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RESUMEN

El control de enfermedades bactcrianas depende de una niejor 

caracterizacion y conocimiento de las cepas asociadas a las larvas. con cl 

fin de determinar aquellas quo son paldgcnas y aquellas que son 

probioticas. Teniendo cstc objetivo, sc ha dcsarrollado un programa de 

investigacion cnfocado al estudio de una cepa de Vibrio harveyi ( E22 ) 

asociada al sindromc de "bolitas" y de cepas de Vibrio alginolyticifs 

(IE1 y 158) utilizadas como posibles probioticos.

Ea produccion y cl dcsarrollo de la larvicultura de camaron en 

Ecuador, asf como en otros paiscs, sc ha visto afcctada por problemas 

patologicos, particularmente, de origen bactcriano de tipo vibriosis.

La caracterizacion bioqufmica de la cepa E22 de Vibrio harveyi 

fuc complcmcntada por una caracterizacion del material gcnctico con 

REEP y determinandose la ausencia de ADN plasmfdico y por una 

caracterizacion antigcnica mediante cl uso de anticuerpos monocionalcs. 

Eslos anticuerpos pcnniticron desarrollar un test de tipo colony - blot 

para dctcctar y cuantificar a esta bacteria cuando esta presente en 

mezclas de bactcrias asociadas al camaron.

Las caractcrfsticas de crccimicnto de cada cepa fueron analizadas 

en rclacidn a diferentes parametros fisico-qufmicos ( pH, salinidad y 

tcmpcratura ) y a la prcscncia de diferentes productos utilizados en la 

larvicultura de camaron ( EDTA, tiosulfato, nitrato sodico, fosfato



sodico, sacarosa. antibioticos ). Estos analisis no permitieron identificar 

una condicidn mas favorable para las bacterias de tipo probiotico y 

consccuentemente explotable en larvicultura, eon cxccpeion del uso de la 

oxitetraciclina, que a una concentracion de 2.4 ppm tiene un efecto letal 

para E22 y solamente inhibider para las cCpas pr®bi6tieas. Las 

interacciones cnlre bacterias de tipo patogeno y probiotico fucron 

cstudiadas mediante experiencias de co-cultivos in vitro . Los rcsuitados 

no revelaron un efecto inhibidor de la cepa 11J sobre la cepa E22. pero. 

mostraron una tasa de multiplicacion may®r, que pedna estar 

relacionado con su capacidad probiolica.

Este trabaje que Integra nuevas metodologfas para la 

caracterizacibn y cl analisis in vitrQ de ccpas bactcrianas, constituye un 

primer modelo para cl estudio cnfocado al control de las bacterias 

asociadas con larvas de camaron.
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INTRODUCCION

La actividad acuicola cn cl Ecuador ha desarrollado cl cultivo cn

Diversas cnfcrmcdadcs infecciosas han afectado cl rcndimicnto de

la industria camaroncra cs la regular y crcciente provision de posllarvas 

que no puede scr cubicrla unicamentc por la rccolcccion del medio 

natural.

Esto trajo como consccucncia que a partir de 1984 para garantizar 

el regular abastecimicnlo de posllarvas de camaron, fueran instalados 

laboratorios debidamente equipados para obtencr inicialmcnte, larvas de 

la especic P. vainianiei . aunque actualinente tambicn sc produccn larvas 

de P. stylirostris .

Sin embargo, los sembradores preficren adquirir las posllarvas 

silveslrcs aduciendo que su supervivcncia y dcsarrollo son mejorcs. Por 

Io tanto, cs ncccsario una optimizacion de la production de posllarvas cn 

laboratorios, para asf obtencr larvas de bucna ealidad, que tengan una 

mejor adaptation a las condicioncs de manejo y puedan enfrentar las 

cnfcrmcdadcs que sc produccn durante el cultivo.

cauliverio del camaron Penaeus vannamei. Uno de los factorcs elaves cn

muchos laboratorios. Diferentes grupos de bactcrias han sido implicados 

como causantes de cnfcrmcdadcs y mortalidad cn pcncidos cultivados, 

siendo los vibrios los agentes baclcrianos comunmcnlc enconlrados cn 

cslas patologfas. Sin embargo, las bactcrias son mal entendidas



cepas resistcntes.

cpidcinioldgicamenlc hablando, csto sc debe a la falta de metodos de 

diagndstico y de controles zoosanitarios adccuados.

pretende lograr una mejor ulilizacion de las bacterias 

en los laboratorios Io quo va a ayudar a controlar las

Por Io tanto, actualmcnte se requieren tecnicas quo permitan 

obtener una idenlificacidn precoz y acertada de los agentes palogenos que 

afcctan a la larvicultura del camaron. Io que permitira tomar medidas de 

prevcncion y control antes de quo sc manifiesten los sintomas de la 

enfermedad y se produzcan mortalidades en los tanques de cullivo. A 

largo pl azo, sc 

probioticas

Tambicn sc rccurrc a la idenlificacidn de bacterias por medio del 

uso de pruebas bioquimicas, que requieren un tiempo no disponiblc 

cuando sc presenta una cpidcmia en un laboratorio y que ademas no 

aportan datos que permitan distinguir entre cspccics ni cepas patdgenas y 

no patdgenas o incluso probioticas. Por otro lado. cl uso rutinario de 

antibidticos a conccntraciones subletalcs ha contribuido al desarrollo de

va a

Hasta ahora, las tecnicas ulilizadas para la idenlificacidn de 

enfermedades bacterianas en los laboratories de produccidn de larvas de 

camaron se basan en la observation del color de las colonias on cullivo en 

agar TCBS y la caracterizacidn de aislados palogenos y no palogenos en 

funcidn de su color verdc o amarillo, asumiendo que las colonias verdcs 

son patdgenas y las amarillas no patdgenas. Esto cs un criterio primitivo. 

si sc toma en cuenta que la expresidn de un color en un medio especifico 

csla dado por un gen diferente al involucrado en la patogenicidad de la 

cepa y no ticncn relation obligatoria.



sc

bactcrias patogcnas quo afcctan al camaron; adcmas, sc dcbc tratar de 

conscguir Ifncas de camarones rcsislcntcs a enfermedades, por medio de la 

selection genelica de los mismos.

El objetivo de csle estudio cs poder cstandarizar tecnicas de 

idcnlificacidn y caractcrizacion que permitan detcctar y diagnosticar 

rapida y facihncnte ccpas bacterianas. Para csto, sc ha desarrollado cn cl 

CENAIM, en cl contexto de tesis de grade, un primer modelo 

bactcrioldgico que correspondc a la caractcrizacion de una ccpa de Vibrio 

harveyi ( E22 ) responsable del smdrome de ’ bolitas l omando como 

referenda las tecnicas de diagndstico utilizadas en salud publica y 

veterinaria, se han claborado sondas molccularcs (anticucrpos 

monoclonales y sondas nucleicas) que permiten caractcrizar cstas bactcrias 

a nivcl antigenico y genetico. Estas sondas han sido probadas como 

rcactivos cspecificos muy utiles cn la elaboracidn de tests de diagndstico 

rapido, como cl colony blot. Ademas, cstas sondas y los cnsayos han 

permilido iniciar cstudios de las interaccioncs in vitro entre una ccpa 

patdgena de Vibrio harveyi ( E22 ) y dos ccpas de Vibrio alginolytici<s 

(IEI y 158) potencialmcnte probidticas, con cl objetivo de determinar las 

condiciones de crccimiento, los mecanismos de accidn y la naturaleza 

patdgena o probidtica de las mismas. Esta informacidn cs nccesaria para 

cstablecer modclos que nos serviran para tencr un mejor control de las 

vibriosis que sc presentan en los laboratorios de larvas de camaron 

mediante la utilizacidn adccuada de bactcrias probidticas.



CAPITULO I

ANTECEDENTES

1.1.- LARVICULTURA Y CULTIVO DE CAM ARON

La industria ccuatoriana del camaron csta orienlada hacia la

dirigen a esc pafs siendo Ecuador el segundo proveedor del 

producto para ese pafs. Las exportaciones ecuatorianas a los pafscs 

de la Union Europea se incrcmcntan y la demanda del producto

del Pacifico. La tecnologfa de cullivo puede ser clasificada como 

semi-intensiva y semi-extensiva con un promedio anual cosechado 

de 2250 libras por hectarcas de camarones enteros ( Camara 

Nacional de Acuicullura, 1995 ).

exportacion. El camaron representa el 35% de las ventas al 

exterior de productos primarios, siendo el segundo producto no 

petrolero que mayores ingresos genera al pafs supcrado solo por el 

banano; en 1994 se exportaron 504 millones de dolares. Estados 

Unidos es el mercado mas importante para las exportaciones 

ecuatorianas. El 65.4% de las ventas externas de camaron sc

Ecuador sc ha con verlido en cl primer pafs productor de 

camaron del hemisferio occidental ( 75% de la produccion total ), 

cs el quinto productor a nivel mundial y el segundo mayor 

productor mundial de camaron en cautiverio. La principal especie 

cultivada cs el Penaeus vannamei , conocido como Camaron bianco
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importancia ( Camara Nacional de

Estc desarrollo acelerado de la industria de la acuicultura le ha

la industria de la acuicultura. con cl cultivo del camaron silvcstrc

El desarrollo de los laboratorios de larvas en Ecuador Io inicid

llamado La Nina, sumado a la enorme competcncia por encontrar 

larvas para las camaroneras hizo pensar al sector cn la necesidad de

en cautiverio. Desde cntonces no solo aumenlaron las empresas 

que invirtieron cn los cultivos, sino que cl sector sc diversified y 

cada vez fueron mas las empacadoras, laboratorios y fabricas de 

alirnentos para camaron y una serie de industrias rclacionadas con 

la actividad acufcola ( Camara Nacional de Acuicultura, 1995 ).

Scmacua cn 1979 con un proyecto integrado de produccidn de 

larvas de camaron con tecnologfa francesa ( Barniol R., 1995 ).

permitido al Ecuador tencr una de las infraestructuras mas grandes 

y mas altamente especializadas de laboratorios de larvas y de 

industria de alirnentos para especies acufcolas ( Camara Nacional 

de Acuicultura, 1995 ).

En 1968 aparecen los pioneros de la industria camaronera 

ecuatoriana y sc instalan l incas en una supcrficic de 283 hectareas. 

Al Hegar a 1976 las lincas de camaron habfan alcanzado las 6475 

hectareas. Pcro rcalmente fue cn 1977 cuando en Ecuador sc inicia

El ano de 1984 fue decisive para el crecimicnto de los 

laboratorios. El fenomeno climatico contrario de El Nino,

cobra mayor iuteres c 

Acuicultura, 1995).
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1.2.- ENFERMEDADES VIRALES

Rcoviridae,

Ciertos virus encontrados on tcjidos de crustaccos no estan 

asociados con ninguna enfermedad descrita. Para algunos de estos 

agentes, el cstadio mas crftico del huesped no ha sido examinado. 

Otros virus simplemente estan bien adaptados al huesped y la 

infeccion no implica cl dcsarrollo de enfermedad.

Muchos ejemplos de infecciones virales asociados a danos 

cclulares han sido reportados cn crustaccos del medio silvestre 

(Couch, 1974; Sparks and Morado, 1986 cn Brock and Lightner,

contar con instalaciones de produccion de larvas (Barniol R., 

1995).

Desde entonccs han surgido 343 laboratorios ( Subsecretaria de 

Rccursos Pcsqueros, 1995 ) que abasteccn un alto porcentaje de la 

semilla requerida para los cultivos cn las camaroneras. Sin 

embargo, muchos de los laboratorios de larvas actualmcntc estan 

cn crisis debido, en parte, a la aparicion de enfermedades, siendo 

las mas importantes las causadas por virus y bacterias, y entre estas 

ultimas, las vibriosis pareccn ser las principales responsablcs de 

alias mortalidadcs.

Los virus son los mas diversos y numerosos de los agentes 

microbianos dcscritos para los crustaccos marinos. Actualmcntc 

mas de 30 virus pertencientes a las familias: Parvoviridac, 

Herpcsviridac, Baculoviridae, Picornaviridac, 

Bimaviridae, Rhabdoviridac y Bunyaviridac han sido dcscritos.
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Al detcctarsc inicialmcnte csla cnfermcdad, cstaciones de

pusicron de

patogenos continuan diseminandose sobre amplias areas geograficas 

con cl traslado de stocks de camarones para propositos acufcolas 

(Brock and co-authors, 1983; Lightner and co-authors, 1983; 

Colorni and co-authors, 1987; Lightner and Redman, in press, cn 

Brock and Lightner, 1990).

1990 ); corroborando datos que demucstran que las infeccioncs 

resultantes cn morbilidad y mortalidad bajo condicioncs naturales 

son dcficientes.

cuarcnlcna que revisaban las heccs de las hembras sc

Ln la acuicultura de camarones marines, los virus produccn las 

mayorcs perdidas por cnfermcdad por Io que cl manejo de las 

cnfermcdadcs viralcs es particularmcntc importantc para el cxito 

del cultivo. Desde que cl cultivo de camaron sc inicio con la 

captura de animalcs salvajcs. numerosas patologias de tipo viral 

han sido detcctadas cn los sistemas de cultivo. Adcmas, estos

Uno de los virus que comunmente afectan a distintas especies 

de camarones es cl Baculovirus penaei, que se cncucntra afectando 

el hepatopancreas de juveniles y adultos, es el causante de 

cpidcmias agudas en las poblaciones de camarones en los 

laboratorios. El B. penaei es uno de los dos virus mas comuncs cn 

el cultivo de camaron en America, otro es cl IHHN. Sin embargo, 

la infeccion por B. penaei es la causa mas frccucnte de mortalidad 

cn los laboratorios de Penaeus vannamei ( Akamine and Moores, 

1989. en Lightner, 1984 ).
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Los signos reportados de la enfermedad estan basados 

principalmente en obscrvacioncs hechas con juveniles cultivados de 

Penaeus stylirostris . Los juveniles P. stylirostris clfnicamenlc 

afectados se presentan dcbiles, erraticos, invertidos, con nado cn la 

superficie; cvcntualmcnte, dctiencn sus movimientos y sc hunden 

lentamente hacia cl fondo del tanque con refiejos lentos. Olros 

signos son no especfficos c incluycn anorexia. Ictargia y debilidad. 

La mortalidad puede cxccder cl 90% dentro de pocas semanas y

moda en desovaderos y laboratorios integrados. En corlo tiempo 

cslas instalaciones o procedimientos sc desecharon ya que se 

comprobo que el porcentaje de hembras infectadas era muy alto en 

cl medio natural, que cl metodo de detcccion viral no era muy 

eficiente y que cn las instalaciones de maduracion se mantenia la 

prcsencia del virus pese a la seleccion por cuarcntcna. For lo 

tanto. cl control de la infeccion por B. penaei en laboratorios 

comerciales de camardn varfa dependiendo de la crianza y manejo 

del sistema de cultivo ( Barniol, R., 1995 ).

Otra enfermedad de tipo viral que afccta cl cultivo de camaroncs 

pcncidos es el Smdrome de Rostrum Deforme y enanismo ( RDS ). 

provocada por la prcsencia del virus IHHN. Su diagnostico se lo 

hacia por medio de histologia observando cuerpos de inclusion. 

Nucvas tecnicas mas scnsiblcs de detcccion de este virus, por 

medio del uso de sondas gencticas confirman cl alto indice de 

prcsencia viral cn los rcproductores del medio natural c 

instalaciones de maduracion ( Barniol, R., 1995 ).
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1.3.-

AL CAMARON

darse la mortalidad en animales de 0.05 a 2.0 g (Bell and Lightner.

1987. en Brock and Lightner, 1990).

Un numero de bactcrias han sido implicadas como causantcs de 

enfermcdad y mortalidad en peneidos cultivados, especialmcnte on 

los estadios de larva, postlarva y juvenil ( Johnson, 1978; Lightner, 

1983, en Lightner, 1984 ).

Las bactcrias marinas sc encuentran entre los principals agcntcs 

etiologicos causantcs de enfermedades en crustaceos marinos, 

capturados del medio natural o cultivados. Las bactcrias Gram - 

negativas son predominanles en los ambicntes marinos ( Brisou 

and co-authors, 1965. en Lightner, 1992 ) y usualmente 

constituyen la mayor parte de la flora intestinal de crustaceos, 

aunciue tambien son importantes para los crustaceos marinos las 

bactcrias Gram - positivas.

Entre las bactcrias Gram - negativas que causan septicemias en 

crustaceos marinos predominan los miembros de la familia 

Vibrionaccac, principalmente del genero Vibrio ( Baticados, 

1988, en Brock and Lightner, 1990 ). El V. parahaetnolylicus es 

frecucntcmcnte reportado como patogeno para ciertos crustaceos 

marinos ( Lightner, 1988, en Brock and Lightner, 1990 ). Otros 

vibrios implicados son V. OHgiiillaruin, V. algino/yticus, V. 

a/gosus, V. harveyi y V. splendidus, V. pamdirus, V. cholerae

ENFERMEDADES BACTERIANAS ASOCIADAS
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Las infcccioncs bacterianas on camarones pucdc tomar cuatro 

formas generales: erosiones de la cutfcula de la superficie del 

cuerpo, agallas, y apcndices ( necrosis bacterial y enfermcdad del 

caparazon ), lesiones localizadas dentro del cuerpo, septicemias 

generalizadas y evacuaciones significativas de hcccs ( Lightner, 

1983, en Lightner, 1984 ).

La vibriosis pucdc ocurrir tanto en animales cultivados o 

capturados, en todas las especies y cstadios de crecimiento, pcro 

particularmente en animales jovenes ( larvas a postlarvas ) bajo 

cicrtas circunstancias como la alia temperatura del agua, la mala 

calidad de la misma, bajo recambio de agua y poco oxfgeno 

disuclto, que puedcn scr considcrados como factores cstrcsantes 

(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, en Brock and 

Lightner, 1990).

(non 0-1) y Vibrio sp. Olras bacterias Vibrionaceae oxidasa - 

positiva, implicadas en enfermedades bacterianas del camaron son 

las Aeromonas sp. ( Lightner and Lewis, 1975; Lightner, 1988, en 

Brock and Lightner, 1990 ). Epidemiologicamente, la vibriosis 

ocurre cuando cl huesped marino cs afectado y los mecanismos de 

defensa no cstan capacitados ni para prevenir la entrada de las 

bacterias ni para impedir la multiplicacion bacteriana una vez que 

los organismos han invadido al hospedador.
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La prevcncion de las cnfcrmedadcs bacterianas en los 

laboratorios de larvas de camaron se basa en una serie de medidas 

de manejo y tratamientos qufmicos. Entrc las medidas de manejo 

sc destaca el mantenimiento de la calidad de agua con una baja 

biomasa de bacterias mcdianle el uso de desinfeccidn o filtraccion 

del agua de enlrada o de recirculacion; cl control de las 

temperaturas extremas o variaciones bruscas; cl uso de diclas 

nutricionalmente balanccadas, la rcduccion al maximo posible de la 

manipulacion de los animales y cl uso de bacterias probioticas.

En general, los bacilos Gram - negatives crcccn facilmente en 

agar de soya ( Tryptic Soy Agar, TSA ), agar de infusion de 

cercbro y corazon ( Brain Heart Infusion Agar, BHI ), agar 

marine, y el medio sclcctivo Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose 

Agar (TCBS), per lo que estos medios son utilizados habitualmente 

en los laboratories de larvas de camaron para la determinacion de 

la carga bactcriana presente en los mismos.

Los signos y las lesioncs que se presentan incluyen letargia y 

debilidad, conducta hiperactiva antes de gran inactividad, 

desorientacion en el nado, reelinacion sobre el lado dorsal, ventral 

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

movimiento lento y contmuo de los pleopodos y pcriopodos. La 

muerte per septicemias bacterianas es rapida en peneidos 

infectados cxperimcntalmenle y ocurre dentro de 2 a 4 boras 

despues de iniciarse la presencia de los signos clinicos.
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Lightner, 1990 ).

laboratorios

utilizan como

Los productos quimicos sc utilizan tanto como profilaxis como 

terapcuticamente. Los quimicos utiiizados son de dos tipos: 

sustancias antibioticas y no antibioticas. Algunos de los 

compuestos usados para cl tratamiento de larvas de pcncidos son cl 

acido etilen diamino tetracetico ( ethylenediaminetetraacetic acid, 

EDTA de 10 a 50 ppm ), verde de malaquita (5a 10 ppb ). Entre 

los antibioticos de uso mas frccuente en acuicultura destacan cl

En acuicultura, cl uso de probioticos en 

comcrciales de P. vaimainei en cl Ecuador, ha sido reporlado por 

Morales ( 1992 ), y Ciarriques y Arevalo ( 1995 ). Los probioticos 

surgen como una alternativa al uso de antibioticos para el control 

de enfermadades en larvas de camaron ( Austin el al., 1995 ). 

Giovanny Chasin en 1990, fue la primcra persona en utilizar este 

tipo de bactcrias c implantar su uso en los laboratorios de larvas.

Los probioticos sc definen como: "prcparacioncs que conticnen 

microorganismos cuyos metabolitos, cuando se

aditivos alimcnlicios benefician al huesped. En la mayoria de los 

casos, los probioticos incluycn microorganismos que son capaccs 

de crecer y/o funcionar en cl tracto digestivo del animal" 

(Smoragievvicz el al., 1993).

cloranfenicol ( 1 a 10 ppm ), la furazolidona ( 1 a 5 ppm ) y otros 

( Baticados, 1988. en Brock and Lightner, 1990 ). En juveniles y 

adultos pcncidos los antibioticos son adminislrados de forma 

rutinaria en el alimento ( Takahashi, 1985, en Brock and
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Sindrome de bolilas

Las primeras mortalidades atribufdas a esta enfermedad fueron 

observadas a finales del ano 1987 por el equipo de biologos de 

1NBIOSA ( Morales L, 1992 ). En Ecuador csle sindrome se ha 

desarrollado lanlo en laboratorios de cultivo de Penaeus vannamei.

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

Varias enferniedadcs de tipo bacteriano han afectado la 

produccion de los laboratorios ccuatorianos, especialmente a los de 

mayor tamano, produciendo elevados porccntajes de mortalidad 

en los sitios afectados ( Dcpto. de Comercio de los Estados Unidos, 

1991 ).

Al inicio, se pensd que la enfermedad sc limitarfa a los 

laboratorios existentes en cl area del Guayas pero algunos 

laboratorios de Manabi reportaron brolcs cpidemicos. Los 

obscrvadorcs consideraron que esta enfermedad cstaba rclacionada 

con cambios experimentados en la calidad del agua, que a su vez 

afcctan las algas, con altos recuentos bactcrianos, con bajas 

temperaturas y con nauplios debiles. Los opcradorcs de 

laboratorios reportaron que sc logro un exito creciente en el 

control de las "bolilas" con cl uso de grandcs dosis de antibioticos 

y filtracion del agua ( Dcpto. de Comercio de los Estados Unidos, 

1991 ).

No obstante, la constantc prcscncia de nivcles significativos de 

baclerias quitinofflicas en la cutfcula de los apendices bucales.
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La mayor incidcncia del sindrome se observa durante los 

cstadios de postlarva, pero las mortalidades son 

presenta en estadios mas jovcncs 

Hegar a perderse el 90% de la poblacidn 

1992 ).

may ores cuando se 

como zoea y mysis, pudiendo 

en 24 boras ( Morales I..

Los primcros signos clmicos son anorexia y ausencia de 

alimento en el traeto intestinal. Al microscopio optico se observa 

descamacion de las celulas epitelialcs del hepatopancreas e 

intestino, que se observan individualizadas dentro de la luz 

intestinal, los tubulos hepatopancreaticos generalmente contienen 

grandes cantidades de celulas epitelialcs desprendidas ( Bell T. A. 

and Lightner D., 1991 ), dando cl aspecto de bolitas, lo que dio el 

nombre a la enfermedad. Bor ultimo, los movimientos conlractiles 

del tubo digestivo ccsan y la muerte llega rapidamente ( Morales 

L, 1992 ).

Cuando macerados de larvas procedentcs de tanques afectados 

cran cultivados en TCBS las colonias encontradas a las 24 boras 

cran conccntricas, vcrdcs y de aproximadamente 5 mm de 

diametro. Estas colonias fucron identificadas bioquimicamente 

como V. harveyi , por lo que sc considero que este vibrio era cl

csofago, estomago, hepatopancreas c intestino, la cficacia aparente 

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

mortalidades en las Cases tempranas de la enfermedad hicieron 

pensar que la enfermedad era de etiologfa bacteriana ( Bell T. A. 

and Lightner D., 1991 ).
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la

Morfologfa de las bacterias

El tamano de las ceiulas individuales van de <1 //m a 250 //m; 

pero la mayorfa cslan aproximadamentc cntre 1 y 10 ;/m. Las 

formas mas comunes de las bacterias son: bacilos, cocos y espirales 

( Singleton P. and Sainsbury D., 1993 ).

Las bacterias son organismos procariotas pequcnos y simples 

en estructura cuando son comparados con las ceiulas eucariotas. 

Las bacterias reprcscntan uno de los grupos mas importantes de 

organismos dcbido a la importancia ecologica y practica quc tiencn 

para los humanos ( Prescott L., Harley J., Klein D., 1993 ).

Dcpendiendo de las especies, las bacterias puedcn tener ciertos 

apendiccs como flagclos, pili. etc. ( Figura 1 ) Las bacterias

Como conclusion, se conocc que las especies de Vibrios son los 

principalcs causantes de enfermedades para los camarones 

peneidos, pero cxistcn muchos problemas en cuanto a 

identificacion y caraclerizacion de las mismas. Por lo tanto, es 

importante realizar una caraclerizacion mas dctallada, por medio 

de prucbas bioquimicas, antigcnicas y geneticas, antes de podcr 

pcnsar en terminos de diagnostico.

agenlc causal del sindrome de bolitas. En muestras de cultivos 

sanos no se encuentra csta dominancia ( Morales I., 1992 ).

1.4.- CARACTERIZACION BACTERIANA
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Genctica bactcriana

La rcproduccion ocurre ascxualmente, comunmente por fision 

binaria y algunas veccs por gemacion o fision tcrnaria. Algunas 

bactcrias forman cndosporas, cistos u otras formas resistentes. 

Aunque la rcproduccion sexual no sc da, la transferencia de genes

Segun la especie, las bactcrias pueden ser aerobios o anaerobios 

obligados o facultativos; pueden ser quimiotrofos y/o fototrofos; 

heterotrofos o autotrofos. La energfa pueden obtenerla por medio 

de procesos de fcrmentacion, respiracion o fotosmtesis ( Singleton 

P. and Sainsbury D., 1993 ).

pueden estar solas o en pares, cadenas, paquetes, etc. Algunas 

presentan motilidad (Singleton P. and Sainsbury D., 1993).

Figura 1.- Morfologia de una c6lula bacteriana Gram-positiva. Las 
bacterias Gram-negativas son similares en morfologia.
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entre bacterias puede ocurrir por medio de conjugacion, 

transduccion o tansformacion ( Singleton P. and Sainsbury D., 

1993 ).

La conjugacion o transfcrencia directa se da por ei contacto 

fisico temporal entre bacterias y dependc de la prcsencia de una 

pieza extra de ADN circular o plasmido (Fig. 2). Los plasmidos 

son pequenas moleculas de ADN circular, independientes del ADN 

cromosomico y presentes cn numerosas bacterias ( tambien cn 

algunas levaduras y bongos ). Tiencn sus propios origenes de 

rcplicacion. sc replican de forma autonoma y son hcredados de 

forma estable ( Prescott L., Harley J., Klein D., 1993 ).

Los cromosomas de bacterias, virus y cclulas eucarioticas 

contienen piezas de ADN que se mueven en torno al genoma. Este 

movimiento sc llama transposicion. Los fragmentos de ADN quo 

llcvan los genes necesarios para este proceso, y que por lo tanto se 

muevan constantemcnte alrcdedor de los cromosomas sc Haman 

elementos transposables o transposones. Los transposones mas 

simples son las sccucncias de insercion o elementos IS, que son 

secucncias cortas de ADN que contienen los genes de aquellas 

enzimas quo se rcquicren para su transposicion y quo sc uncn en 

ambos extremos a secuencias identicas o muy similares de 

nuclcotidos cn oricntacion inversa o repcticiones inversas ( IR ). 

Entre las IR hay un gen que codifica una enzima Hamada 

transposasa y algunas veccs algiin gen para otra proteina cscncial.
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V

2.- Mecanismo de la conjugacidn bacteriana.Figura
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Esta enzima se requiere para la transposicidn y reconoce los 

extremes de las IS de forma muy especi'fica. Los transposones 
pueden contener otros genes, come los de resistencia a antibioticos 

o genes de toxinas. Estos transposones se Haman transposones 
compuestos. Parece que plasmidos con resistencias a varias drogas
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Otra forma de intercambio de ADN entre celulas, es la 

transformacion de ADN. La celula receptora incorpora e Integra 

en su cromosoma un fragmento de ADN del medio de forma 

hereditabie. En la transformacion natural, ci ADN viene de una 

bacteria donadora. El proceso es aleatorio, y cualquier porcion del 

genoma puede transferirse entre bactcrias ( Figura 3 ).

Cuando las bacterias se lisan, libcran considerables cantidades 

de ADN al medio ambiente. Estos fragmentos pueden ser 

relativamentc grandes y contienen varios genes. Si un fragmento 

contacta una celula competcntc, se une a la celula y es internalizado 

( Prescott L., Harley J., Klein D., 1993 ).

La transduccion es la transferencia de genes bactcrianos por 

medio de virus (Figura 4). Los genes bactcrianos son 

incorporados dentro de la capsida de un fago durante el ciclo de 

vida del virus. Los virus que contienen estos genes los introducen 

dentro de otra bacteria, completando la transferencia. La 

transduccion es el mecanismo mas comun para un intercambio de

son frecuentemente producidos por una acumulacion de 

transposones en un solo plasmido. Como los transposones tambien 

se mueven entre plasmidos y entre cromosomas primarios, genes 

resistentes a farmacos pueden intercambiarse entre plasmidos y 

cromosomas, aumentando la resistencia a antibioticos ( Prescott L., 

Harley J., Klein D., 1993 ).
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A)

TomadeADN

Transfoimacion estable

Degradacion

Transformacidn sin 6xitoTransformacidn estable

genes y recombinacidn bacteriana ( Prescott L., Harley J., Klein

D„ 1993 ).
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Figura 3.- Transformacibn bacteriana. Transformacibn con ( a ) fragmentos 
de ADN y (b) plhsmidos. La transformacibn con plcismidos puede ser tambihn 
inducida artificialmente en el laboratorio.
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Taxonomfa bactcriana

1.4.1.- Vibrios

son agua cspec ics

La taxonomfa de las baclcrias hasta ahora, estaba basada en 

criterios como reaccioncs Gram, morfologfa, requerimienlos de 

sustratos, prcscncia o posicion de flagclos, etc. Actual mente, sc 

esta dando mayor importancia a criterios de tipo antigenico y de 

biologfa molecular ( Singleton P. and Sainsbury D., 1993 ).

Pertenccen a la familia Vibrionacea y son bacterias que 

presentan forma de varillas rectas o curvas, de 0.5 - 0.8 //m 

de ancho y 1.4 - 2.6 //m en longitud. Son Gram - negativas, 

de motilidad por medio de uno o mas flagclos polarcs, son 

anacrobios facultativos, quimiorganotroficos teniendo 

metabolismo de tipo respiratorio y fermentativo. 

Tcmpcraturas optimas varfan considerablemente, todas crccen 

a 20° C, muchas a 30° C. Son oxidasa positiva. fermentan 

carbohidratos, incluidas maltosas, D - manosa y trehalosa. 

Muchas son sensibles al agente vibriostatico (bacteriostatico) 

0/129 ( Daiichi Sciyaku Co. Ltd., DTI - 11129 ). Jones de 

sodio cstimulan cl crecimiento de todas las especies y son 

requerimienlos importantes para muchas espccies. Son de 

habitats acuaticos con amplio rango de salinidades; muy 

comunes en medios marinos y estuarinos y on la superficie y 

dentro del contenido intestinal de animates marinos, algunas 

especies son de agua dulce. Ciertas
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1.4.2.- Caracterfsticas y biologfa del Vibrio cholerae

Tomando como rcfcrencia los estudios de ciertas baclcrias

La virulcncia del V. cholerae puedc ser cxplicada por 

medio de Ires factores: la presencia de flagelos, que permiten 

quc las bacterias sc muevan hacia la superficie de la mucosa; 

pilis, quc son estructuras que permiten la adherencia de las 

bacterias a las cclulas mucosas; y la produccion de una 

exotoxina, cholera toxin ( Ct ), quc actua cn las cclulas 

intestinales produciendo diarreas severas.

cn lo que respccta a salud piiblica, se ha probado quc cl V. 

cholerae es un excelente modelo para esludiar la colonizacion 

de las superficies mucosas del intestino en el humano y ver los 

cfectos de la toxina en las cclulas del hospedador.

El V. cholerae tienc un solo flagelo polar, quc ayuda a la 

bacteria a Hegar a la mucosa intestinal, ya quc existc cvidencia

son palogenas para humanos, pero muchos lo son para 

vertebrados c invertebrados marinos. Los patogenos humanos 

mas representativos son V. cholerae cl agente causante del 

colcra; V. parahaetnolylicus , cl mayor causante de 

envenenamiento por ingestion de pcccs y moluscos 

contaminados; y V. vulnificus , quc causa septicemia. Todas 

estas especies cstan asociadas con infecciones intestinalcs y 

diarreas ( Holt J.G., Krieg N.R., Sncath P., Staley J., Williams 

S., 1994 ).
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celulas intcstinales.

Sin lugar a dudas, la Ct es la causa principal de los sintomas 

de la enfermedad del colcra, pcro hay ciertas cepas del V. 

cholerae que producen otras toxinas, ademas de la Ct. Estas 

toxinas pueden scr la Zot ( zonal occludens toxin ) que afecta 

la union de las celulas de la mucosa intestinal y la Ace

de que mutantes no motiles son menos virulentos que aquellas 

cepas que presentan cl flagelo.

nivel bioqufmico y genetico. Los mutantes que no producen 

la Ct no son capaces de producir los sfntomas del colcra y 

tampoco son capaces de colonizar la mucosa intestinal. Por lo 

tanto, aunque aun es dcsconocido, sc crce que la Ct puedc 

tener una funcidn cn la colonization de la bacteria cn las

Los largos filamentos pili sc encucnlran formando paquetes 

cn la supcrficie de la bacteria y juegan un papel muy 

importanle cn la colonization de la mucosa intestinal. Los pili 

han sido denominados Tcp pili ( toxin corcgulated pili ) por 

que los genes que codifican para la formacion de estos pili 

estan rcgulados igualmente por genes que codifican a la toxina 

Ct. Cepas mutantes sin Tcp no son virulentos, pero aun sc 

desconoce la forma de intcraccion entre los Tcp y las celulas 

del hospedador y los reccptores de las mismas no han sido 

identificados.

Debido a su importancia como un factor de virulcncia y su 

intcrcsanle mecanismo, la Cl ha sido inlensamcnlc estudiada a



36

(accessory cholera enterotoxin) que puede causar diarreas 

moderadas.

Otro posible adherente o factor colonizador csta codificado 

por un grupo de genes denominados genes del factor accesorio 

de colonizacion (accessory colonization factor, acf). Estos 

genes producen protefnas externas de la membrana que parccc

Cicrtas cepas de V. diolerae producen una proteina 

superficial que aglutina eritrocitos ( hemaglutinina ). Estas 

protefnas se ha comprobado que son adhesivas en otros 

patogenos bacterianos y podrfan contribuir a la adhcrcncia del 

V.diolerae en cl intestino.

Ademas, se conoce quo los genes de la Zot y Ace cstan 

localizados ccrca del gen de la CtxAB dentro del cromosoma 

y pueden cstar en cl mismo elemento movil; Io quo indica, la 

posibilidad de que estos genes sc encuentrcn formando un 

paquctc de virulcncia que puede ser amplificado durante la 

infeccion, dandolc a las bactcrias una mayor ventaja selcctiva 

bajo una variedad de condiciones.

Eos factorcs CtxA y CtxB ( de la toxina del colcra ) estan 

localizados en un elemento genetico movil que puede ser un 

transposon, y solo las cepas mutantes que adquieren este 

transposon producen toxinas. Algunas cepas producen mas 

toxinas que otras y en muchos casos esto cs debido a la 

duplicacidn del elemento portador del CtxAB.
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1.4.3.- Vibrios inarinos

cs

Avances significativos sc han hecho cn la caraclerizacion de 

luciferasas y otras proteinas espccificas de hex , asf como de 

los mismos genes de lux de un numero significativo de 

especies de bacterias luminiscentes marinas y terrestres 

(Meighen EA., 1993).

que ticnen un rol importante en la colonizacion, por que cepas 

que no presentan acf muestran poca habilidad para colonizar 

el tracto digestive de los animates ( Salyers A., Whitt D., 

1994 ).

Para muchas espccics, la intensidad de luz por celula 

altamenle dependiente del crccimiento cclular, dando como 

rcsultado una mayor incidcncia de la luminiscencia a alias 

densidadcs de cultivo. Segun estudios realizados por Wright 

et al. ( 1994 ) con cepas de V. harveyi la luminiscencia sc 

vera afcctada por la conccntracidn de moleculas extracclulares 

( autoinducers ) cn el medio de cultivo y tambicn por la 

prcsencia cn cepas mutantes de transposones de genes de lux. 

Io que a su vez, indica que no hay relacion directa con genes 

de loxina o de factores de virulencia.

Al igual que los csludios realizados con cl V. cholerae sc 

pueden rcalizar investigaciones de diferentes tipos para otros 

vibrios como los que afectan al cultivo de especies de interes 

cn la acuicullura.
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La utilizacion de sondas nucleicas especfficas permitcn 

scparar difercntcs cspccics de bactcrias por grupos y familias. 

Kita-Tsukamolo y sus colaboradores en 1993, separaron a la 

familia Vibrionaceae en 7 grupos mediante cl uso de una 

secuencia 16S rRNA.

Otro metodo de caraclerizacion muy util para las bactcrias 

es el uso de pruebas inmunologicas, que con una gran 

exactitud nos permite toner dentro de una misma espccie de 

bacteria, diferentes serotipos. En 1991, en cl National 

Veterinary Institute de Noruega, de 264 ccpas clasificadas 

tentativamente como V. anguillarum por otros metodos.

La presencia de plasmidos on cicrtas bactcrias puede estar 

involucrada con la virulencia de la cepa o la resistencia de la 

misma a ciertos antibioticos. En 1992 en un trabajo realizado 

por Valla S. et al., sc utilizaron cepas de Vibrio salmonicida 

y Vibrio anguillaruni del medio natural que presentaban 

plasmidos, para obtener cepas libres de los mismos mediante 

un sistema de transferencia de genes basados en el plasmido 

replicon RSE 1010. La cepa que se obtuvo sin plasmido se 

comportaba igual que las cepas "salvajes" en pruebas de 

patogenicidad en peces. Por lo tanto, sc puede concluir que en 

cicrtas ccpas bacterianas el ADN extracromosomico no cs 

requerido para la expresion de la virulencia, pcro si es una 

herramienta util para la caraclerizacion y clasificacion de 

bactcrias.
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fucron identiCicadas dentro de esta especie solo 179 cepas y 

clasificadas en dos serotipos 01 y 02, mediante el uso de 

pruebas antigenicas.

Por Io tanto, teniendo nuevas lecnicas de identificacion y 

caracterizacion de cepas bacterianas se pucde dar un gran 

avance en lo que rcspecta al estudio de agentes palogcnos que 

afectan a la acuicultura. Ademas, cstas lecnicas no solo 

ayudan a identificar a las bactcrias sino tambien a tener un 

mayor control de las enfermedades mediante cl diagnostico de 

cepas patogenas antes de que se presenlcn los smtomas de la 

enfermedad.
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Tabla

0.3-1.3

+

+ + +

D

+
4

D D D

D

_e +

I)

Familia 
Vibrionaceae

D 
D

Familia 
P a st cure - 

llaceae
0.2-0.4

Familia
Entero- 

bacteriaceae
0.3-1.5

+e
+e

+e

D 
“D

D 
+e

D 
1)

1Caracteristicas diferenciales entre g^neros y familias en el 
Grupo 5 del Manual de Bergey.

Caracteristicas

I Diamctrocchilar,//m 
I Forma cel ular: 
I Bacilos rectos 
I Curvos o vibrios 
I l incidn Gram 
| variable_______
I Acidez desde D- 
I gl ucosa________
I Productos de 
I fcrmentacion del 
I azucar: 
I Ethanol 
I Acidolactico 
| Acidoacetico_______
| Coionias violctas 
I Motilidad
I Prescncia de flagelos: 

Polar
I Lateral 
I Ambos 
| Oxidasa 
I Catalasa
I Rcduccioti de NO} a 
no2

I Produce!on de Indol 
I Cepas que corrocn al 
I agar _______
I Rcqucrimienlo de Na 
I paracrecimiento 
I Req ucri mi elode 
| nitrdgeno organico 
Patogcnicidad en 

| plantas____________
I Causanlc de 
donovanosis 
(granuloma inguinal) 

| en humanos________
Causantcde vaginitis 
en humanos 
+= todas las especies son positivas " " '
-= todas las especies son negativas
D= algunas especies son positivas, algunas negativas 
e= Pueden darse pocas excepciones
f= Excepto Tatumella, que puede flagelos polares, subpolares o laterales
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Tabla 2.- Diferenciacion del genero Vibrionaceae

Caracteristicas Vibrio Aeromonas

+

+ + (+)c +

+

+

I) +

+ +

38-51 40-44 57-63 51 66

( + ) 
( + )

+= todas las especies son positivas
(+)= muchas especies son positivas
-= todas las especies son negativas
D= algunas especies son positivas, algunas negativas

biovar II, y V. costicola son negatives 
biovar II, y V. marinus son negatives

b= V. nereis, V. anguillarum 
c= V. nereis, V. anguillarum 
d= Hay ciertas excepciones 
e= Excepto A. medio y A. salmonicida

Photo 
bacterium

Plesio 
mon as

Enhydro 
bacter

Fl age Io polar 
cubierto_________
Motilidad
Acumulacion de 
poly-B- 
hydroxybutyrate 
con la inhabilidad 
de utilizar B- 
hydroxybutyratc 
Requerimientode 
Na para 
creciinienlo______
1 a pasa
Ulilizacion de D- 
manitol__________
Sensi bill dad al 
compuesto 
vibriostaticoO/129 
Mol%G+C de 
ADN

(+)c



CAPITULO II

MATERIALES Y METODOS

2.1.- MATERIAL BIOLOGICO

2.1.1.- Cepas barterianas

I LI ( Vibrio (il^inolylicus )

158 ( Vibrio alginolyticus )

de agua de mar y fue identificada como V. ali>inolylicus .

La ccpa ILI fue aislada por Iliana Morales en 1994 en 

el laboratorio de larvas de camaron EBLSA de una muestra

identificada bioqufmicarnente como V. harveyi en 1994 por 

Jenny Arauz en el CENA IM.

La ccpa bacteriana codificada como 158 fue aislada de 

tanques de produccion de larvas del laboratorio EBLSA en 

1995, y asi mismo fue identificada bioquimicamcnte comoV. 

(iltfinolilycus .

La ccpa bacteriana E22 fue aislada de un laboratorio 

de larvas de camaron en la Peninsula de Santa Elena e

E22 ( Vibrio harveyi )
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2.1.2.- Anticuerpos inonoclonales

2C9 ( Ifquido ascftico )

9114 ( Ifquido ascftico )

2B6 ( Ifquido sobrenadante )

Los hibridomas 2C9 y 9H4 fueron obtcnidos por 

medio de la inmunizacion de ratoncs Balb/c con la ccpa 

bacteriana dcV. harveyi codificada conio "S2", patogeno 

causante de la enfermedad conocida como “Sfndromc de 

bolitas”. Junto a ties hibridomas mas (6E7, 10F4 y 10H I I) 

fueron seleccionados mediante un cribado con cl metodo de 

ELISA. ( uatros cepas bacterianas: V. pcirahcieoniolylicus, 

I7, alginolyticus, V. harveyi y Aeromonas sp fueron 

probados para demostrar la especilicidad de los mismos. 

Estos hibridomas fueron obtcnidos en una fusion efectuada 

en agosto de 1993 y producidos cn flufdo ascftico ( Philippe 

Audiot, 1995, comunicacion personal ).

Sc realizaron inmunizaciones a ratoncs Balb/c con 

suspensiones de una cepa bacteriana probablcmcnte 

probiotica ( I LI ) y mediante una fusion efectuada en mayo 

de 1995 sc obtuvicron los hibridomas 2B6, 12G6 y 2G 1. Sc 

probo la especificidad de los mismos mediante la tecnica de 

dot-blot, analizandose una cepa de V. harveyi ( E22 \ dos 

cepas de V. al^inolylicus ( IL1 y 158 ) y con otros dos 

genero de bacterias: Yersenia sp. y Escherichia co/i. El



44

2.2.- TECNICAS BACTERIOLOGICAS

2.2.1.- Aisiainiento de bacterias

La

sobrenadantc I2G6 rcconoce tanto a la cepa IIJ como a la 

codilicada como 158, niicntras que los sobrcnadantes 2B6 y 

2(j I reconoccn especificamentc a la cepa ILL

Los procedimienlos de aislamiento en microbiologfa 

consisten en obtcner una coIonia pura provenicnle de tin 

solo microorganismo. Sicrnprc hay que toner presente quo 

os indispensable cl mantenimienlo de condiciones asepticas 

durante todos los pasos de esta operacidn, para Io cual es 

neccsario trabajar en una camara de flujo laminar ( Air 

l ech Japan,Ltd. Mod. BCM-1002W ).

El aislamiento se realiza tomando una pcqueha 

cantidad de la coIonia descada con la punta de un asa de 

platino y sembrando en una caja Petri que contenga medio 

solido, rayandolo en forma de estrias ( Figura 5 ). Las 

placas inoculadas son incubadas a 28°C por 24 horas. 

siembra en estrias se realiza por agotamiento, de tai manera 

que se puedan obtener colonias aisladas.



45

Mcdios solid<>s

ser

Es

Thiosulfate Citrate Hile Salts Sucrose Agar, TCBS: 

Es un medio scleclivo para vibrios. Para preparar I litro de 

agar sc disuelvcn 88 g del misino en agua destilada y sc lleva 

a ebullicidn hasta que no queden grumos en el medio. Por 

rccomcndacion del distribuidor cste medio no debe 

autoclavado, por Io tanto, es importante trabajar con 

materiales complctamente csterilcs.

2.2.2.- Mcdios de aislamicnto y cultivo

Agar Marino 2216: Es un medio cspecffico para 

bactcrias marinas, en cl cual pueden crcccr distintas 

espccics. Sc disuelve 55.1 g del medio deshidratado en I 

litio de agua destilada y sc autoclava por 15 minutos a 

I2I°C y 15 libras de presion. Eslc agar tiene la 

caractcnstica de no ser muy duro al solidificarse, por Io que 

es nccesario agregar 0.5 a 0.85% de bacto - agar.

Figura 5,-Tecnica de aislamiento por estrias. Se puede observar una 
caja petri de agar sembrada en estrias con una asa de inoculacion.
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Mcdios liguidos

Caldo marino 2216: Un litro de estc caldo puede 

prcpararsc disolviendo on 1 litro de agua destilada 37.4 

gramos del medio deshidratado. Se autoclava a 121°C y 15 

libras de presion por 15 minutos.

1 ryptic Soy Agar (TSA): Es un medio general que 

permilc el crccimiento de distintas especies bacterianas y es 

recomendado para cl aislamiento y purificacion de baclerias 

antes de rcalizar pruebas de identificacion bioqufmica. Para 

preparar I litro de estc medio, se disuelven 40 gramos del 

mismo en I litro de agua destilada y se autoclava por 15 

minutos a I2I°C y 15 libras de presion.

Luria - Bertani Medium, LB: Para la preparacion de 1 

litro de estc medio se disuelve en 1 litro de agua destilada 

0.5 gramos de extraclo de levadura ( Difco Laboratories, 

0127-01-7 ), I gramo de bacto - triptona ( Difco 

Laboratories, 0123-01-1 ), 2% de CINa y 1% de D-glucosa. 

Se ajusta el pl I a 7.0 - 7.5 y se autoclava por 15 minutos a 

12l()O y 15 libras de presion.

7 ryptic Soy Broth, I SB: Es un caldo de cullivo que sc 

prepara disolviendo 30 gramos del medio deshidratado en 1 

litro de agua destilada. Se autoclava por 15 minutos a 

12I(’C y 15 libras de presion.
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NOTA.-

2.2.3.- Pruebas de identificacion bacteriana

A todos los mcdios solidos y Ifquidos, para cl 

aislamicnto y cultivo de baclcrias marinas, sc les debe 

ajustar la conccntracion de CINa entre un 2 y 2.5%, para 

facilitar el crecimiento de dichas bacterias.

• w

Foto 1Fotografia de la cepa E22 ( V. harveyi), usando la 
tincion de Gram (x 100 ).

2.2.3.1.- Identificacion niorfologica

line ion de Grain: Es un proceso de tincion 

difercncial que permite detectar la forma de la 

bacteria y las divide dentro de dos grupos: Gram 

(+) o Gram (-), segun la estructura de la pared 

cclular y la habilidad de las mismas de retencr el 

crislal violeta cuando son dccoloradas con un 

solvente organico como cl etanol.
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Oxidasa: C on esta prueba sc dctccta la presencia 

de la enzima citocrorno-oxidasa, que cs capaz de 

reducir cl oxfgeno. Al contrario de la prueba 

anterior, se recomienda cl asa de platino debido a 

que el asa de nicron-cromada da un resultado falso 

posilivo. Para esta prueba cxistc el papcl 

impregnado con el reactivo ( Cytochrome-oxidase

Catalasa: Ciertas bacterias ticnen la capacidad de 

producir la reaction de catalisis del pcroxido de 

hidrogeno; esto se puede observar cuando al poncr 

en contacto un inoculo bacteriano con una gota de 

pcroxido de hidrogeno ( H2O2 ), sc producen 

burbujas que representan al oxfgeno y el agua 

liberados. Esta prueba se de be haccr con asa de 

nicron-cromada o con palillos de madcra cstcril; 

el asa de platino da una respuesta falsa positiva.

2.2.3.2.- Identificacion bioqufmica

Motilidad: El movimiento caracterfstico de una 

bacteria sc debe a la presencia o ausencia de 

tlagelos; y se puede observar usando una lamina 

excavada de Koch mediante la tecnica de la gota 

pendiente. El inoculo puede ser un caldo bacteriano 

de 24 boras de incubacion o una suspension 

preparada con un caldo esteril y una pequenfsima 

cantidad de bacterias de un cultivo de 24 boras.
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dentro de

positive.

La

reagent “Nissui'\ Yaku Code 05180 ), que se debe 

humedecer con agua dcstilada, lucgo se toma cl 

inoculo bacteriano y se frota sobre cl papcl 

reactive. El desarrollo de un color violeta fticrlc 

uno o dos minutes significa un rcsultado

OF: La prueba del OF indica cl tipo de 

metabolismo oxidative o fermentative de la 

bacteria al utilizar la glucosa come sustrato. Dos 

tubes contcniendo cl medio OF ( Difco 

Laboratories, 0688-01-8 ), son inoculados con 0.5 

ml de suspension bacteriana; en uno de les tubes, sc 

adiciona accile mineral ( 5 mm ), esto evitara cl 

contacto con cl airc, proporcionando un ambiente 

anaerdbico a la bacteria, mientras que el otro tube 

para prueba de metabolismo oxidative, siempre 

estara en contacto con cl aire. Colocar en la 

incubadora ( Sibata Scientific Technology Ltd. 

Modelo SI-450 ) a 28°C per 24 boras o mas. La 

formacion de acido ( amarillo ) solo en el tube 

abierto indica utilizacion oxidativa de glucosa. La 

formacion de acido en ambos tubos indica una 

rcaccion fermentativa. Si no se produce ninguna 

reaccion acida, significa que la bacteria no utiliza 

la glucosa per ningun metodo.
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Lisina y Ornitina Dcscarboxilasa: Inocular cl 

caldo ( Difco Laboratories,0215-01 ) con la 

bacteria a identificar y cubrir con una capa (5 mm) 

de aceite mineral esteril, incubar a 28°C por 24 

boras hasta 3 6 4 dfas. La reaccion positiva es 

indicada por una reaccion alcalina ( violeta ). El 

medio se vuelve amarillo debido a la produccion de 

acido a partir de la glucosa. La reaccion es 

negativa si la reaccion permanecc acida (amarillo).

Ar^inina Dchidrolasa; La a r g i n i n a es 

translormada on ornitina, amonio y dioxido de 

carbono. Inocular cl caldo ( Wako Pure Chemical 

Industries, Ltd., 014-04622 ) con la bacteria a 

identificar y cubrir con una capa ( 5 mm ) de 

aceite mineral esteril, incubar a 28°C por 24 boras 

hasta 3 o 4 dfas. La reaccion positiva es indicada 

por una reaccion alcalina ( violeta ). El medio sc 

vuelve amarillo debido a la produccion de acido

Urea: Si la bacteria contiene enzima ureasa, 

libcrara amonfaco a partir de la urea que contiene 

cl medio ( Difco Laboratories, 0283-15-1 ), 

produciendo un cambio de color ( rosado ) del 

indicador del rojo fenol. La inoculacion se hace cn 

la supcrficie de un agar inclinado en un tubo de 

ensayo.
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Vo^ex Proskauer. Transferir 1 ml del cultivo de 

48 boras a un tubo de cnsayo y adicionar 0.6 ml de 

la solucidn I ( alpha naphtol, 5 g; alcohol absokito, 

100 ml ) y 0.2 ml de la solucidn 2 ( solucidn de 

hidroxido de potasio al 40% ). Agitar despues de 

adicionar cada solucidn. Para inlensificar la 

velocidad de reaccidn, adicionar pequena cantidad 

de cristales de creatinina a la mezcla. Leer los 

resultados despues de las 4 boras de la adicidn de 

los reactivos. El desarrollo de un color rosado

parlir de la glucosa. La reaccidn es negadva si 

permanece acida ( amarillo ).

Rojo de metilo: CoIocar 5 a 6 golas del reactivo 

por cada 5 ml de cultivo. La reaccidn debe ser 

leida inmediatamente. La reaccidn es positiva si el 

color es rojo, debilmenle positivo si es rojo- 

anaranjado y negativo de color amarillo. Esta 

prueba indica la capacidad de acidez de la bacteria 

al crecer cn cl medio MR VP.

MR-vi>; El caldo MR-VP( Difco Laboratories, 

0016-01-1 ) es utilizado simultaneamente para dos 

pruebas: Rojo de Metilo y Vogcs Proskauer. 

Inocular dos tubos conteniendo caldo MR-VP, con 

la bacteria a identilicar, incubar a 28°C por 48 

boras.
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reacciona con la 

compuesto de color

—trilt,): ln°c“lar en la superficic del agar citrato 

( Difco Laboratories, 0268-01-6 ) inclinado en un 

lubo de ensayo. Incubar a 28°C por 24 boras hasta 

4 dias. Una reaccidn positiva es indieada por el 

cambio de color del medio ( verde ) a azul intenso. 

Resultado negative si no hay cambio de color. La 

prucba positiva indica que la bacteria utiliza el 

citrato conio fuente de carbono.

—tl<>l-: •"ocular un tubo que contiene agua de 

Iriptona ( Difco Laboratories. 1810-17-9 ) al 1% 

estenl. con la bacteria; incubar a 28 °C por 24 a 48 

boras. Adicionar 0.2 a 0.3 ml del reactivo de 

Kovac. Si se desarrolla un color rojo fuerte en la 

capa de la supcrl'icie, el resultado es positivo, si no 

Io hay es negative. Io que indica la produccion de 

indol por parte de las bacterias.

181: Inocular un lubo de agar inclinado de agar 

hierro-tres aziicares ( Nissui Pharmaceutical 

Co..Lld. Code 05103 ) en la superficic y por

indica prucba positiva. La prucba depende de la 

formacion de acctilmetilcarbinol. la cual es 

oxidado en un medio alcalino, cn presencia de aire 

para formar diacctil. El diacetil 

cieatinina para formar el 

rosado.
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no

alcalina en

picadura, incubar a 28°C por 24 a 48 boras. La 

lectura se hace observando la reaccidn de la 

superficic y de la columna de medio, si es alcalina ( 

K ) o acida ( A ), es decir si sc ticne una reaccidn 

la superficic y en la columna del medio 

es acida, la lectura sera K/A. Esta prueba es 

recomendada para la identificacidn de bacilos 

gram-negativos basados en la fermentacidn de la 

dextrosa, lactosa y sucrosa, sc puede observar 

tambien si la bacteria produce gas ( burbujas 

dentro del medio ) y SH2 ( precipitado negro ).

MJ tri to : La rcduccidn del nitrato a nitrito se 

puede delectar moculando un tubo que contiene 

caldo nitrato ( Difco Laboratories, 0091-01-9 ) con 

la bacteria a identificar c incubando a 28°C por 24 

a 48 boras. Adicionar al cullivo el reactivo 1 

(Acido sulfanflico 1 gr, acido acetico 5N, 125 ml) 

y el reactivo 2 ( N-( 1 -napblhyl) ethylenediamine ) 

o cl reactivo 3 ( alpha-naphthol 1 g y acido acetico 

5N ). El dcsarrollo de un color rojo-violeta con los 

reaclivos I y 2 d cl color anaranjado con los 

rcactivos I y 3 indica que cl nitrato ha sido 

reducido a nitrito. El color producido con los 

rcactivos 1 y 2, puede atenuarse o desaparecer en 

pocos minutos por Io que hay que registrar la 

reaccidn tan pronto como cl color aparezca. Si



54

la

sc desarrolla ningiin color, sc pucdc deteclar la 

prcscncia de nitrilo adicionando una pcquena 

canlidad de polvo de zinc. Si cl color sc produce, 

significa que cl nitrato ha sido rcducido.

Gclatina; Inocular un tubo conteniendo medio 

gekitina ( Di I co Laboratories, 0143-01 ), incubar a 

28 ( por 24 a 48 boras. CoIocar el tubo de medio 

gelatina inoculado en un bano a 22°C por 10 

minutos. Si la gelatina no se coagula, la prueba es 

positiva, caso conlrario es negativa. La no 

coagulacidn de la gelatina se debe a que las enzimas 

gclatinolfticas ( gelatinasas ), han causado 

licuefaccion de la gelatina.

SLVl: Inocular un tubo que contiene medio SIM 

(Dilco Laboratories, 0271-01) por siembra en 

picadura con la bacteria a idcntificar, incubar a 

28 ( por 24 a 48 boras. Es un medio recomendado 

paia la detcrminacion de la produccion de gas 

sulfidrico ( SII2 ) que es indicada por la prcscncia 

de una coloracion negra en la superficie o en la 

columna del medio; ademas, permite observar la 

moliiidad de la bacteria, debido al crecimiento de 

la misma en diferentes direcciones alrcdcdor del 

1 ugar de inoculacion.



55

la

Cctrimide:

cl

TCBS: Inocular tin lubo que contienc agar TCBS 

(l)ilco Laboratories, 0650-01-2) inclinado, incubar 

a 28°C por 24 boras. Si el crecimiento bacteriano 

es amarillo indica que la bacteria ha fermentado la 

sacarosa y por ser un agar sclectivo puede servir 

de ayuda para la clasificacion de la bacteria denlro 

de la familia de los Vibrios.

Agar MacConkcy, : Inocular un lubo quo 

contienc agar inclinado de medio MacConkcy 

(Difco Laboratories, 0075-01-9), incubar a 2<S°C 

por 24 boras. Esta prueba sc basa en la 

fermentacion de la lactosa. Las colonias capaces de 

fermenlar la lactosa produccn una bajada del pH y 

la absorcion del rojo neutral del medio lo que 

permite la formacion de colonias de coloracidn 

rosada o rojas. Indica que la bacteria puede ser de 

familia de los coliformes o de las 

enlerobactcrias, por tratarsc de un agar sclectivo.

Es un medio sclectivo recomendado 

para el aislamiento e idcnlificacion de 

Pseudomonas aeruginosa.. Sc inocula en un lubo 

que contienc medio celrirnide (Difco Laboratories, 

0854-01-6) inclinado y se siembra en superficic, sc 

incuba a 28°C por 24 boras. La lectura se hacc
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observando si hay crecimiento bactcriano cn la

superl'icie.

Acetato Diferencial: Inocular un lubo quc

contiene agar inclinado de medio de acetato

diferencial ( Difco Laboratories, 0742-17-4 ) por

positivo, eslo cs, la bacteria utiliza el acetato como

fuente de carbono.

Pruebas de fcrmcntacioii de carbohidratos:

Para esta prueba, es necesario preparar tubos que

contengan individualmente medio base OF con los

difc rentes tipos de carbohidratos u naen

concentracidn al 1%: dextrosa, manosa, manitol.

mioinositol, sacarosa. sorbitol, glicerol, galactosa.

xilosa, arabinosa, trchalosa, celobiosa, melibiosa.

lactosa, fructosa, adonitol. Inocular los tubos

mediante siembra por picadura, incubar a 28°C

hasta 4 dfas. Observar diariamcnte la reaccion. Si

se desarrolla un cambio de color a amarillo indica

quc la bacteria ha fermentado el carbohidrato quc

contiene el medio.

Pruebas de halofilia: Recomendado para

baclerias marinas y otras no marinas que tienen

siembra en superficie, incubar a 28°C hasta 4 dfas.

El dcsarrollo de un color azul indica rcsullado

tolerancia al cloruro de sodio en di versus
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con tolerancia a la concentracion de Cl Na.

Es indi c a r la

La forma de sembrar las bactcrias on los

2.2.3.3.- Siembra de bactcrias para identificacion 

bacteriana

pruebas mencionadas y finalmente comparar 

cuidadosamente los resultados con las tablas para 

identificacion del Manual de Bergey.

concentraciones. Prcparar agua de peptona (Difco 

Laboratories, 1807-17-4) al 1% que conlenga: 0%, 

3%, 6%, 8%, 10% de CINa. Inocular con 200 //I 

de suspension bacteriana, cada uno de los tubos con 

las concentraciones de CINa indicadas, incubar a

importante indicar que para 

identificacion de una bacteria hay que considcrar 

cada uno de los resultados de cada una de las

diferentes medios para una bioqufmica dcpcndcra 

del tipo de medio. Para inoculacion cn medios 

Ifquidos primero debe liacerse una suspension 

bacteriana en solucidn salina cstcril 0.85% de NaCl

28°C por 24 a 48 boras. La presencia de turbidez 

en el caldo incubado indica crecimiento bacteriano

01665). tomando con un asa de platino cierta 

cantidad de la colonia bacteriana sembrada en agar. 

La colonia bacteriana prefcriblcmcntc debe haber

(Wako Pure Chemical Industries, Ltd., 191-
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si do sembrada en

siguientes medios: TSI, Urea, CIT, TCBS, MAC, 

CEP, ACD. Para la inoculacion on el medio SIM

un agar general ( ISA, Beaf 

Heart Infusion agar. Nutrient agar ). El uso de 

agares selectivos, que contienen carbohidratos o los 

que son claborados con agua de mar causan falsas 

reacciones en algunas de las pruebas bioqufmicas, 

haciendo dificil la identificacion del organismo. 

Estas falsas reacciones pueden ser un problema con 

cualquier sistema de identificacion.

Una vez realizada la suspension bacleriana sc 

toma 0.5 ml de la misma y sc la inocula en cada 

uno de los medios a usarsc ( OE, urea, lisina, 

arginina, ornilina, indol, nitrilo, gelatina, pruebas 

de halofilia ). Adcmas, existen otros medios que 

despues de ser inoculados con la suspension 

bacleriana requieren de aceite mineral esteril para 

crcar un ambiente de crecimiento anaerobico para 

las bacterias ( OF, lisina, arginina, ornilina ).

Para cl resto de medios, los que son solidos, la 

inoculacion sc hace tomando una pequena cantidad 

de la colonia bacleriana con un asa de plalino en 

forma de aguja y sembrandola sobre la superficie 

del medio, haciendo una linea recta y luego sobre 

la misma un cstriado, esto se realiza en los
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la siembra sc hace en picadura, metiendo el asa de

platino con la bacteria de rnancra recta y sacandola

en cl mismo sitio ( Figura 6 ).

A)

B)

medio 
sblido

(en estrias)

medio
solido

(en picadura)

0
medio liquido y
aceite mineral

esthril

0 
medio 
liquido

Figura 6.- Forma de inoculacibn bacteriana para pruebas 
bioquimicas. (A ) en medio liquido y (B) en medio solido.



60

2.3.- PRUEBAS ANTIGENICAS

2.3.1.- Colony blot

Protocolo basico ( Protocolo segun Evelyne

Bachere, 1992 )

Realizar un cultivo bacteriano cn cajas Petri con agar

TCBS.

tampon PBS. Colocar las membranas ( 82,5 mm de

donde se han dcsarrollado las bacterias y dejar por 30

minulos.

CD

Solucion sustrato:
BCIP 334/1
NBT 66 avI
tampon 10 ml 

Cutivo de 8 h Deposito de la membrana 
■ espedfico diluldo

yJLen PBS-leche 0.5%-

Tween 20 (0.1%)

Humedecer las membranas de nitrocelulosa con

diametro, con poros de 0.45 mm ) en la superficic del agar

o o
o 

o

r/\

o
o

o 
o 

o

Figura 7.- T6cnica de colony - blot, en donde ocurre la formacidn del complejo 
antigeno - anticuerpo.

o 
o 

o 
o

0 
0

Oo o 
o

/l

o 
o

o
o

Incubar con
PBS-ledie 5%
<^0 o~~^x ► 

Durante 60 minutos 
conjugado a la 

fosfatasa alcalina
C/jX diluldo en PBS-leche 0.5%-

1 V Tween 20 (0.1 %)

Dejar por 45 minutos
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(1%).

pre pa rad a:

en

BCIP ( 25 mg de 5-Bromo-4-Cloro-3-Indolylfosfato 

0.5 ml de dimethyl-formamida )= 33 //I.

Depositar el antieuerpo conjugado ( a la fosfatasa 

alealina ) c incubar por 45 min: dilucion empleada del 

antieuerpo 1/8000 en PBS Tween 0J%-Leche 0.5 %. 

Realizar 3 lavados de 3 min eon PBS-Tween 20 ( 1% ).

CoIoear la membrana en

Saturar la membrana mediantc incubaeion con PBS 

(Phosphate buffer saline solution)-leche descremada 5% 

(peso/volumen) en una caja Petri agitando suavemente por 

45 min a tcmpcratura ambiente. Realizar 2 lavados de 3 

min c/u con PBS-Tween 20 ( 1% ).

Incubar con la solucion substrato rccientemente

Depositar el antieuerpo ( flufdo ascitico a la dilucion 

adccuada en PBS-1 ween 0,1%-lcche 0,5% 6 sobrenadante 

de cultivo sin diluir ) e incubar por 45 min a tcmpcratura 

ambiente. Realizar 3 lavados de 3 min con PBS-Tween 20

una caja Petri vacia, 

asegurandose que las bacterias esten en la parte superior de 

la membrana y secar 45 min la membrana antes de realizar 

la prueba.
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Detcncr la reaccion con EDTA.

2.4.1.- Obtcncidn de plasmidos

Tampon Fosfatasa Alcalina ( Na Cl 5.84g/l, Mg CI2 
0.5 g/l. Tris base 12.1 I g/l, pH 9.5 )= 10 ml.

NBI ( 25 mg de Nitro Blue Tetrazolium en 1 ml de 
agua deionizada )= 66 //I.

Inocular de 5 a 40 ml de medio Luria-Bertani ( LB ) 
esteril ( mas 2% de Na( 1 y de 1% de glucosa en el caso de

Sc toman alicuotas de 50 //I de la bacteria y se siembra en un 

medio determinado de cullivo, en este caso Luria Bertani Medium. 

LB, enriquccido con 2% de NaCl y 1% de D - glucosa ( Sigma 

C hemical Co., G-8270 ). Se deja incubar a 28 °C por una nochc.

ivietodo miniprep de lists alcalina ( Protocolo segun 

Birnboim, 1983; He et al., 1991; Holmes y Quigley, 
1981 )

El primer paso para realizar una caracterizacion genetica es 

tener una cantidad suficiente de la bacteria a scr analizada, para 

esto es necesario tener un cullivo bacteriano suficientcmente 
concenlrado.

2.4.- PRUEBAS GENETICAS
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Resuspender el sedimento en 100 de solueion GTE:

50 mM glucosa

25 mM Tris-Cl, pH 8.0

10 mM EDTA

y dejar 5 minutos a temperature ambicnte.

0.2 M NaOH

bacterias marinas ) con un tipo de bacteria y cultivar hasta 

saturacidn a 28 °C.

Anadir 200 //I de solueion NaOH/SDS (Sodium 

Dodecyl Sulphate):

Microcentrirugar 1.5 ml de cultivo bacteriano 2 veccs 

durante 25 segundos ( con microcentrifuga HERAEUS 

Sepatech Biofuge 13 ). Para cultivos mayorcs a 5 ml 

centrifugar primero a 3200 rpm, 5 minutos y guardar 2 ml 

del sobrenadante junto al sedimento (resuspender), y 

microcentrifugar 1.5 ml como se describio anteriormente.

1% SDS ( preparer la solueion cn el momento a 

partir de una solueion de NaOH 10 M y una solueion de SDS 

10% ), mezclar invirtiendo el tubo 10 veces c incubar sobre 

hielo 5 minutos.
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29.5 ml acido acctico glacial

KOH cn pastillas hasla que cl pH sea de 4.8

H2O li as la 100 ml

2.4.2.- Eliminacion de ARN

Anadir 150 /d de solucion de acclato de potasio pH
4.8. 5M:

La ARNasa es una enzima que permitc eliminar el 

ARN que sc obtiene en cl proceso de extraccion de ADN 

plasmfdico.

Almacenar a temperalura ambiente. agitar con vortex

2 segundos inmediatamente e incubar 5 minutos sobre hielo.

Microcentrifugar 3 minutos y transferir 400 /d del 

sobrenadantc en un microtubo nuevo. Anadir 800 /d de Et- 

OH 100% y I /d de glicogcno, dejar a temperalura ambiente 

2 minutos.

sc vuclve transparenleNota.- La solucion bacteriana 

despues de la mczcla.

Microcentrifugar 3 minutos y lavar el sedimento con 

I ml de Et-OH 70% y secar al vaefo. Resuspender el 

sedimento en TE ( I’ris-EDTA ).
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2.4.3.- Obtencion de ADN genomico

Murray y

Microccntrifugar 1.5 ml del cultivo bactcriano a 3500 

rpm por 5 minutos.

Anadir en cada microtubo 1 //I de una solucion de 10 

mg/ml de ARNasa e incubar a 37()C por 1 bora.

Resuspender cl sedimento en 567 //I del tampon I E. 

Anadir 30 //I de una solucion al 10% de SDS y 3 //I de una 

solucion de 20 mg/ml de protcinasa K, mczclar e incubar I 

bora a 37° C.

Anadir igual volumen de fenol/cloroformo/alcohol 

isoamilico, mczclar y microccntrifugar durante 5 minutos. 

Transfcrir el sobrenadanle a un microtubo nuevo.

se aconscja rctirar 

palillo de dientes o la

Anadir 100 //I de una solucion 5M de NaCI y mezclar 

contmuamente. Agregar 80 //I de CTAB/NaCl, mezclar c 

incubar 10 minutos a 65°C.

Anadir igual volumen de cloroformo/alcohol 

isoamilico, mczclar y microccntrifugar de 4 a 5 minutos. 

I ransferir cl sobrenadanle a un microtubo nuevo. Si sc 

dificulta eliminar cl sobrenadanle, 

primcro la interfuse con un 

micropipcta.

Miniprcp; Protocolo base ( Segun 

Thompson, 1980 )
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enzinias de restriccion ( RFLP )

2.4.5.-Preparaci6n de gel de agarosa para elcctroforesis

La digestion del ADN mcdiante el uso de enzimas de 

rcstiiccion lucron realizadas segun las recomendaciones del 

proveedor.

2.4.4.- Digestion con

El gel de agarosa sirve para analizar las inucstras de 

ADN que sc obticnen mcdiante diferentes mctodos de 

extraccion, ya que actua a manera de red. permiticndo la 

migracion del ADN a distintas velocidadcs cn funcion del 

tamano de los fragmentos.

MicrocentriIugar por 5 minutos. desechar el 

sobrenadante y sccar brevcmente cn un liofilizador o cn una 

bomba de vacio. Resuspender cn 100 //I del tampon TE.

Agregar un equivalente de 0.6 del volumcn total de 

isopropanol y mczclar suavemente hasta que el ADN se 

prccipitc. Transferir y lavar el precipitado cn 1 ml de 

etanol al 70%.

El ADN fue digcrido cn un volumcn final de 30 //I, 

con I /H de enzima ( 10 u ) y 3 //I de tampon 10 X, 

incubando 2 boras a 37(,C.
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cs

1

BMIMl

Foto 2.- Geldeagarosa para electroforesis.

■ '1 
/

Sil

tuerr-’--IF
<

Los tamanos de los (ragmentos observados son 

estimados con respecto a un marcador de peso molecular 

(ADN bacteridfago lambda digerido con Hind III). Los 

fragmentos de cste marcador son 23130, 9416, 6557, 4361. 

2322, 2027, 564 pb.

I ara visualizar las bandas se anidid al gel bromuro de 

etidio a una concentracidn de 0.5 //g/mlADN y el gel 

observado sobre una lampara de rayos u.v.

LI ADN fue analizado en geles de electroforesis que 

contcnfan de 0.8 a 1% de agarosa diluidos en tampon TAE 

IX ( 40 mM de Tris-acetato, 2 mM EDTA, pH 8 ).

Fl



68

2.5.- Antibiograma/MIC

2.5.1.- Cultivo bactcriano

a

2.5.2.-Lectura de densidad optica al espcctrofotometro

una

cl

En cste trabajo se realizaron antibiogramas en microplacas de 

titulacion de 96 pozos ( Corning Glass Works, Round bottom 

25850 ), con distintos antibioticos a difercntes concentracioncs, y 

sc analizaron Ires ccpas bacterianas: E22 ( patogena ), Hi y 158 

(estudiadas como probioticos, trabajo de tesis de Lorena San 
Miguel).

-80 °C.

Para podcr efectuar la lectura sc realiza una dilucion 

I OX de la muestra en solucion salina esteril 0.85%. Se usa 

como bianco el medio de cultivo diluido en la misma

Para establecer la concentration de bacterias en cl 

cultivo y podcr saber que volumen del mismo sc tienc que 

depositar en cada pozo de la microplaca, se realiza 

lectura de la densidad optica del cultivo en 

e s pec t rofoto me t ro.

Sc descongelan las bacterias que estan conservadas

Sc toman 30 //I de cada ccpa bacteriana y se 

inoculan en medio de cultivo liquido, LB. Se dejan en 

incubation durante la noche a 28°C.



69

sol uc ion

2.5.3.- Preparacion de soluciones stock de antibioticos

microplacas

la mi tad de la placa

Sc hace una primera leclura en el lector de ELISA 

(Labsystcms Multiskan Bichromatic, tipo 348), para saber 

con que conccntracion de cultivo se comienza.

en contacto con los 

Cada una de las concentraciones de los 

probo por triplicado.

Se siembran 1 ()().()()() bact/pozo en 

y I '000.000 bact/pozo en la otra mi tad.

Se deja incubar a 28 °C, y sc haccn lecturas a partir 

de las 4 boras de cultivo, para tener datos de crecimienlo o 

inhibicion de las bacterias al estar 

antibioticos.

2.5.4.- Siembra en

antibioticos sc

Las concentraciones usadas de los antibioticos fucron:

60 ppm, 12.5 ppm, 2.5 ppm, 0.5 ppm y 0.1 ppm.

y se procede a efectuar la lectura en el 

espcctrofotometro ( Shimadzu coorporation, modelo uv - 

2100 ) a 550 nm.

Los antibioticos usados fueron: kanamicina, 

1 urazolidona, ampicilina, oxitctraciclina, eloranfenieol y 

cotrimoxazol ( todos ellos lueron donados por laboratorios 

del sector ). Estos antibioticos fueron mantenidos en 

refrigeracion ( 4 °C ).
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2.6.-

) y cepas

los

Se realiza un cultivo bacteriano de cada una de las cepas a 28°C 

por 12h y se lee la densidad optica de las bacterias en el 

espectrofotometro, el protocolo que se sigue para el realizar el

Estas pruebas se realizan para dcterminar parametros ( pH y 

salinidad ) que favorezcan el crecimiento de una cepa bacteriana. 

Tambien se prueban diferentes concentraciones de nutrientes 

utilizados para el cultivo de bacterias probidticas en 

laboratorios de larvas de camaron ( nitratos, fosfatos y sacarosa ) y 

productos que se usan en la rutina diaria de un laboratorio (EDTA 

y tiosulfato) que pueden ayudar o inhibir el crecimiento de una 

bacteria. Se usaron las cepas bacterianas, E22 , Hi y 158.

Foto 3.- Lector de ELISA, utilizado en estas pruebas.

Estudio comparativo de parametros de cultivo sobre 

el crecimiento de una cepa patogena ( E22 
"probidticas” ( ILI y 158 )

r 1 

1 k 1

■ vsw
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c u 11 i v o es

2.6.1.- Siembra on microplacas

Para sembrar las bacterias

igual al 

antibiograma/MIC.

Las concentraciones que se prueban de los diferentes nutrientes 

son las siguienles: 40, 20, 10 y 5 ppm de nitrates; 4, 2, 1, 0.5 ppm 

de fosfatos; 10, 5. 2.5, 1.25 ppm de EDTA; 40, 20, 10 y 5 ppm de 

tiosulfato; y, 2400, 1200, 600 y 300 ppm de sucrosa.

Todas las soluciones despues de haber sido preparadas son 

llevadas al autoclave ( Sibata Scientific Technology Ltd., DS300 ) 

por 15 minutes a 121 °C y 15 p.s.i.

en 150 //I de medio. LB de referencia ( pH 7.5,. 2% .NaCl ) 

antes de inocular las bacterias ( Figura 8 ).

a diferentes pH y 

salinidades se deposita la cantidad estimada de bacterias en 

150 /d del medio LB modificado ( con pH y salinidades 

deseadas ). Mientras que para obtener las concentraciones 

de los otros nutrientes, el medio modificado debe ser dilufdo

descrito anteriormente

Se usaron los siguienles valores de pH para las 

cxpcrimentaciones: 7.5, 8.0, 8.2, 8.5; las salinidades analizadas 

fucron 20 ppt, 27 ppt, 32 ppt y 37 ppt.

para el
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Las placas son incubadas a 28 °C y se hacen lecturas

Placa de microtitulacion
micropipeta automatica

Siembra en microplacas de bacterias a diferentes

2.7. - Estudio i n vitro de las interaccioncs
patogcno/probiotico

bacl/ml hasta 10 bact/ml, y mientras de una cepa se pone la 

concentracion mas alta, de la otra se pone la mas baja.

A 
B

LB 
modificado

LB de 
referenda

n
i-
i-

;;

Figura 8.- 
condiciones de cultivo.

En esta prueba se siembra en un mismo pozo con medio de 

crecimiento LB, la bacteria patogena ( E22) y la bacteria probiotica 
( ILI y 158 ). Las concentraciones de las bacterias van desde 106

Se dejan las placas en incubacion a 28 °C por un tiempo de 3 a 

4 boras, luego de lo cual se hacen diferentes diluciones para 

sembrar en cajas Petri con medio TCBS y poder cuantificar las

000000000000 000000O00000 000 000000000 oooooooooooo 000000000000 OOOOOOOOOOOO OOOOOOOOOOOO oooooooooooo

periodicas en el lector de ELISA a medida que se va 

observando crecimiento bacteriano en el medio.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112
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colonias bacterianas presentes, por medio del color ( verdes y 

amarillas ). Al mismo tiempo de sembrar cn las cajas Petri, de las 

mismas diluciones sc toman 10 /d y se siembran en 90 /d de medio 
LB cn microplacas.



CAPITULO III

RESULTADOS

3.1.1.- Caracterizacion bioquimica

Este patron de crilcrios bioquimicos permitid 

identificar cl aislado como Vibrio harveyi .

Esla caracterizacion fue muy amplia, asociando 

crilcrios morfologicos ( coloration Gram, presencia de 

flagelos, motilidad, forma ) y hioqumiicos.

Ea cepa bacteriana analizada, E22 fue aislada de un 

laboratorio de larvas de camaron cn la Peninsula de Sta. 

Elena ( Provincia del Guayas, Ecuador ) durante un brote 

cpidemico de “sindrome de bolitas”. Su patogenia fue 

demostrada experimentalmente por Jenny Arauz cn el 

CENAIM.

3.1.-CARACTERIZACION DE LA CEPA BACTERIANA E22

La cepa fue identilicada antcriormcnte mediante 

caracterizacion bioquimica como Vibrio harveyi , pcro en 

este trabajo se realizo una nueva caracterizacion con dos 

objetivos: en primer lugar, confirmar la caracterizacion 

realizada y que la cepa segufa manteniendo las mismas 

caractensticas; cn segundo lugar, familiarizar a la tesista 

con las (ccnicas clasicas de identification bacteriana.
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Los resultados de los 32 criterios de identificacidn 

estudiados

Foto 4- Identificacidn bioquimica de la cepa bacteriana E22, donde 
puede observarse la reacciones enzimaticas y fisioldgicas de la 
bacteria sobre algunos de los medios utilizados.

segun Bergey ( Bergey's Manual 

Determinative Bacteriology. Ninth Edition, 1994 ), y quo 

fueron explicados on el capitulo Materiales y Metodos, se 

cxpresan en la siguiente tabla.
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Caracteres Cepa E2 2

bacilos cortos

+

+

d

+

+

d

+

+
+

+
+

D 
+
+

+ 
+

+
+ 

K/A
+
+
+

+ / +
+

+
+
+

+ / +
+
+

Forma 
Gram 

Motilidad 
Catalasa 
Oxidasa 

O-F 
Urea 

Lisina 
Arginina 
Ornitina 

MR 
VP 

Citrato 
Indol 
TSI 

Nitrito 
Gelatina

SIM 
TCBS 

MacConkey 
Acetato diferencial 

Descarboxilasa 
Manitol 

Mioinositol 
Sucrosa 
Sorbitol 
Glicerol 
0% CINa 
3% CINa 
6% CINa 
8% CINa 
10% CINa 
0/129 

Luminiscencia

d
+
d

+
d
+
+

Vibrio harveyi 
(Manual de Bergey) 

bacilos rectos

+
+

+ = 90% o mSs de las cepas son positivas
- = 90% o mas de las cepas son negativas
d = 11 - 89% de las cepas son positivas
D = Diferentes reacciones pueden en diferentes clasificaciones 
(especies de un g6nero o gSnero de una familia)

Fabia 3.- Criterios de identificacion morfologica y bioquimica de la 
cepa E22 comparados con las reacciones caracteristicas de una cepa de 
Vibrio harveyi, segun el Manual de Bergey (Bergey's Manual of 
Determinative Bacteriology, Ninth Edition, 1994).
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3.1.2.- Caracterizacion genctica

Se mantuvo co mo

Los productos

a

Las prcparaciones de ADN total ( genomico ) fucron 

analizadas despues de la digestion con distintas enzimas de 

rcstriccion disponibles cn esc momento ( EcoRI, Alul, 

Kami 11 ).

Ninguno de los metodos utilizados permitid la 

observacion de ADN plasmidico en la ccpa bacteriana E22-

Previo a cstc trabajo diferentes ensayos de extraccion 

de ADN plasmfdico fueron estudiados: Qiagen, lisis con 

SDS, Triton X100, lisis por calor y lisis alcalina, usandose 

como control positivo una cepa bacteriana de Escherichia 

coli con un plasmido Hsp luciferasa.

protocolo de referencia la 

extraccion por cl metodo de lisis alcalina.

obtenidos de los distintos metodos de extraccion fucron

depositados en gcles de agarosa al 1% y sometidos 

elcctroforesis para analizar la presencia de plasmidos.

Entrc los critcrios de tipo genetico clasicamente 

utilizados cn la caracterizacion de ccpas bacterianas, la 

deteccion de un plasmido y posterior determinacion de su 

patron de enzimas de rcstriccion han sido ampliamente 

utilizados.
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cortc u n

La

sc

mucstra.

3.1.3.- Caracterizacion antigenica

La enzima de restriccion Alul permite la formacion 

de fragmentos rcpctidos muy pequenos. Io que no permite 

una buena visualizacion de los mismos cn el gel de 

electroforesis.

Ln cste trabajo la cepa E22 es considerada como un 

modelo para cstudiar cl proccso de patogenicidad de tipo 

“bolitas" y la intcraccion de esta bacteria con olra de tipo 

probiolico. Conscciientcmcnte, era imprcscindible obtener

El marcador de peso molecular corresponde al ADN 

del bactcriofago lambda digerido con la enzima Hindlll, 

teniendo fragmentos con los siguientes pesos: 23.130. 9.416. 

6.557, 4.361,2.322. 2.027 y 564 kb.

El ADN sin digerir mostro un fragmenlo de 

aproximadamente 23130 kb, que corrcspondcn al tamano 

del ADN gendmico de la bacteria. Cuando cl ADN fuc 

digerido con EcoRL sc observaron fragmentos rcpctidos de 

ADN entre los valorcs de 23130 y 6557 kb.

La enzima BamHI, sin embargo, no parccc rcconoccr 

sitios de corte puesto que mostro un patron 

clectroforeticamcnlc igual al del ADN sin digerir. 

mayor intensidad de la banda observada sc debio 

probablemcntc a una mayor concentracion de ADN en la
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investigaciones.

a -22-

f u cron

La carencia de marcadorcs gencticos de tipo 

plasmfdico, convenienles para desarrollar una tecnica de 

diagnostico, hizo cpie el uso de anticuerpos monoclonales 

previamente produeidos y seleceionados contra la cepa 

bacteriana S2, fuese considcrado como una alternativa 

interesante para cl diagnostico. S2 es una cepa de Vibrio 

harveyi causante del “sihdrome de bolitas”. Esta bacteria 

no fue utilizada on nuestras investigaciones por una aparentc 

perdida de patogenicidad, probablemente debida a su cultivo 

contihuo en el laboratorio.

Los resultados indicaron que los dos anticuerpos 

reaccionaban de forma especffica frente a E22. 

Consecuentemente, cstos dos anticuerpos 

considcrados como reactivos de diagnostico adccuados para

Entre los diferentes anticuerpos monoclonales 

seleceionados como especificos contra la cepa S2 de Vibrio 

harveyi ( 2C9, 9H4, 6E7, 10F4, I OH I 1 ), los anticuerpos 

2C9 y 9H4 fueron evaluados con la tecnica de dot-blot, 

utilizando simultaneamente bactcrias de control negativo 

(cepas I LI y 158 de Vibrio alginolyliciis ) y anticuerpos 

control ( IgG de chivo contra raton conjugada con fosfatasa 

alcalina ).

un reactivo espccifico que permitiera el rcconocimiento y 

caracterizacion de esta bacteria en las distintas
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3.1.4.- Desarrollo de una prueba inmunologica de tipo 

“colony-blot”

cstas investigaciones, prcvio desarrollo de una prueba de 

diagndstico.

Enlrc las pruebas inmunologicas, la prueba colony­

blot cs particularmente interesante, ya que permite un 

analisis cuali y semi-cuantitativo de la presencia de una 

bacteria en una muestra correspondicnle a una mezcla mas o 

menos compleja de bacterias. Por cjcmplo, cn un sistema 

simple cn cl que sc pongan en contacto E22 con una bacteria 

prcsumiblemente probiotica es posible cuantificar las 

colonias de E22 que reaccionan con cl anticuerpo y deducir 

por rccuento de colonias totales presentes, cl numcro de 

colonias correspondientes a la otra bacteria.

El desarrollo de la prueba colony-blot fue realizado 

con el anticuerpo 2C9. Uno de los parametros a controlar

Con cl objetivo de estableccr un modelo de estudio in 

vitro e in vivo de interaccion bacteria patogena/bacteria 

probiotica/camaron, se hizo necesario disponer de una 

prueba de diagndstico que pcnniticra reconoccr de forma 

cspecifica cada bacteria protagonista. En lo que rcspecta a 

la bacteria patogena, E22, la reactividad de los anticucrpos 

monoclonales 2C9 y 9H4 permitid considerar cl desarrollo 

de una prueba de tipo inmunoldgico.
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fue la concentracidn del anticuerpo especffico, que fue 

analizado paralelamente en dot-blot. En funcion del lote de 

liquido ascitieo utilizado las concenlraciones adecuadas del 

anticuerpo 2C9 oscilaron entre 1/3000 y 1/1000. Ademas sc 

establecio la concentracidn optima del anticuerpo conjugado 

de 1/10000, inferior a la recomendada por el provcedor 

(1/8000).

El uso inicial de dos medios de cultivo, I SA y TCBS, 

mostrd variabilidad en los resultados de la prueba de 

colony-blot realizada sobre PSA. Por lo tanto, se selccciond 

cl TCBS como medio de cultivo para evaluacidn de la 

especificidad y sensibilidad del colony-blot (Edward 

Donoso, tesis de grado). Ea sensibilidad del colony-blot 

correspondc al tiempo minimo de cultivo nccesario para 

detectar una coIonia. Diferentes cxperimentaciones 

mostraron que colonias correspondientes a 6-8 boras de 

cultivo pueden ser detectadas por cl anticuerpo. aunque 

obscrvacion todavfa no sea posible. Esta obscrvacion cs 

mas liable, y cl recucnto de bacterias mas facil cuando las 

bacterias son cultivadas cerca de 8 boras y las colonias 

aparcccn como un punlo definido, con hordes bien 

delimitados y fuertemente tenido. Despues de eslc tiempo, 

pueden aparecer problemas de interpretacion del colony­

blot porque las reacciones presentan aspccto variable: 

pigmentacidn perifcrica, atenuada, irregular, difusa.
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Icchc descrcmada 5%

Al protocolo basico de colony-blot descrito en cl 

capitulo de Malcriales y Metodos sc necesito realizar una 

serie de modificaciones para la adaptacion del mismo a 

nuestras condiciones de trabajo. El protocolo optimizado se 

describe a continuacidn.

En distintos tiempos de cultivo, particularmente 8 

boras, csta prueba de colony-blot fue total monte especifica, 

on cuanto a la ausencia de reaccion con las cepas bactcrianas 

probabiemente probioticas ( IE1 y 158 ) de Vibrio 

(iltfinolyticus . Consecuentemente, para los analisis de 

experimentacioncs in vitro sobrc las interacciones 

patogeno/probiotico, las prucbas colony-blot permiten 

cuantificar los dos tipos bacterianos.

Colocar las membranas ( 82,5 mm de diamctro, con 

poros de 0.45 mm ) on la superficie del agar dondc se han 

desarrollado las bacterias y dcjar 5 minutos. Retirar la 

membrana y dejar secar por 30 minutos.

Realizar un cultivo bacteriano on cajas Petri con 

TCBS a dilucioncs de 102, 10 3 y 10 4 Incubar ent re 6 a 8 

boras a 28°C.

(pcso/volumen) en una caja Petri agitando suavemente por 

60 min. a lempcratura ambicntc. Realizar 3 lavados de 3 

min. c/u con PBS - Tween 20 ( 0.1% ).

Incubar con PBS
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Rcalizar 3 lavados de 3 min. con PBS - Tween 20

Incubar con la solucion substralo recientemente

1 ml de agua

3.2.-ESTUDIO COMPARATIVO DE PARAMETROS DE
CULTIVO SOBRE EL CRECIMIENTO DE LA CEPA

El estudio comparativo del cfecto de distinlas condiciones de 

cullivo de cada una de las bacterias cstudiadas fue iniciado con el

• l ampon Fosfatasa Alcalina ( Na Cl 5.84g/l, Mg CI2 0.5 

g/l/l'ris base 12.1 1 g/1, pH 9.5 ) 10 ml.

Depositar cl anticuerpo conjugado ( a la fosfatasa 

alcalina ) c incubar por 45 min., dilucion empleada del 

anticuerpo 1/10000 cn PBS - Tween 0,1% - Lechc 0.5 %.

(0.1%).

pre pa rad a:

• NBT ( 25 mg de Nitro Blue Tetrazolium en 

deionizada ) 66 //I.

• BCIP ( 25 mg de 5-Bromo-4-Cloro-3-Indolylfosfato en 

0.5 ml de dimethyl-formamida ) 33 //I.

( Vibrio harveyi ) Y LAS CEPAS 

ILI y 158 ( Vibrio alginolyticus )

“PATOGENA” E22

“PROBIOT1CAS”

Depositar el anticuerpo ( fluido ascitico a la dilucion 

adecuada en PBS - Tween 0,1% - leche 0,5% 6 

sobrenadantc de cultivo sin diluir ) e incubar por 60 min. a 

tempcratura ambiente. Realizar 3 lavados de 3 min. con 

PBS - Tween 20 ( 0,1% ).
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3.2.1.- Determinacion caractcristicasde las de

Como medio de refercncia se utilizo LB modificado

cotrimoxazol, crilromicina, furazolidona) o inusuales (kanamicina, 

ampicilina).

objetivo de identificar algunas condiciones que scan ventajosas 

para las bactcrias “probidticas”. Tales condiciones se podrian 

utilizar mas adelantc a nivcl de tanques en los laboratories de 

larvas, para favorecer la colonizacion de bactcrias probidticas y 

subsecuentemente prevenir el dcsarrollo de cepas patdgenas.

La variacidn de la densidad optica fue determinada a 

las 7, 14 y 17 boras despues de la siembra. Los resultados

crecimiento de las diferentes cepas bacterianas en 

el medio de refercncia

(ver Materiales y Mctodos), salinidad 20%, pH 7.5, 

tcmpcratura 28()C. Las caractcristicas de crecimiento fueron 

determinadas mediantc la variacidn de la densidad optica de 

los cultivos en microplacas. Cada ensayo repctido al menos 

dos veccs por duplicado.

Se estudiaron diferentes parametros. En primer lugar, 

parametros ffsico-quimicos de tipo ambiental ( pH, temperatura, 

salinidad ); tambien se cstudid cl cfecto de compuestos 

rclacionados con la tecnologia de laboratorio de larvas ( tiosulfato, 

EDTA, sacarosa, nitrato, fosfato ) y de antibidticos clasicamente 

usados en acuicultura (eloramfenieol, oxitctraciclina.
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mostrados cn la figura 9. indican quo cl creciinicnto fue

e I LI, mientras

que la cepa 158 dctuvo antes su creciinicnto. a las 10 boras

Adcmas cs intcresantc rcsaltar que laaprO/Ximadamcnte.

cepa

crecimiento mas lento, alcanzando valores maximos

infcriores a las olras dos ccpas, por Io que parecc que esta

bacteria no esta bien adaptada a cstas condicioncs de cultivo

consideradas como refcrcncia.

2

200

w

10
Tiempo (boras)

158
Hi
E22

E c
O
ID 
ID

O c
k. 
O w
<

K22 | .024±0.0379a
H I l.287±0.l I33a
158____________ O.518±O.I298b

vaiores con la misma letra no tuvieron diferencias significativas ( p >0.05 )

Figura 9. Curva de crecimiento en funcion del tiempo de las cepas E22, III y 
158, en las condiciones de referenda (medio LB modificado, salinidad 2%, pH 
7.5, temperatura 28 °C). La siembra se realizo con 105 bacterias/pocillo, 
concentracidn estimada a partir de A550.

lineal hasla las 14 boras para las cepas E22

Tabla 4.- Valores medios ± desviacion est^ndar del crecimiento de las cepas 
E22, ILI y 158, en las condiciones de referencia.

Control

158 cn cstas condiciones de cultivo ticnc un
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Los crecimientos de las eepas E22, ILI y 158 fueron 

analizados para las salinidades 2%, 2.7%, 3.2% y 3.7%. 

Estas salinidades fueron seleccionadas por corresponder a 

niveles de variaciones observadas localmente. Ademas, la

no sc

3.2.2.- Comparacion del crecimiento de las ccpas E22^

ILI y 158 en relation a la salinidad

Los resultados se presentan en la figura 10. Para este 

rango de salinidad, no se observan cambios en cl 

comportamiento de las Ires eepas cstudiadas. 

Consecuentementc, este pararnetro aparcce como no 

explotable.

salinidad cs un parametro que se puede facilmcnte controlar 

en los tanques con una pcrspectiva de manipulacion de este 

parametro para favorecer el dcsarrollo de ccpas 

probioticas.
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Curva de crecimiento en funcidn del tiempo de las cepas E22, III y 
158, en diferentes condiciones de salinidad ( 2%, 2.7%, 3.2% y 3.7% ) en 
medio LB modificado (pH 7.5, temperatura 28 °C). La siembra se realizo con 105 
bacterias/pocillo, concentracion estimada a partir de A55O.

10
o 4

o
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I'ratainiento E22 IL1 158

ILI y 158 cn relacion a la tcmpcratura

La lemperatura cs otro parametro quo presenta

variacioncs importantes en la tecnologia de larvieultura y

que es interesantc estudiar porque

lanqucs. Los experimentos fueron realizados con extremos

de tcmpcratura comprendidos entre 25 y 33 °C. No sc vio

diferencia de crecimiento de las cepas bactcrianas con los

controles, a las diferntes temperaturas analizadas (Figura

H).

1.378±0.0255a
1.397±0.0028a
1,360±0.0057a 
l.391±0.0134a

0.70l±0.0042a 
0.661 ±0.0071b 
0.68l±0.0127ab 
0.594±0.0042c

se puede controlar en los

3.2.3.- Comparacion del crecimiento de las cepas E22,

Tabla 5.- Valores medios ± desviacion estandar del crecimiento de las cepas E22. 
ILI y 1 58, en diferentes condiciones de salinidad.

20ppt 1.382±0.03l Ia
27 ppt | ,365±0.0007a
32 ppi | ,389±0.0092a
37 ppt____________1.419±0.0049a______________________________
Valores con la misma Ictra no tuvieron diferencias significativas ( p >0.05 )
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1 58
2

1 -

30

Trataniicnto B22 11J 158

n-

a

().4()0±0.()()()7a
0.436±0.0064b
0.4l2±0.0057a
0.458±0.0057c

O.2I2±O.OO57U 
0.242±0.0035b 
0.277±0.0()4<A’ 
0.29l±0.0()7(y|

25
27
29
33

10 20
Tiempo ( horas )

E c

•F"
Q
G

JO 
U 
© w
<

o 4- 
o

Tabla 6.- Valores medios ± desviacidn est^ndar del crecimiento de las cepas E22, 
ILI y 1 58, en diferentes condiciones de temperatura.

Figura 11. . Curva de crecimiento en funcion del tiempo de las cepas E22, ILI y 
1 58, a diferentes condiciones de temperatura (25 °C, 27 °C, 29 °C y 33 °C) en 
medio LB modificado ( pH 7.5, temperatura 28 °C ). La siembra se realize con 
1 05 bacterias/pocillo, concentracion estimada a partir de A55O.

25<’C 0.279±0.0()42a
27<’C 0.275±0.0085a
29°C 0.272±0.0071a
33nC____________ 0.300±0.()()78a______________________________
Valores con la inisma Ictra notuvieron diferencias significativas (p >0.05 )



91

E22
2

1 -

20

o

7.5
8.0
8.2
8.5

10
Tiempo (boras)

E c
o
ID 
ID

O 
C

■O u o w 
£> <

E2 2,

o -¥■ 
o

3.2.4.- Comparacion del crecimicnto de las cepas 

ILI y 158 en rclacion al pH

El pH del medio cs un earaeter ffsico-qufmico quo 

puede afectar el crecimicnto bacleriano. En el tanque es 

diffcil controlar cste parametro pues dependc solamente de 

la capacidad tampon del agua del mar. Por cste motivo sc 

rcalizaron en un principio pruebas en las quc no sc 

iililizaron sustancias tampon en cl medio de cultivo, 

ajustando cl pH a 7.5 ( condiciones de refercncia ), 8.0. 8.2 

y 8.5. Los resullados de esta serie de ensayos son moslrados 

en la siguiente figura.
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i 12. Curva de crecimiento en funcion del tiempo a diferentes condiciones 
de" pH (7.5, 8.0, 8.2, 8.5) de las cepas E22, I LI y 158, en medio LB modificado 
(sin tampon, 2% salinidad, temperatura 28 °C). La siembra se realizb con 1 05 
bacterias/pocillo, concentracibn estimada a partir de A55o.
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Trataiiiirnto E22 I LI 158

No observaron diferencias de crecimientosc

aparentes cn relation con el pH para ninguna de las cepas
estudiadas.

cl medio para una mcjor evaluation el cfctlo del pH, aun

tonotiendo que es muy difftil la extrapolation de cste lipo

de cxpcrimcntos a nivcl de tanques, por razones prattieas y

de eosto.

Tampoto sc obscrvo un efecto del pH para ninguno

de los aislados, cuando se tampono cl medio con cl fin de

mantencr el pH.

1.410+0.0177a 
1.428±0.0255a 
l.414±0.0332a 
l.416±0.0113a

0.841 ±0.0021a
0.667±0.0827a
0.632±0.0431a
0.652±0.0021a

tampon HEPES ( Sigma Chemical Co., H-0763 ) 20 mM cn

Tabla 7.- Valores medios ± desviacibn estandar del crecimiento de las cepas E??, 
Ill y 1 58, en diferentes condiciones de pH.

En una segunda serie de ensayos, sc anadio un

pH 7.5 l.437±O.OI2(>'
pH 8.0 1.428±0.0255a
pH 8.2 l.451+0.0396a
pH ___________ 1.456 ±0.036 la______________________________
Valores con la misma lelra no luvieron diferencias significativas ( p >0.05 )
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Figura 13. Curva de crecimiento en funcion del tiempo a diferentes condiciones 
de pH (7.5, 8.0, 8.2, 8.5) de las cepas E22, ILI y 158, en medio LB modificado 
(con tampon, 2% salinidad, temperatura 28 °C). La siembra se realizo con 105 
bacterias/pocillo, concentracibn estimada a partir de A550.

Tabla 8.- Valores medios ± desviacion estandar del crecimiento de las cepas E22, 
ILI y 1 58, en diferentes condiciones de pH (medio tamponado).

pH 7.5 1.271±0.0050a
pH 8.0 1.235±O.OI26a
pH 8.2 1.243±0.0333a
pH 8.5___________ 1.171 ±0.01 I5b______________________________
Valores con la misma letra no tuvieron diferencias significali vas ( p >0.05 )

0 +
0
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de lascreciniientodel

utilizado

cepas

relation a la concentracidn de

Los rcsultados de la figura 14 correspondcn al 

crccimiento de las cepas bacterianas a concentraciones de 

EDTA de 1.25 ppm, 2.5 ppm, 5 ppm y 10 ppm. En 

ausencia o en presencia de EDTA a las concentraciones 

mencionadas anteriormcnte, el crccimiento de cada ccpa 

bacteriana fue similar, indicando quc no cxiste un efecto de 

este producto.

El EDTA ( C10H14N2Na2O8 2H2O ) cs 

habitualmente en los laboratories como agonic quelante de 

metales pcsados presentes on cl agua. Esto producto se 

utiliza a concentraciones comprendidas entre 5 y 15 ppm 

con una dcterminacion relativamente cmpirica basada en 

criterios como la turbidez o el aguaje. Como este producto 

puede reducir la disponibilidad de iones importantes para 

las bactcrias. una serie de experimentos fueron realizados 

para determinar la influencia del EDTA on cl crccimiento 

bacteriano.

3.2.5.- Comparacion

E22, I LI y 158 on

EDTA
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1 58
2

1 -

* ■Q

0
0 10 20

Tiempo ( horas )

I LI 158Iratamiciito E22

Figura 1 4. Curva de crecimiento en funcion de la presencia de EDTA a distintas 
concentraciones ( 1.25 ppm, 2.5 ppm, 5 ppm, 10 ppm ) de las cepas E22, ILI y 
158, en medio LB modificado ( pH 7.5, 2% salinidad, temperatura 28 °C ). La 
siembra se realizo con 105 bacterias/pocillo, concentracidn estimada a partir de 
A5 5O-

1.264±0.0672a 
1.303±0.0693a 
1.316±0.0l06a 
l.3O3±O.OI56a

L339±0.0190a 
l.27O±O.OI2Oa 
1.285±0.0559a 
1.265±0.0255a

0.527±0.0205a
0.526±0.0042a
0.512±0.0354a
0.503±0.0092a

■0—

-♦------
■o---------
-c-----

1.25
2.5
5
10

Q

5
L
O
W

■a 
<

E s

Tabla 9.- Valores medios ± desviacion estandar del crecimiento de las cepas E22, 
ILI y 1 58, en diferentes condiciones de EDTA.

10 ppm
5 ppm
2.5 ppm
1.25 ppm
Valores con la misma letra no luvieron difcrencias significativas ( p >0.05 )
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Esto producto fue utilizado a concentraciones de 5 

ppm, 10 ppm, 20 ppm y 40 ppm cn el medio de cultivo y su 

efecto en el crecimiento de las cepas bacterianas E22. IE! y 

158 quedan reflcjados cn la figura 15.

3.2.6.- Comparacion

ILIy 158 en relacion a 

t iosulfa to

El liosulfato es un producto quc sc emplea cn la 

rutina de los laboratorios de larvas para neutralizar cl cloro 

utilizado en la desinfeccion del agua de mar cn cl 

rcscrvorio. Ea prcsencia de este producto o de stis rcsiduos 

en el agua de los tanques puede influenciar la flora 

microbiana.
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distintas concentraciones ( 5 ppm, lOppm, 20 ppm, 40 ppm ) de las cepas Ezz, 
ILI y 1 58, en medio LB modificado ( pH 7.5, 2% salinidad, temperatura 28 °C ). 
La siembra se realizd con 10s bacterias/pocillo, concentracibn estimada a partir 
deAsso.
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158III1:22Trataniiento

al del control.

de lascrecimientodel eepas

laboratoriosalgunosulti mosI os anos.En

de utilizacidn. Varios compucstos han sido empleados en los

probioticas, entre ellos cl nitrato, fosfato y sacarosa.

determinar si cxiste efeclivamente un efecto de cstos

3.2.7.- Comparacion

ILI y 158 en relacion a la concentracion de 

productos utilizados en el cultivo de probioticos

Cuaiquiera que fuera la concentracion utilizada, el 

crecimiento de las ccpas bacterianas I'ue practicamente igual

empirico. En Io que a la bacteria se rcficre, no se conoce si 

las bactcrias utilizadas son realmente probioticas. Tampoco

1.307+0.0120a
1.304±0.0l70a 
1.280±0.0092a
1.290±0.0042a

0.541±0.0099a
0.554+0.0007a
0.541±0.0049a
0.514±0.0106ab

E22,

se conocen las condiciones dptimas para sn cultivo y forma

comenzaron a utilizar probioticos. Este uso es totalmente

Sc realizaron una serie de experimentos dirigidos a

Tabla 1 0.- Valores medios ± desviacion estandar del crecimiento de las cepas E22, 
ILI y 1 58, en diferentes condiciones de tiosulfato.

laboratorios en cl crecimiento de cepas consideradas como

40 ppm | ,344±0.0544a
20 ppm | ,307±0.0940a
10 ppm 1.269±0.0078a
5 ppm_____________ 1.309±0.0389a_____________________________
Valores con la misma letra no tuvieron difercncias significativas ( /’ >0.05 )
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El nitrato Cue utiiizado en forma de sal sodica 

(NaNO3), a concentraciones de 5 ppm, 10 ppm, 20 ppm y 

40 ppm. Como indica la figura 16, no se observo ningun 

electo del nitrato en el crecimiento de las baeterias 

estudiadas.

o 4
o

compuestos on el crecimiento de las ccpas bactcrianas 

consideradas probioticas ( ILI y 158 ) y sobre una cepa 

patogena ( E22).
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Figura 1 6. Curva de crecimiento en funcion de la presencia de nitrato sodico a 
distintas concentraciones ( 5 ppm, 10 ppm, 20 ppm, 40 ppm ) de las cepas E22, 
III y 158, en medio LB modificado ( pH 7.5, 2% salinidad, temperatura 28 °C ). 
La siembra se realizo con 105 bacterias/pocillo, concentracibn estimada a partir 
deA55O.
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Tratamiento E22 ILI 158

La siguicntc figura muestra los resultados obtenidos

(Na2HPO4) al medio de cultivo bacteriano. lasa
concenlraciones de 0.5 ppm, 1 ppm, 2 ppm y 4 ppm.

Tampoco se obscrvo tin cfccto de este producto en cl

crecimiento de las bacterias.

E22
2

1 -

2010 
liempo (horas)

1.385±0.0007a
1.370±0.0410a
1.404±0.0021a
1.390±0.0007a

0.743±0.0700a
0.699±0.0658ab
0.646±0.04l0bc
0.623±0.0509<-

0.5
1
2
4

■&

n
oo c * .a u o w

<

E c 
o 
10 
IO

o y
0

on ima serie de ensayos en los quo se anadid fosfato sodico

Tabla 11.- Valores medios ± desviacion estandar del crecimiento de las cepas E22, 
ILI y 1 58, en diferentes condiciones de nitratos.

40 ppm | .332±0.0445a
20 ppm 1.359±0.043la
10 ppm 1.283+0.1781a
5 PPni_____________ 1 ■370±0.0346a_________________________________
Valores con la misma letra no tuvieron diferencias significativas (p >0.05 )
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siembra se realizd con 105 bacterias/pocillo, concentracidn estimada a partir de 
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Tratamiento E22 I LI 158

Los resultados obtcnidos cuando se ulilizo sacarosa en

el medio de cultivo a las conccntraciones de 300 ppm, 600

mucstran en la figura 18. No

se observe efecto de la sacarosa en el crecimiento de las

cepas cstudiadas.

E22
2

1 -
o

0
0 20

4>

1.400±0.0289a
1.402±0.0255a
1.390±0.0368a
1.375±O.OI27a

0.724±0.0354a
0.704±0.0403a
0.678±0.0148a
0.589±0.0297b

300
600 
1200 
2400

10
Tiempo (boras)

o c
XI 
L 
O 
VI
X 
<

E c 
o 
in 
in

ppm, 1200 ppm. 2400 ppm se

Tabla 1 2.- Valores medios ± desviacidn est^ndar del crecimiento de las cepas E22, 
III y 1 58, en diferentes condiciones de fosfatos.

4 ppm 1.4l7±0.0396a
2 ppm | ,389±().0226a
I PPm 1,383±0.0099a
° 5 PPm__________ 1 ■409±0.0035a______________________________
Valores con la misma letra no tuvieron diferencias significativas (/? >0.05 )
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Figura 18. Curva de crecimiento en funcion de la presencia de sacarosa a 
distintas concentraciones (300 ppm, 600 ppm, 1200 ppm, 2400 ppm) de las 
cepas E22, ILI y 158, en medio LB modificado ( pH 7.5, 2% salinidad, 
temperatura 28 °C ). La siembra se realizd con 105 bacterias/pocillo, 
concentracidn estimada a partir de A55O.
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1581L1E22Tratuiniento

inliibidoras3.2.8.- Detcrminacion de conccntraciones y
comuna n t i bio ticos dedeI e t a 1 e s uso

cotrimoxazol,oxitet r aciclina,(cloramfenicol,

i n u su alesfurazolidona)critromicina, o

(kanamicina, ampicilina) en larvicultura.

Muchos antibioticos son utilizados comunmente on la

rutina de los laboratorios de larvas como medida preventiva

de control de enfermedades bactcrianas. Esta medida puede

terminos de concentration

1,279±0.0962a
1.188±O.O4IOa
1.143±0.0643a
1.214±0.0926a

1.330±0.0163a 
1.268±0.1 1 17a 
1.298±0.0205a 
l.314±0.0559a

0.517±0.0042a
0.543±0.0219a
0.5l5±0.0233a
0.510±0.0190a

crear problemas de aparicion de resistencias bactcrianas a 

dichos antibioticos, lo que dificultaria el tratamienlo, 

trata de bactcrias patdgenas. El

Tabla 1 3.- Valores medios ± desviacibn estSndar del crecimiento de las cepas E22, 
III y 1 58, en diferentes condiciones de sacarosa.

espectro de sensibilidad en 

inhibitoria y letal, por una parte de las bacterias probioticas 

a fin de nunca utilizar antibioticos que las afectcn; y por

situacioncs de enfermedad los probioticos pueden no scr 

suficiente. En este contexto, es muy importante conoccr el

particularmcnte cuando se

uso de bactcrias probioticas puede constituir una altcrnativa 

a la utilizacion de antibioticos, aunque en algunas

2400 ppm
1200 ppm
600 ppm
300 ppm
Valores con la misma letra no tuvieron difcrcncias significativas (p >0.05 )
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Las concentraciones se

no

no

Ln cfccto los antibioticos usuales ( furazolidona, 

oxitetraciclina, cloranfenicol y eritromicina ) estan siendo 

empleados a concentraciones subcficaces on la mayorfa de

olra parte de las bacterias patogenas a fin de conocer conio 

tratarlas el icaz y especificamcntc.

Las concentraciones inhibitorias y letales de estos 

antibioticos se deterniinaron mediante cxperimentos de 

cullivo de las ccpas E22, ILI y 158 en presencia de los 

antibioticos a las concentraciones de 0.1 ppm, 0.5 ppm, 2.4 

ppm, 12 ppm y 60 ppm. Los ensayos se realizaron cn 

microplacas, por triplicado, manteniendo las mismas 

condicioncs de cultivo que en los experimentos antcriorcs 

(LB, pH 7.5, 2% salinidad, 28 °C). Las densidadcs de 

siembra fueron de 10s y 106 bacterias/pocillo.

Se esludiaron antibioticos de uso habitual en los 

laboratorios ( furazolidona, oxitetraciclina, cloranfenicol, 

eritromicina ) y otros menos comunes ( ampicilina, 

kanamicina y cotrimoxazol ).

inhibitorias y letales 

determinaron respectivamente por la observacion de 

crecimiento a las 24 horas de incubacion cn presencia de 

antibioticos y la observacion de no crecimiento 

posteriormente, resembrando las mismas bacterias cn medio 

fresco de cultivo sin antibioticos.
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ppm

un efecto

los laboratorios. Por ejemplo la furazolidona sc esla 

utilizando a una concentracion de 0.1-1 ppm y nuestros 

resultados indican que solo cs eficaz a la concentracion de 

12 ppm para las cepas bacterianas analizadas.

Ademas, los resultados muestran quc los antibioticos 

probados ticnen difercntes efectos sobre las cepas 

bacterianas, que ticnen quc ser considcrados cuando sc 

trabaja con bactcrias probioticas. Por ejemplo, el 

cloranlenicol, a la concentracion de 2.4 ppm inhibe el 

crecimicnto de la bacteria ILI y cs Ictal para la cepa 158, 

ambas consideradas probioticas, sin embargo, no afecta cl 

crecimicnto de la cepa patdgena E22. Por el contrario, la 

concentracion 2.4 ppm de oxitctraciclina mostro un efccto

En Io que rcspecta a la metodologfa de antibiograma 

practicado con discos, conduce a determinar la sensibilidad 

bacteriana a un antibiotico en base a un efecto inhibidor y 

no Ictal. Por ejemplo, la sensibilidad de las bactcrias ILI y 

158 a las concentraciones de 0.5 - 2.4 ppm de 

oxitctraciclina corrcsponden solamente a 

inhibidor, y solo se observa efecto letal a la concentracion 

de 12 ppm. Esto sugiere que sera necesario realizar 

pruebas de MIC o dcterminacion de concentraciones letales 

para la selection de antibioticos adecuados y evitar la 

utilizacion de antibioticos a concentraciones subletales que 

conducing a la selection de bactcrias patogenas resistentes.
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Las siguientes tablas recapitulan la totalidad de los 

rcsultados y Hainan a rccapacitar por una parte sobre el uso 

actual de antibioticos y por otra sobre la metodologfa 

clasica de antibiogramas.

letal sobre la bacteria patogena E22 y solamente inhibidor 

para las bacterias consideradas "beneficiosas", IL1 y 158.
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e

bactcrias

La probiosis en camaronicultura esta ahora en un estadio de 

conccpto, aunquc cepas, gcncralmente no caractcrizadas, son 

utilizadas como probiotico sin demostracion liable de esta 

caractenstica y, aun mas, del mecanismo posiblc de accion.

3.3.- ESTUDIO in vitro DE LAS INTERACCIONES

“PATOGENO/PROBIOTICO”

Por referencia al conocimiento de la probiosis en otros 

organismos, cs posible considerar: una competicion metabolica por 

los nutrientes en favor de la probiotica; una inhibicion de la 

bacteria patogena por rnctabolitos de tipo bactcricida producidos 

por la probiotica: una competicion espacial a nivel del epitelio del 

tubo digcstivo en favor de la probiotica; una degradacion de 

toxinas producidas por una bacteria patogena por la accion de 

enzimas de la bacteria probiotica.

Para enfocar esta pregunta y considerando el modelo E22 

ILI y 158 como cepas respectivamcnte patogena y probioticas, una 

serie de experimentos in vitro fueron realizados aprovechando la 

disponibilidad de la prueba inmunologica colony-blot previamentc 

dcsarrollada para E22. En efecto, esta prueba deberfa permitir 

rcconocer con fiabilidad cada bacteria protagonista en mezclas de 

resultado de cultivos mixtos de bacterias 

patogenas/probioticas, o bien de co-cultivos de bacterias 

patogena/probiotica con celulas intestinales de camaron que no 

pucden oblencrse facilmente sin bacterias contaminantes. Para esle 

punto es importante senalar la disponibilidad de prucbas con
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sondas moleculares especificas de bactcrias ILI ( Eduardo Donoso 

y Lorena San Miguel, comunicacion personal ) y 158 ( Cesar 

Bedoya, comunicacion personal ).

Una primera serie de cxperimentacioncs consistio on sembrar 

mezclas de E22 /ILI o E22 Zl58 en razoncs de 106 a 101 y en 

determinar la evolucion de estos cocientes despues de 4-6 boras de 

cultivo mixto ( ver materiales y metodos ). Tai experimentacion 

deberfa permitir observar cambios en las razoncs correspondicntes 

a una superioridad metabolica de la bacteria probiotica.

1 eniendo on cuenta la laboriosidad del colony-blot, la primera 

experimentacion fuc realizada tratando de reconocer las dos 

bactcrias utilizadas en funcion del color de las colonias en TCBS 

(verde para E22 y amarillo para ILI y 158). Los resultados son 

presentados en los siguientes graficos.
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Figura 1 9.- Porcentajes de las cepas E22 e ILI, obtenidos de la interaccion 
E22 / ILI, mediante la observacidn de colonias verdes y amarillas.
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Figura 20.- Porcentajes de las cepas E22 y 158, obtenidos de la interaccion 
E22 / 1 58, mediante la observacibn de colonias verdes y amarillas.

Con csle critcrio de identificacion ( por el color ) parece que 

la bacteria probidtica ILI es predominante en las mezclas ( mas del 

50 7o de las colonias ) tan solo despues de 4 boras siempre que la 

razon patogeno/probiotico sea inferior a IO3. Tambicn cuando la 
relacion patogeno/probiotico ( E22 e ILI ) es superior a 103, las
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no represcntan mas que un pequeno

m u y

colonias bacterianas verdes 

porcentajc.

En cl caso de la interaccion entre E22 y 158, este efecto no fuc 

tan claro. Solo a razoncs de 1()> y KE predomino E22 y en el resto 

de los casos sc establecio un equilibrio entre ambas baclerias, con 

Hcucnlos similares, indepcndientemenle de las concentraciones 

iniciales. Esto sc podria explicar por la diferencia en las curvas de 

ciccimicnto de ambas baclerias, sicndo cl crccimicnto 

inferior en la cepa 158.

Este tipo de resultados puede corresponder a un artefacto, una 

paite de las colonias amarillas corrcspondicndo en realidad a la 

bacteria E22, o a epic la bacteria probiotica cs capaz de malar muy 

rapidamenle a la bacteria patdgena. La hipotesis que consist!rfa en 

que la bacteria probiotica superase en crecimiento a la bacteria 

patogena no tiene soporte porque esta establccido previamenle que 

la diferencia de indice de crecimiento cs solamente ccrca de un 

25% en favor de la probiotica. Asf, no cs posible que una mezcla 

que contienc inicialmente mil veces mas E22 pueda resultar, 

despues de 4 boras en una mezcla conteniendo mayorilariamente la 

otra bacteria.

Una segunda cxperimentacion similar fue realizada, en este 

caso analizada con la prueba inmunologica colony-blot, ulilizando 

cl anticucrpo monoclonal especifico de E22. En cstas condiciones 

las colonias positivas son E22 y las otras corresponden a la bacteria 

probiotica. La confirmacion de esta cuantificacion fuc realizada en
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los cultivos E22/ILI con una segunda prueba inmunologica 

dcsarrollada por Donoso y San Miguel, utilizando un anticuerpo 

monoclonal especiTico de ILI. Los resultados son mostrados cn los 

graficos siguicnles.
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Asf se establccio quc despues de 4 boras de cullivo, la 

evolucion de los numcros iniciales de cada bacteria esta solamente

relacionada con la difcrencia de sus respectivas tasas de 

crecimiento. Bn base a estos resnltados, parece que las bacterias 

“probioticas" no pueden malar a la bacteria patogena. si no 

solamente compctir.
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CONCLUSIONES

un

con

o

Un primer Ira ba jo consistid en caracterizar la cepa E22 

lecnicas innovadoras a la cscala de la bacteriologfa de camaron. Asf, cl 

patron de restriccion del ADN gendmico fuc determinado y la ausencia 

de plasmido fuc cstablecida. La reactividad de dos anticuerpos 

monoclonalcs, previamente preparados contra otra cepa de Vibrio 

harveyi ( 82 ), fue demostrada y permitid desarrollar una prueba 

inmunoldgica de tipo colony-blot. Esta prueba demostrd ser una 

herramienta particularmenle poderosa para reconocer especificamente 

la bacteria E22 en diferenles cxperimcntacioncs in vitro.

Este trabajo fue realizado con cl objetivo de establecer un modelo 

simple que permita cstudiar a nivel celular y molecular los mccanismos 

de patogenicidad y de probiosis cn bactcrias asociadas a camarones. Las 

cepas fueron seleccionadas sobre la base de dalos empfricos y 

rclativamente inciertos cn cuanto a su caracter patogenico o probidtico. 

La cepa E22 fuc aislada de larvas de camaron enfermas con smtomas de 

“bolitas” y fue experimentalmente capaz de reproducir el smdrome. 

Las cepas ILI y 158 fueron ulilizadas como “probidtico” en 

laboratorio de larvas con “exito relativo”.

Las experimentaciones in vitro que tuvieron como objetivo 

identificar parametros o factorcs de cultivos diferencialmcnte 

favorables a las bactcrias "probidticas" fueron infructuosas, con 

cxcepcidn del uso de la oxilctraciclina a la concentracidn de 2.4 ppm
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que eran mantenidos en I os respectivosen

En Io concerniente a la elaboracion de tin modclo in vitro para 

estudiar las interacciones entre cepas bacterianas, el presente trabajo 

constituye una innovacion real en cl campo de la bactcriologia del 

camaron ya que, ha sido demostrado que es posible analizar con una 

gran precision el destino de cada tipo bactcriano en prucbas de 

interaccion. En base a los resultados obtenidos hasta el momento no se

A corlo plazo, el modclo in vitro permitira cl analisis de sistemas 

interactivos mas complejos asociando cclulas de camaron/bacteria. Ast, 

con cl uso de tccnicas complemcnlarias como la microscopia electronica 

y la inmunohistologia va a scr posible estudiar los mccanismos de 

fijacidn de bacterias a las cclulas intestinales, los procesos citopaticos y 

evcntualmente las competicioncs bacterianas para colonizar los epitclios 

celulares. Ademas, las interacciones de bacterias con cl sistcma

pucdc concluir sobrc una capacidad probiotica de las cepas I LI y 158 

contra la cepa E22- Es posible que estas cepas no tengan caracter 

probiotico, o que cl mccanismo de probiosis no corrcsponda a una 

interaccion directa entre las bacterias.

que pucdc tener un efeclo Ictal sobre la cepa patogena E22 y solamentc 

inhibidor sobrc las cepas "probidticas".

inmunitario sc pucden estudiar in vitro a nivcl molecular ( pcptidos 

antimicrobianos, etc. ) y cclular ( hcmocitos ).

Cabe recalcar, que los antibioticos provienen de diferentes 

laboratorios y no se licnc conocimiento accrca de la calidad de los 

mismos y la forma 

laboratorios.
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RECOMENDACIONES

sc

Estableccr conexiones entrc cl modelo in vitro y el modclo in 

vivo ( ver tesis de Lorena San Miguel ) para determinar la naturaleza 

patdgena o probiotica de bacterias asociadas al camaron.

Estableccr estudios que conlleven a la utilizacion de cepas 

probioticas en piscinas camaroneras y determinar los efectos que 

prscsentan al eliminar grandes volumenes de agua con bacterias.

Htilizar cl modelo in vitro actualmente dcsarrollado para 

investigar el efecto de los parametros relacionados con la tecnologia de 

larvicultura sobre diferentes tipos de bacterias asociadas a camaron.

Implcmentar el modelo in vitro para cstudiar la interaccion 

bactcria/celula intestinal. Io que significa trabajar sobre las lecnicas de 

cultivo de celulas de camaron y cventualmente la obtencion de cultivos 

axenicos.

Profundizar en la caracterizacidn genetica de bacterias asociadas a 

camaron. dirigiendo el trabajo a la idcntificacion de genes implicados en 

procesos de patogcnicidad y probiosis, mediantc lecnicas de hibridacion 

nuclcica.

Valorizar cl modelo in vitro para cribar cepas bacterianas 

posiblcmcntc probioticas, particularmente cepas que produzcan 

moleculas bactericidas cspeciTicas contra cepas patogenas.
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Poi ultimo, cs importanle sugerir que cl CENAIM se encargue de 

comprar los reactivos necesarios para los difcrentes lipos de pruebas 

(ejemplo: antibioticos), ya que asi, podremos estar seguros de la calidad 

de los mismos y evitar problcmas de adulteracion.
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