la actividad
enzimatica (Fuller 1989; Gatesoupe 1999), predigestion de proteinas (Ziemer y Gibson
1998), produccién de exoenzimas eficientes en romper polimeros de celulosay amidén
(Jory 1999). Sin duda, éstas propiedades podrian ser la causa del incremento en el peso,
influyendo en una mejora sustancial de la digestion o absorcion de nutrientes. Sin
embargo €l efecto de estimular el crecimiento por s mismo es discutible por tener
resultados variables. En animales terrestres, son pocos los reportes publicados en el
campo experimental con buenos controles que permitan mantener éste concepto a gran
escala. De acuerdo con Fuller (1989), la dieta es uno de los varios factores que puede

influenciar en los resultados obtenidos con los probidticos, en primer lugar porque
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desconocemos el mecanismo exacto por €l cual operan, desconocemos que nutriente, o
en su defecto cuales enzimas influyen para mejorar la digestion. Puede suceder que €l
fendmeno opere solamente porque la sustitucién de una microflora depresiva eimine
agentes microbianos limitantes del crecimiento. En particular, cualquier promotor de
crecimiento esta condicionado a los factores que operan junto con él, razon por la cua
sus resultados estan sujetos a un alto grado de variabilidad. Asi la consecuencia préactica
de trabgjar con probidticos como estimuladores de crecimiento puede no ser la misma
bajo diferentes condiciones.

En base a esto, no se debe considerar a las cepas P62, P64 e Ili exclusivamente
como promotores del crecimiento y si asociadas a mejorar la salud general de los
camarones. Al respecto, € numero total de hemocitos y la concentracion total de
proteinas plasméticas en los 3 tratamientos se mantuvo dentro de los valores normales,
indicando que la administracion de las cepas bacterianas no deteriora la salud de los
camarones. Sin embargo, las cepas bacterianas Bacillus P64 y V. alginolyticus (I1i) han
sido més efectivas que Vibrio P62 en estimular la respuesta inmunitaria en los
camarones.

La hemolinfa de los animales inoculados, no mostrd modificaciones en actividad
antibacteriana, pero la activacion del sistema PO, y los cambios en la formula
hemocitaria, fueron indicativos de aerta inmunitaria. Los camarones estimulados con
las bacterias Bacillus P64 y V. alginolyticus (11i) no mostraron cambios significativos
del NHT, pero si un aumento significativo en la poblacion de células hialinas con
disminucion de la poblacion de SG. No sabemos si hubo modificaciones en la
produccion de hemocitos, 0 si las células SG estarian siendo utilizadas por los animales
estimulados infiltrando los tejidos como tejido conectivo del estdbmago y branquias,
como ocurre en el caso de infecciones bacterianas.

El nimero de hemocitos GR no fue significativamente diferente entre los
tratamientos y € control, sin embargo en porcentaje, su concentracion fue mayor en los
camarones estimulados con Bacillus P64. De acuerdo con Vargas-Albores et al. (1997)
los granulos presentes en éstos hemocitos, contienen enzimas del sistema proPO. Los
valores de PO presentes en la hemolinfa para todos los tratamientos, fueron
significativamente altos, indicando que si bien la poblacion de GR se mantuvo
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constante, estas células fueron fuertemente estimuladas elevando la concentracion de
PO.

La generacion de compuestos intermediarios de oxigeno (ROIs) no se
incremento significativamente en los animales tratados con respecto a control. Estudios
de inmunoestimulacion in vivo utilizando bacterina de V. vulnificus, fueron realizados
por Sung et al. (1996) evaluaron los parametros inmunes a las 3, 6,12 y 24 hrs en
camarones P. monodon después de 3hrs de contacto por inmersion con el antigeno. La
estimulacion del sistema PO se presentd antes que la produccién de ROIs y la actividad
antibacteriana, en cambio la generacion de radicales de oxigeno fue aumentando hasta
alcanzar niveles significativos a las 6 hrs 'y disminuyendo hasta valores menores que el
control hacia las 12 hrs (Sung et al. 1996) . Frente a la inoculacion de bacterias vivas,
esperariamos que éste mecanismo celular se mantuviera activado, sin embargo, la tasa
de estimulacién no difirid significativamente del control 12 hrs después del Ultimo
inéculo. Es probable que éste mecanismo celular, posea un pico de activacion horas
después del ingreso de alta carga antigénica, pero los productos intermediarios
generados disminuyan paulatinamente en relacion al agotamiento enzimético.

La evaluacion del indice inmunitario global, demostro que las cepas bacterianas
Bacillus P64 y V. alginolyticus mantienen el sistema inmunitario de los camarones méas
activo que con Vibrio P62. Los resultados obtenidos para la cepa Bacillus P64
concuerdan con |los obtenidos por Rengpipat et al. (2000) con la cepa Bacillus S1I en P.
monodon. Si bien |os valores inmunitarios no pueden ser comparados debido a que las
técnicas utilizadas para la determinacion del indice fagocitario, actividad fenoloxidasa y
actividad antibacteriana son diferentes a las utilizadas en este trabgo, estos autores
reportaron que €l Bacillus S/ provee una proteccion contra las enfermedades activando
los sistemas de defensa inmunitarios e interviniendo ademas, en e mecanismo de
exclusion competitiva en €l intestino de los camarones.

En el caso del Vibrio P62, desconocemos la via de entrada de esta bacteria en los
camarones, pero quizés su ato poder de colonizacion pueda estar vinculado a la evasion
de las barreras celulares y humorales de defensa. Tizard (1988) mencioné que la
aparicién de cépsulas antifagocitarias y el parasitismo intracelular facultativo, junto con
la secrecion de factores depresores de la fagocitosis, son mecanismos que utilizan las

bacterias para eludir la respuesta inmune en vertebrados. Hasta el momento se
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desconocen la presencia de estos mecanismos para bacterias marinas, aunque no
podemos descartar su existencia.

Los resultados demuestran que las cepas bacterianas Vibrio P62 y Bacillus P64
son prometedoras para establecerse en un futuro no legjano como probidticos en la
prevencion de enfermedades del camardén P. vannamei. Debemos tener claro que se
trata solamente de una primera etapa que abre camino hacia un mejor conocimiento de
las bacterias benéficas asociadas a los camarones y sus relaciones de interaccion con la
microflora, siendo el objetivo principal explotar sus beneficios limitando la aparicién de
bacterias patdégenas en los cultivos por exclusion competitiva o por estimulacion de las

reacciones de defensa del hospedero.
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5. CONCLUSIONES

1. En este estudio demostramos como las bacterias benéficas aisladas de la microflora

autoctona del HP son competidoras potenciales de bacterias patogenas.

2. De las 80 cepas bacterianas aisladas del HP de camarones silvestres, 2 cumplieron
con la exigencia de provenir de animales sanos, alcanzar altos porcentges de
colonizacion (> 50%) en camarones de Ig e inhibir tanto in vitro como in vivo €l
crecimiento de V. harveyi, no provocando danos histoldgicos a una concentracion de
inéculo de 10’ UFC/ml.

3. Las mismas han sido identificadas a nivel taxondmico de género como Vibrio P62 y
Bacillus P64, mediante caracterizacion fenotipica (bioquimica) y genotipica
(AFLPs).

4. La utilizacion de la técnica AP-PCR mostré ser eficaz en e diagnostico de la
colonizacion y estudio de las interacciones entre las cepas probidticas, flora
autoctona y el patdgeno, evitando el largo procedimiento de identificacion

bioquimica.

5. El empleo de los iniciadores OPA8, OPA9 y OPA10 y la utilizacion de
poliacrilamida al 8% para la separacion de los productos de amplificacion,
brindaron alto grado de confiabilidad a diagnodstico, siendo los controles positivos
perfectamente reproducibles y comparables con las bacterias recuperadas del HP

post-col onizacion.

6. Los resultados de interaccion con V. harveyi (S2) indicaron que es posible disminuir
la instalacion de esta cepa en el HP, por lo que podemos afirmar que la naturaleza
probidtica de las cepas inoculadas, se basa en la disminucion del establecimiento del
patogeno dentro del hospedero disminuyendo de esa forma el riesgo de enfermedad.
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7. La inoculacion de las cepas Vibrio P62 y Bacillus P64 durante 10 dias mejord la
salud general de los camarones, los cuales aumentaron significativamente de peso
con respecto a control. La cantidad total de hemocitos y la cantidad total de

proteinas plasméticas de |la hemolinfa no se vieron afectados.

8. La cepa Bacillus P64 demostrd estimular el sistema inmune de los camarones,
logrando diferencias significativas en e indice inmunitario general con respecto a
control, igual comportamiento tuvo e V. alginolyticus (lli). Sin embargo e Vibrio
P62 no puede ser descartado como probidtico estimulante, ya que su valor de PO
indica que e sistema inmune de los camarones no es totalmente indiferente al
ingreso de ésta cepa.
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6. RECOMENDACIONES

Las cepas de Vibrios podrian ser nocivas o dafiinas a diferentes concentraciones y
tiempos de exposicion. Seran necesarias otras experimentaciones con diferentes parametros
y dosis extremas de indculo para determinar de forma mas concluyente la inocuidad de
estas cepas. Tales experimentaciones deberdn ser redlizadas paralelamente con diferentes
concentraciones de bacterias patdgenas a fin de determinar los niveles de infeccion

soportados por |os camarones frente a la administracion de probidticos.

Se deberan emprender estudios de interaccion en tangques de precria bajo € mismo
esguema de diagndstico. En sistemas de precria hay mas bacterias en €l aguay en €l suelo
gue en sistemas experimentales, por lo que la poblacion colonizadora sera més diversa 'y
abundante. Se debera investigar si ambas bacterias probiéticas son capaces de mantener su

efecto de exclusién competitiva en éstas circunstancias.

La produccion de un probiético que colonice y solamente necesite de una
administracion seria ideal, pero muy dificil de lograr en la préactica. Es posible que los
efectos antagonicos producidos después de la interrupcion del tratamiento cesen.
Experimentaciones con soporte inmunohistolégico y microscopia electronica deberan ser
desarrolladas para analizar €l efecto citopatico y la capacidad de adhesion de las bacterias a
las células, estableciendo de ésta forma el tiempo de permanencia en e érgano colonizado.

Seria importante establecer la frecuencia de administracion no solo con relacién al
efecto de exclusién competitiva, sino también al carécter inmunoestimulante. Es primordial
conocer la periodicidad de administracion de la cepa Bacillus P64 para mantener € sistema

inmunol 6gico activado sobre todo en situaciones de riesgo epidemiol dgico.

Los efectos asociativos de las mezclas probidticas a veces son dificiles de evaluar. Se
debe conocer primero si existe un efecto inhibitorio entre ellas, antes de testar contra el
patdgeno. La realizacién de cultivos mixtos entre cepas bacterianas probidticas, autdctonas
y patégenas, o los andlisis de toxicidad de sobrenadantes de cultivos ayudaria a estudiar

este tipo de interaccion.
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Siendo € sistema de defensa de los camarones no especifico, seria interesante probar

sus cualidades inmunoestimul antes contra infecciones virales como e WSSV.

Investigar si éstas bacterias probidticas presentan plasmidos relacionados con la
produccion de bactericinas 0 incluso sustancias inmunomodulativas capaces de prevenir
infecciones virales, daria un buen aporte en lo que se refiere a la manipulacién genética de

cepas probidticas.

Completar la caracterizacion genctipica de las cepas Vibrio P62 y Bacillus P64 es
primordial como norma de bioseguridad. Dirigir € trabajo a la identificacién de genes
implicados en los procesos de patogenicidad y probiosis mediante técnicas de biologia
molecular, nos resolveria parte de la controversia existente hoy en dia para €l caso del uso

de Vibrios como probi6ticos.

Una vez concluidos estos trabajos es esencial investigar la mejor forma de
administracion y conocer la dosis efectiva minima para estabilizar los efectos del

probidtico permitiendo la reduccion de costos de produccién.

Se necesita mas informacion a cerca de la manera en que los probidticos actlan.
Cuando se obtenga esa clase de informacion, sera posible someter las cepas bacterianas a
manipulacion genética, siendo posible mantener juntos la habilidad de sobrevivir en el
organismo con la habilidad de produccién de metabolitos responsables del efecto

probidtico.
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8., ANEXO

EXTRACCION DE ADN BACTERIANO Técnicasimplificada (Motte et a. fide).

Transferir una colonia bacteriana en 300 uL de TAE buffer (1X) .
Calentar por 10 min a 100°C hasta romper la pared celular de |as bacterias.
Enfriar los tubos en hielo.

Centrifugar por 10 min a 13 .O0O rpm.

g &M W N e

Recuperar el sobrenadante con el ADN.

CONDICIONES DE AMPLIFICACION

Cantidades de reactivos utilizados en la pre-mezcla.

Solucion Cantidad
H,0 10.4 uL
Buffer 10X 2.6 pl.
MgCl, 25 mM 2.1 uL
dNTPs 10 mM 0.5 uL
Primer 4.2 uL
Taq 0.2 uL
Template 5 ul/tubo

Condiciones de amplificacion para RAPDs bacterianos.

Fase Temperatura (°C) Tiempo (seg)
Predesnaturalizacion (1) 94 240
Desnaturalizacién 94 5
Hibridacion 46 45
Ramp rate 72 180
Polimerizacién 72 90
Polimerizacién final (2) 72 600
Conservacion (3) 10 6000

(1) Solo primer ciclo
(2) Solo ultimo ciclo

(3) Al completar 40 ciclos.
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