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RESUMEN

LLa produccion y el desarrollo de la larvicultura de camarén en
Ecuador, asi como en otros paises, se ha visto afectada por problemas

patolégicos, particularmente, de origen bacteriano de tipo vibriosis.

El control de enfermedades bacterianas depende de una mejor
caracterizacion y conocimiento de las cepas asociadas a las larvas, con el
fin de determinar aquellas que son patdgenas y aquellas que son
probidticas. Teniendo este objetivo, se ha desarrollado un programa de
investigacion enfocado al estudio de una cepa de Vibrio harveyi ( E,; )
asociada al sindrome de "bolitas" y de cepas de Vibrio alginolyticus

(ILI y 158) utilizadas como posibles probidticos.

lLa caracterizacion bioquimica de la cepa Eyy de Vibrio harveyi
fue complementada por una caracterizacion del material genético con
RFLP y determindandose la ausencia de ADN plasmidico y por una
caracterizacion antigénica mediante el uso de anticuerpos monoclonales.
Estos anticuerpos permiticron desarrollar un test de tipo colony - blot
para detectar y cuantificar a esta bacteria cuando esta presente en

mezclas de bacterias asociadas al camaron.

Las caracteristicas de crecimiento de cada cepa fueron analizadas
en relacion a diferentes parametros fisico-quimicos ( pH, salinidad y
temperatura ) y a la presencia de diferentes productos utilizados en la

larvicultura de camardon ( EDTA. tiosulfato, nitrato sddico. fosfato



sddico, sacarosa, antibidticos ). Estos analisis no permitieron identificar
una condicién mas favorable para las bacterias de tipo probidtico y
consccuentemente explotable en larvicultura, con excepcioén del uso de la
oxitetraciclina, que a una concentracién de 2.4 ppm tiene un efecto letal
para E,, y solamente inhibider para las ceépas prebiéticas. lLas
interacciones entre bacterias de tipo patégeno y probidtico fueron
estudiadas mediante experiencias de co-cultivos in vitro . Los resultados
no revelaron un efecto inhibidor de la cepa LI sobre la cepa E,, . pero,
mostraron una tasa de multiplicacién mayer, que pedria estar

relacionado con su capacidad probidtica.

Este trabaje que integra nuevas metodologias para la
caracterizacien y el analisis in vitre de cepas bacterianas, constituye un
primer modelo para el estudio enfocado al control de las bacterias

asociadas con larvas de camaron.
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INTRODUCCION

LLa actividad acuicola en el Ecuador ha desarrollado el cultivo ¢n
cautiverio del camaron Penacus vannamei. Uno de los factores claves en
la industria camaronera es la regular y creciente provision de postlarvas
que no puede ser cubierta tnicamente por la recoleccion del medio

natural.

Esto trajo como consecuencia que a partir de 1984 para garantizar
el regular abastecimiento de postlarvas de camardn, fueran instalados
laboratorios debidamente equipados para obtener inicialmente, larvas de
la especie P. vannamei . aunque actualmente también se producen larvas

de P. stylirostris

Sin embargo, los sembradores prefieren adquirir las postlarvas
silvestres aduciendo que su supervivencia y desarrollo son mejores. Por
lo tanto, es necesario una optimizacion de la produccion de postlarvas en
laboratorios, para asi obtener larvas de buena calidad, que tengan una
mejor adaptacion a las condiciones de manejo y puedan enfrentar las

enfermedades que se producen durante el cultivo.

Diversas enfermedades infecciosas han afectado el rendimiento de
muchos laboratorios. Diferentes grupos de bacterias han sido implicados
como causantes de enfermedades y mortalidad en peneidos cultivados,
siendo los vibrios los agentes bacterianos comtinmente encontrados en

estas patologias.  Sin embargo, las bacterias son mal entendidas



epidemioldgicamente hablando, esto se debe a la falta de métodos de

diagnostico y de controles zoosanitarios adecuados.

Hasta ahora, las técnicas utilizadas para la identificacion de
enfermedades bacterianas en los laboratorios de produccién de larvas de
camarén se basan en la observacién del color de las colonias en cultivo en
agar TCBS y la caracterizacion de aislados patdgenos y no patdogenos en
funcion de su color verde o amarillo, asumiendo que las colonias verdes
son patogenas y las amarillas no patégenas. Esto es un criterio primitivo.
si se toma en cuenta que la expresion de un color en un medio especifico
estd dado por un gen diferente al involucrado en la patogenicidad de la

cepa y no tienen relacion obligatoria.

También se recurre a la identificacién de bacterias por medio del
uso de pruebas bioquimicas, que requieren un tiempo no disponible
cuando se¢ presenta una epidemia en un laboratorio y que ademds no
aportan datos que permitan distinguir entre especies ni cepas patogenas y
no patégenas o incluso probidticas.  Por otro lado. el uso rutinario de
antibidticos a concentraciones subletales ha contribuido al desarrollo de

cepas resistentes.

Por lo tanto, actualmente se requieren técnicas que permitan
obtener una identificacion precoz y acertada de los agentes patogenos que
afectan a la larvicultura del camarén, lo que permitird tomar medidas de
prevencién y control antes de que se manifiesten los sintomas de la
enfermedad y se produzcan mortalidades en los tanques de cultivo. A
largo plazo, sc pretende lograr una mejor utilizacion de las bacterias

probidticas en los laboratorios lo que va a ayudar a controlar las



bacterias patégenas que alectan al camarén; ademds, se debe tratar de
conseguir lineas de camarones resistentes a enfermedades, por medio de la

seleccion genética de los mismos.

El objetivo de este estudio es poder estandarizar técnicas de
identificacion y caracterizacion que permitan detectar y diagnosticar
rapida y facilmente cepas bacterianas. Para esto, se ha desarrollado en el
CENAIM, en el contexto de tesis de grado, un primer modelo
bacteriolégico que corresponde a la caracterizacion de una cepa de Vibrio
harveyi ( E,, ) responsable del sindrome de ~ bolitas ~. Tomando como
referencia las técnicas de diagnostico utilizadas en salud publica y
veterinaria, se¢ han e¢laborado sondas moleculares (anticuerpos
monoclonales y sondas nucleicas) que permiten caracterizar estas bacterias
a nivel antigénico y genético. Estas sondas han sido probadas como
reactivos especificos muy utiles en la elaboracion de tests de diagndstico
rapido, como el colony blot. Ademas, estas sondas y los ensayos han
permitido iniciar estudios de las interacciones in vifro entre una cepa
patégena de Vibrio harveyi ( E,; ) y dos cepas de Vibrio alginolyticus
(ILI y 158) potencialmente probidticas, con el objetivo de determinar las
condiciones de crecimiento, los mecanismos de accidon y la naturaleza
patégena o probidtica de las mismas. Esta informacion es necesaria para
establecer modelos que nos servirdan para tener un mejor control de las
vibriosis que se presentan en los laboratorios de larvas de camardn

mediante la utilizacién adecuada de bacterias probidticas.



CAPITULO 1

ANTECEDENTES

1.1.- LARVICULTURA Y CULTIVO DE CAMARON

Ecuador se ha convertido en el primer pais productor de
camardn del hemisferio occidental ( 75% de la produccion total ),
es el quinto productor a nivel mundial y el segundo mayor
productor mundial de camarén en cautiverio. La principal especie
cultivada es el Penaeus vannamei , conocido como Camarén blanco
del Pacifico. La tecnologia de cultivo puede ser clasificada como
semi-intensiva y semi-extensiva con un promedio anual cosechado
de 2250 libras por hectareas de camarones enteros ( Camara

Nacional de Acuicultura, 1995 ).

l.a industria ecuatoriana del camardn esta orientada hacia la
exportacion.  El camarén representa el 35% de las ventas al
exterior de productos primarios, siendo el segundo producto no
petrolero que mayores ingresos genera al pais superado sélo por el
banano; en 1994 se exportaron 504 millones de délares. Estados
Unidos es el mercado mds importante para las exportaciones
ccuatorianas. El 65.4% de las ventas externas de camaron se
dirigen a ese pais siendo Ecuador el segundo proveedor del
producto para ese pais. Las exportaciones ecuatorianas a los paises

de la Union Europea se incrementan y la demanda del producto
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cobra mayor interés ¢ importancia ( Camara Nacional de

Acuicultura, 1995).

“ste desarrollo acelerado de la industria de la acuicultura le ha
permitido al Ecuador tener una de las infraestructuras mas grandes
y mas altamente especializadas de laboratorios de larvas y de
industria de alimentos para especies acuicolas ( Camara Nacional

de Acuicultura, 1995 ).

En 1968 aparecen los pioneros de la industria camaronera
ecuatoriana y se instalan fincas en una superficie de 283 hectdreas.
Al llegar a 1976 las fincas de camarén habian alcanzado las 6475
hectdreas. Pero realmente fue en 1977 cuando en Ecuador se inicia
la industria de la acuicultura, con el cultivo del camarén silvestre
en cautiverio. Desde entonces no sélo aumentaron las empresas
que invirtieron en los cultivos, sino que el sector se diversifico y
cada vez fueron mas las empacadoras, laboratorios y fabricas de
alimentos para camardn y una serie de industrias relacionadas con

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

El desarrollo de los laboratorios de larvas en Ecuador lo inici6é
Semacua en 1979 con un proyecto integrado de produccion de

larvas de camarén con tecnologia francesa ( Barniol R., 1995 ).

El afio de 1984 fue decisivo para el crecimiento de los
laboratorios. El fénomeno climdtico contrario de El Nino,
[lamado LLa Nina, sumado a la enorme competencia por encontrar

larvas para las camaroneras hizo pensar al sector en la necesidad de
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contar con instalaciones de produccién de larvas (Barniol R.,

1995).

Desde entonces han surgido 343 laboratorios ( Subsecretaria de
Recursos Pesqueros, 1995 ) que abastecen un alto porcentaje de la
semilla requerida para los cultivos en las camaroneras. Sin
embargo. muchos de los laboratorios de larvas actualmente estin
en crisis debido, en parte, a la aparicion de enfermedades, siendo
las mds importantes las causadas por virus y bacterias, y entre €stas
dltimas, las vibriosis parecen ser las principales responsables de

altas mortalidades.
1.2.- ENFERMEDADES VIRALES

Los virus son los mds diversos y numerosos de los agentes
microbianos descritos para los crustaceos marinos. Actualmente
mads de 30 virus pertencientes a las familias: Parvoviridae,
Herpesviridae, Baculoviridae, Picornaviridae, Reoviridae,

Birnaviridae, Rhabdoviridac y Bunyaviridae han sido descritos.

Ciertos virus encontrados en tejidos de crustidceos no estdn
asociados con ninguna enfermedad descrita. Para algunos de estos
agentes, el estadio mas critico del huésped no ha sido examinado.
Otros virus simplemente estin bien adaptados al huésped y la

infeccion no implica el desarrollo de enfermedad.

Muchos ejemplos de infecciones virales asociados a daifios
celulares han sido reportados en crustaceos del medio silvestre

(Couch, 1974; Sparks and Morado, 1986 en Brock and Lightner,
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1990 ); corroborando datos que demuestran que las infecciones
resultantes en morbilidad y mortalidad bajo condiciones naturales

son deficientes.

En la acuicultura de camarones marinos, los virus producen las
mayores pérdidas por enfermedad por lo que el manejo de las
enfermedades virales es particularmente importante para el éxito
del cultivo. Desde que el cultivo de camarén se inicid con la
captura de animales salvajes, numerosas patologias de tipo viral
han sido detectadas en los sistemas de cultivo. Ademas, estos
patégenos contintan disemindndose sobre amplias dreas geograficas
con el traslado de stocks de camarones para propoésitos acuicolas
(Brock and co-authors, 1983; Lightner and co-authors,1983;
Colorni and co-authors, 1987; Lightner and Redman, in press, en

Brock and Lightner, 1990).

Uno de los virus que cominmente afectan a distintas especies
de camarones es el Baculovirus penaei , que se encuentra afectando
el hepatopancreas de juveniles y adultos, es el causante de
epidemias agudas en las poblaciones de camarones en los
laboratorios. El B. penaei es uno de los dos virus mas comunes en
el cultivo de camarén en América, otro es el IHHN. Sin embargo,
la infeccion por B. penaei es la causa mas frecuente de mortalidad
en los laboratorios de Penaeus vannamei ( Akamine and Moores,

1989, en Lightner, 1984 ).

Al detectarse inicialmente esta enfermedad, estaciones de

cuarentena que revisaban las heces de las hembras se pusieron de
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moda en desovaderos y laboratorios integrados. En corto tiempo
estas instalaciones o procedimientos se desecharon ya que se
comprobé que el porcentaje de hembras infectadas era muy alto en
¢l medio natural, que el método de deteccién viral no era muy
eficiente y que en las instalaciones de maduracion se mantenia la
presencia del virus pese a la seleccién por cuarentena. Por lo
tanto, el control de la infeccién por B. penaei en laboratorios
comerciales de camarén varia dependiendo de la crianza y manejo

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

Otra enfermedad de tipo viral que afecta el cultivo de camarones
peneidos es el Sindrome de Rostrum Deforme y enanismo ( RDS ),
provocada por la presencia del virus IHHN. Su diagnéstico se lo
hacia por medio de histologia observando cuerpos de inclusion.
Nuevas técnicas mas sensibles de detecciéon de este virus, por
medio del uso de sondas géneticas confirman el alto indice de
presencia viral en los reproductores del medio natural e

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

lLos signos reportados de la enfermedad estdn basados
principalmente en observaciones hechas con juveniles cultivados de
Penaeus stylirostris . lLos juveniles P. stylirostris clinicamente
afectados se presentan débiles, erraticos, invertidos, con nado en la
superficie; eventualmente, detienen sus movimientos y se hunden
lentamente hacia el fondo del tanque con reflejos lentos. Otros
signos son no especificos e incluyen anorexia, letargia y debilidad.

lLa mortalidad puede exceder el 90% dentro de pocas semanas y
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darse la mortalidad en animales de 0.05 a 2.0 g (Bell and Lightner,

1987, en Brock and Lightner, 1990).

1.3.- ENFERMEDADES BACTERIANAS ASOCIADAS
AL CAMARON

Las bacterias marinas se encuentran entre los principales agentes
etiolégicos causantes de enfermedades en crusticeos marinos,
capturados del medio natural o cultivados. Las bacterias Gram -
negativas son predominantes en los ambientes marinos ( Brisou
and co-authors, 1965, en Lightner, 1992 ) y usualmente
constituyen la mayor parte de la flora intestinal de crustaceos,
aunque también son importantes para los crusticeos marinos las

bacterias Gram - positivas.

Un nimero de bacterias han sido implicadas como causantes de
enfermedad y mortalidad en peneidos cultivados, especialmente en
los estadios de larva, postlarva y juvenil ( Johnson, 1978; Lightner,

1983, en Lightner, 1984 ).

Entre las bacterias Gram - negativas que causan septicemias en
crusticeos marinos predominan los miembros de la familia
Vibrionaceae, principalmente del género Vibrio ( Baticados,
1988, en Brock and Lightner, 1990 ). El V. parahaemolyticus es
frecuentemente reportado como patdgeno para ciertos crustaceos
marinos ( Lightner, 1988, en Brock and Lightner, 1990 ). Otros
vibrios implicados son V. anguillarum, V. alginolyticus, V.

algosus, V. harveyi 'y V. splendidus, V. panulirus, V. cholerae
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(non 0-1) y Vibrio sp. Otras bacterias Vibrionaceae oxidasa -
positiva, implicadas en enfermedades bacterianas del camardén son
las Aeromonas sp. ( Lightner and Lewis, 1975; Lightner, 1988, en
Brock and Lightner, 1990 ). Epidemiolégicamente, la vibriosis
ocurre cuando el huésped marino es afectado y los mecanismos de
defensa no estan capacitados ni para prevenir la entrada de las
bacterias ni para impedir la multiplicacion bacteriana una vez que

los organismos han invadido al hospedador.

L.a vibriosis puede ocurrir tanto en animales cultivados o
capturados, en todas las especies y estadios de crecimiento, pero
particularmente en animales jovenes ( larvas a postlarvas ) bajo
ciertas circunstancias como la alta temperatura del agua, la mala
calidad de la misma, bajo recambio de agua y poco oxigeno
disuelto, que pueden ser considerados como factores estresantes
(Barkate, 1972; Vanderzant and co-authors, 1970; Lewis, 1973:
Lightner and Lewis, 1975; Lightner, 1977, 1983, 1985, 1988;
LLeong and Fontaine, 1979; Tareen, 1982; Takahashi and co-
authors, 1985; Sunaryanto, 1986; Baticados, 1988, en Brock and
Lightner, 1990).

LLas infecciones bacterianas en camarones puede tomar cuatro
formas generales: erosiones de la cuticula de la superficie del
cuerpo, agallas, y apéndices ( necrosis bacterial y enfermedad del
caparazon ), lesiones localizadas dentro del cuerpo, septicemias
generalizadas y evacuaciones significativas de heces ( Lightner,

1983, en Lightner, 1984 ).
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Los signos y las lesiones que se presentan incluyen letargia y
debilidad, conducta hiperactiva antes de gran inactividad,
desorientacion en el nado, reclinacién sobre el lado dorsal, ventral
o lateral, flexion dorsal de la cola o una posicion baja de la cabeza,
movimiento lento y continuo de los pleépodos y periépodos. La
muerte por septicemias bacterianas es rdpida en peneidos
infectados experimentalmente y ocurre dentro de 2 a 4 horas

después de iniciarse la presencia de los signos clinicos.

En general, los bacilos Gram - negativos crecen facilmente en
agar de soya ( Tryptic Soy Agar, TSA ), agar de infusién de
cerebro y corazén ( Brain Heart Infusion Agar, BHI ), agar
marino, y el medio selectivo Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose
Agar (TCBS), por lo que estos medios son utilizados habitualmente
en los laboratorios de larvas de camarén para la determinacion de

la carga bacteriana presente en los mismos.

LLa prevenciéon de las enfermedades bacterianas en los
laboratorios de larvas de camardn se basa en una serie de medidas
de manejo y tratamientos quimicos. Entre las medidas de manejo
se destaca el mantenimiento de la calidad de agua con una baja
biomasa de bacterias mediante el uso de desinfeccién o filtraccion
del agua de entrada o de recirculacién; el control de las
temperaturas extremas o variaciones bruscas; el uso de dietas
nutricionalmente balanceadas, la reduccién al maximo posible de la

manipulacién de los animales y el uso de bacterias probidticas.
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Los productos quimicos se utilizan tanto como profilaxis como
terapéuticamente. lLos quimicos utilizados son de dos tipos:
sustancias antibidticas y no antibidticas. Algunos de los
compuestos usados para el tratamiento de larvas de peneidos son el
acido etilen diamino tetracético ( ethylenediaminetetraacetic acid,
EDTA de 10 a 50 ppm ), verde de malaquita ( 5 a 10 ppb ). Entre
los antibidticos de uso mas frecuente en acuicultura destacan el
cloranfenicol ( 1 a 10 ppm ), la furazolidona ( 1 a5 ppm ) y otros
( Baticados, 1988, en Brock and Lightner, 1990 ). En juveniles y
adultos peneidos los antibidticos son administrados de forma
rutinaria en el alimento ( Takahashi, 1985, en Brock and

Lightner, 1990 ).

En acuicultura, el uso de probidticos en laboratorios
comerciales de P. vannamei en el Ecuador, ha sido reportado por
Morales ( 1992 ), y Garriques y Arévalo ( 1995 ). Los probiéticos
surgen como una alternativa al uso de antibiéticos para el control
de enfermadades en larvas de camardon ( Austin ef al., 1995 ).
Giovanny Chasin en 1990, fue la primera persona en utilizar este

tipo de bacterias e implantar su uso en los laboratorios de larvas.

Los probidticos se definen como: "preparaciones que contienen
microorganismos cuyos metabolitos, cuando se utilizan como
aditivos alimenticios benefician al huésped. En la mayoria de los
casos, los probidticos incluyen microorganismos que son capaces
de crecer y/o funcionar en el tracto digestivo del animal"

(Smoragiewicz et al., 1993).
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Varias enfermedades de tipo bacteriano han afectado la
produccion de los laboratorios ecuatorianos, especialmente a los de
mayor tamano, produciendo elevados porcentajes de mortalidad
en los sitios afectados ( Depto. de Comercio de los Estados Unidos,

1991 ).

Sindrome de bolitas

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

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

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

1991 ).

No obstante, la constante presencia de niveles significativos de

bacterias quitinofilicas en la cuticula de los apéndices bucales,
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eséfago, estomago, hepatopéncreas e intestino, la eficacia aparente
de ciertos antibidticos y la filtracion del agua en el control de las
mortalidades en las fases tempranas de la enfermedad hicieron
pensar que la enfermedad era de etiologia bacteriana ( Bell T. A.

and Lightner D., 1991 ).

[Los primeros signos clinicos son anorexia y ausencia de
alimento en el tracto intestinal. Al microscopio 6ptico se observa
descamacion de las células epiteliales del hepatopdncreas e
intestino, que se observan individualizadas dentro de la luz
intestinal, los tibulos hepatopancredticos generalmente contienen
grandes cantidades de células epiteliales desprendidas ( Bell T. A.
and Lightner D., 1991 ), dando el aspecto de bolitas, lo que dio el
nombre a la enfermedad. Por Gltimo, los movimientos contréctiles
del tubo digestivo cesan y la muerte llega rapidamente ( Morales

I 1992 ).

l.a mayor incidencia del sindrome se observa durante los
estadios de postlarva, pero las mortalidades son mayores cuando se
presenta en estadios mds jévenes como zoea y mysis, pudiendo
llegar a perderse el 90% de la poblacién en 24 horas ( Morales 1.,

1992 ).

Cuando macerados de larvas procedentes de tanques afectados
eran cultivados en TCBS las colonias encontradas a las 24 horas
eran concéntricas, verdes y de aproximadamente 5 mm de
diametro. Estas colonias fueron identificadas bioquimicamente

como V. harveyi , por lo que se consideré que este vibrio era el
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agente causal del sindrome de bolitas. En muestras de cultivos

sanos fio se encuentra esta dominancia ( Morales 1., 1992 ).

Como conclusion, se conoce que las especies de Vibrios son los
principales causantes de enfermedades para los camarones
peneidos, pero existen muchos problemas en cuanto a la
identificacién y caracterizacion de las mismas. Por lo tanto, es
importante realizar una caracterizacién mas detallada, por medio
de pruebas bioquimicas, antigénicas y genéticas, antes de poder

pensar en términos de diagnostico.
1.4.- CARACTERIZACION BACTERIANA

Morfologia de las bacterias

ILas bacterias son organismos procariotas pequefios y simples
en estructura cuando son comparados con las células eucariotas.
[Las bacterias representan uno de los grupos mds importantes de
organismos debido a la importancia ecoldgica y prictica que tienen

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

El tamaifio de las células individuales van de <l pm a 250 pm;
pero la mayoria estin aproximadamente entre 1 y 10 gm. Las

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

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

Dependiendo de las especies, las bacterias pueden tener ciertos

apéndices como flagelos, pili, etc. ( Figura 1 ) Las bacterias
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pueden estar solas o en pares, cadenas, paquetes, etc. Algunas

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

Segtin la especie, las bacterias pueden ser aerobios o anaerobios
obligados o facultativos; pueden ser quimiotrofos y/o fototrofos;
heter6trofos o autétrofos. La energia pueden obtenerla por medio
de procesos de fermentacion, respiracion o fotosintesis ( Singleton

P. and Sainsbury D., 1993 ).

Cuerposde
inclusién
Capsula
Mesosoma Ribosoma
Nucleo
Flagelo Parleclir Membrana
g Proteinas celua plasmatica
Figura 1.- Morfologia de una célula bacteriana Gram-positiva. Las

bacterias Gram-negativas son similares en morfologia.

Genética bacteriana

La reproduccién ocurre asexualmente, cominmente por fision
binaria y algunas veces por gemacién o fision ternaria. Algunas
bacterias forman endosporas, cistos u otras formas resistentes.

Aunque la reproduccién sexual no se da, la transferencia de genes
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entre bacterias puede ocurrir por medio de conjugacion,
transduccién o tansformacion ( Singleton P. and Sainsbury D.,

1993 ).

La conjugacién o transferencia directa se da por el contacto
fisico temporal entre bacterias y depende de la presencia de una
pieza extra de ADN circular o plasmido (Fig. 2). Los pldsmidos
son pequeiias moléculas de ADN circular, independientes del ADN
cromosoémico y presentes en numerosas bacterias ( también en
algunas levaduras y hongos ). Tienen sus propios origenes de
replicacion, se replican de forma auténoma y son heredados de

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

l.os cromosomas de bacterias, virus y células eucaridticas
contienen piezas de ADN que se mueven en torno al genoma. Este
movimiento se llama transposicién. Los fragmentos de ADN que
llevan los genes necesarios para este proceso, y que por lo tanto se
muevan constantemente alrededor de los cromosomas se llaman
elementos transposables o transposones. Los transposones mas
simples son las secuencias de inserciéon o elementos IS, que son
secuencias cortas de ADN que contienen los genes de aquellas
enzimas que se requieren para su transposicion y que se unen en
ambos extremos a secuencias idénticas o muy similares de
nucledtidos en orientacion inversa o repeticiones inversas ( IR ).
Entre las IR hay un gen que codifica una enzima llamada

transposasa y algunas veces algiin gen para otra proteina esencial.
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Figura 2.-Mecanismo de la conjugacion bacteriana.

Esta enzima se requiere para la transposicion y reconoce los
extremos de las IS de forma muy especifica. Los transposones
pueden contener otros gencs, como los de resistencia a antibidticos
0 genes de toxinas. Estos transposoncs S€ llaman transposonces

compuestos. Parece que pldsmidos con resistencias a varias drogas
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son frecuentemente producidos por una acumulacién de
transposones en un solo plasmido. Como los transposones también
se mueven entre pldsmidos y entre cromosomas primarios, genes
resistentes a farmacos pueden intercambiarse entre pldsmidos y
cromosomas., aumentando la resistencia a antibidticos ( Prescott L.,

Harley J., Klein D., 1993 ).

Otra forma de intercambio de ADN entre células, es la
transformacién de ADN. La célula receptora incorpora ¢ integra
en su cromosoma un fragmento de ADN del medio de forma
hereditable. En la transformacién natural, el ADN viene de una
bacteria donadora. El proceso es aleatorio, y cualquier porcién del

genoma puede transferirse entre bacterias ( Figura 3 ).

Cuando las bacterias se lisan, liberan considerables cantidades
de ADN al medio ambiente. Estos fragmentos pueden ser
relativamente grandes y contienen varios genes. Si un fragmento
contacta una célula competente, se une a la célula y es internalizado

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

La transduccion es la transferencia de genes bacterianos por
medio de virus (Figura 4). Los genes bacterianos son
incorporados dentro de la cdpsida 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

transduccién es el mecanismo mas comun para un intercambio de
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A) Transformacién con B) Transformacion
fragmetos de ADN con un plasmido

y/4 \ ADN

< Fragmentosde ADN plasmidico
—\ Cromosoma
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bacteriano
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Tomade ADN slgmaricy

O 0 O
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recombinacion )
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\
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Transformacion estable Transformacién sin éxito

Figura 3.- Transformacion bacteriana. Transformacién con ( a) fragmentos
de ADN y (b) plasmidos. La transformacién con plasmidos puede ser también
inducida artificialmente en el laboratorio.

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

D., 1993 ).



Taxonomia bacteriana

LL.a taxonomia de las bacterias hasta ahora, estaba basada en
criterios como reacciones Gram, morfologia, requerimientos de
sustratos, presencia o posicion de flagelos, etc. Actualmente, se
estd dando mayor importancia a criterios de tipo antigénico y de

biologia molecular ( Singleton P. and Sainsbury D., 1993 ).
1.4.1.- Vibrios

Pertenecen a la familia Vibrionacea y son bacterias que
presentan forma de varillas rectas o curvas, de 0.5 - 0.8 ym
de anchoy 1.4 - 2.6 ym en longitud. Son Gram - negativas,
de motilidad por medio de uno o mas flagelos polares, son
anaerobios facultativos, quimiorganotréficos teniendo
metabolismo de tipo respiratorio y fermentativo.
Temperaturas 6ptimas varfan considerablemente, todas crecen
a 20° C, muchas a 30° C. Son oxidasa positiva, fermentan
carbohidratos,-incluidas maltosas, D - manosa y trehalosa.
Muchas son sensibles al agente vibriostdtico (bacteriostéitico)
0/129 ( Daiichi Seiyaku Co. Ltd., DTI - 11129 ). lones de
sodio estimulan el crecimiento de todas las especies y son
requerimientos importantes para muchas especies. Son de
habitats acudticos con amplio rango de salinidades; muy
‘comunes en medios marinos y estuarinos y en la superficie y
dentro del contenido intestinal de animales marinos, algunas

especies son de agua dulce. Ciertas  especies
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son patdgenas para humanos, pero muchos lo son para
vertebrados e invertebrados marinos. Los patdgenos humanos
mas representativos son V. cholerae el agente causante del
cblera; V. parahaemolyticus , el mayor causante de
envenenamiento por ingestion de peces y moluscos
contaminados; y V. vulnificus , que causa septicemia. Todas
estas especies estan asociadas con infecciones intestinales y
diarreas ( Holt J.G., Krieg N.R., Sneath P., Staley J., Williams
S., 1994 ).

1.4.2.- Caracteristicas y biologia del Vibrio cholerae

Tomando como referencia los estudios de ciertas bacterias
en lo que respecta a salud publica, se ha probado que el V.
cholerae es un excelente modelo para estudiar la colonizacién
de las superficies mucosas del intestino en el humano y ver los

efectos de la toxina en las células del hospedador.

La virulencia del V. cholerae puede ser explicada por
medio de tres factores: la presencia de flagelos, que permiten
que las bacterias se muevan hacia la superficie de la mucosa;
pilis, que son estructuras que permiten la adherencia de las
bacterias a las células mucosas; y la produccién de una
exotoxina, cholera toxin ( Ct ), que actia en las células

intestinales produciendo diarreas severas.

El V. cholerae tiene un solo flagelo polar, que ayuda a la

bacteria a llegar a la mucosa intestinal, ya que existe evidencia



de que mutantes no mdétiles son menos virulentos que aquellas

cepas que presentan el flagelo.

Los largos filamentos pili se encuentran formando paquetes
en la superficie de la bacteria y juegan un papel muy
importante en la colonizacién de la mucosa intestinal. Los pili
han sido denominados Tcp pili ( toxin coregulated pili ) por
que los genes que codifican para la formacién de estos pili
estan regulados igualmente por genes que codifican a la toxina
Ct. Cepas mutantes sin Tcp no son virulentos, pero atin se
desconoce la forma de interaccion entre los Tcp y las células
del hospedador y los receptores de las mismas no han sido

identificados.

Debido a su importancia como un factor de virulencia y su
interesante mecanismo, la Ct ha sido intensamente estudiada a
nivel bioquimico y genético. Los mutantes que no producen
la Ct no son capaces de producir los sintomas del célera y
tampoco son capaces de colonizar la mucosa intestinal. Por lo
tanto, aunque aun es desconocido, se cree que la Ct puede
tener una funcion en la colonizacion de la bacteria en las

células intestinales.

Sin lugar a dudas, la Ct es la causa principal de los sintomas
de la enfermedad del cdlera, pero hay ciertas cepas del V.
cholerae que producen otras toxinas, ademds de la Ct. Estas
toxinas pueden ser la Zot ( zonal occludens toxin ) que afecta

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



(accessory cholera enterotoxin) que puede causar diarreas

moderadas.

Los factores CtxA y CtxB ( de la toxina del célera ) estdn
localizados en un elemento genético moévil que puede ser un
transposon, y solo las cepas mutantes que adquieren este
transposén producen toxinas. Algunas cepas producen mas
toxinas que otras y en muchos casos esto es debido a la

duplicacion del elemento portador del CtxAB.

Ademas, se conoce que los genes de la Zot y Ace estan
localizados cerca del gen de la CtxAB dentro del cromosoma
y pueden estar en el mismo elemento movil; lo que indica, la
posibilidad de que estos genes se encuentren formando un
paquete de virulencia que puede ser amplificado durante la
infeccion, dandole a las bacterias una mayor ventaja selectiva

bajo una variedad de condiciones.

Ciertas cepas de V. cholerae producen una proteina
superficial que aglutina eritrocitos ( hemaglutinina ). Estas
proteinas se ha comprobado que son adhesivas en otros
patégenos bacterianos y podrian contribuir a la adherencia del

V.cholerae en el intestino.

Otro posible adherente o factor colonizador esta codificado
por un grupo de genes denominados genes del factor accesorio
de colonizacién (accessory colonization factor, acf). Estos

genes producen proteinas externas de la membrana que parece



que tienen un rol importante en la colonizacion, por que cepas
que no presentan acf muestran poca habilidad para colonizar
el tracto digestivo de los animales ( Salyers A., Whitt D.,
1994 ).

1.4.3.- Vibrios marinos

Al igual que los estudios realizados con el V. cholerae se
pueden realizar investigaciones de diferentes tipos para otros
vibrios como los que afectan al cultivo de especies de interés

en la acuicultura.

Avances significativos se han hecho en la caracterizacion de
luciferasas y otras proteinas especificas de lux , asi como de
los mismos genes de lux de un nimero significativo de
especies de bacterias luminiscentes marinas y terrestres

(Meighen EA., 1993).

Para muchas especies, la intensidad de luz por célula es
altamente dependiente del crecimiento celular, dando como
resultado una mayor incidencia de la luminiscencia a altas
densidades de cultivo. Segtin estudios realizados por Wright
et al. ( 1994 ) con cepas de V. harveyi la luminiscencia se
verd afectada por la concentracién de moléculas extracelulares
( autoinducers ) en el medio de cultivo y también por la
presencia en cepas mutantes de transposones de genes de lux,
lo que a su vez, indica que no hay relacién directa con genes

de toxina o de flactores de virulencia.
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La utilizacion de sondas nucleicas especificas permiten
separar diferentes especies de bacterias por grupos y familias.
Kita-Tsukamoto y sus colaboradores en 1993, separaron a la
familia Vibrionaceae en 7 grupos mediante el uso de una

secuencia 16S rRNA.

La presencia de plasmidos en ciertas bacterias puede estar
involucrada con la virulencia de la cepa o la resistencia de la
misma a ciertos antibiéticos. En 1992 en un trabajo realizado
por Valla S. er al., se utilizaron cepas de Vibrio salmonicida
y Vibrio anguillarum  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 RSF 1010. La cepa que se obtuvo sin pldsmido se
comportaba igual que las cepas "salvajes" en pruebas de
patogenicidad en peces. Por lo tanto, se puede concluir que en
ciertas cepas bacterianas el ADN extracromosémico no es
requerido para la expresion de la virulencia, pero si es una
herramienta Jtil para la caracterizacion y clasificacion de

bacterias.

Otro método de caracterizacién muy dtil para las bacterias
es el uso de pruebas inmunolégicas, que con una gran
exactitud nos permite tener dentro de una misma especie de
bacteria, diferentes serotipos. En 1991, en el National
Veterinary Institute de Noruega, de 264 cepas clasificadas

tentativamente como V. anguillarum  por otros métodos,



fueron identificadas dentro de esta especie solo 179 cepas y
clasificadas en dos serotipos 01 y 02, mediante el uso de

pruebas antigénicas.

Por lo tanto, teniendo nuevas técnicas de identificacion y
caracterizacion de cepas bacterianas se puede dar un gran
avance en lo que respecta al estudio de agentes patégenos que
afectan a la acuicultura. Ademads, estas técnicas no solo
ayudan a identificar a las bacterias sino tambi¢n a tener un
mayor control de las enfermedades mediante el diagnéstico de
cepas patdgenas antes de que se presenten los sintomas de la

enfermedad.
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Tabla 1.- Caracteristicas diferenciales entre géneros y familias en el
Grupo 5 del Manual de Bergey.

Caracteristicas Familia Familia Familia
Entero- Vibrionaceae || Pasteure-

bacteriaceae llaceae

Diametro celular,jim 0.3-1.5 0.3-1.3 0.2-0.4

Forma celular:

Bacilos rectos + D +

Curvos o vibrios - D -

Tincion Gram - - -

variable

Acidez desde D- + + +

olucosa

Productos de

fermentacion del
azucar: -~ = -
Ethanol « - -
Acidolactico = - .
Acidoacético

Coionias violetas - -

Motilidad D e -

Presencia de flagelos:
Polar - +
| ateral 4f =
Ambos - D

Oxidasa - D D

Catalasa +€ D D

Reduccion de NO3 a +€ 3€ +€
NO2

Produccidon de Indol D D D

Cepas que corroen al - - -
agar

Requerimiento de Na - D -
yara crecimiento

Requerimieto de -€ e +
nitrégeno organico

’atogenicidad en D - -
lantas

Clausante de - - -
donovanosis
(granulomainguinal)
en humanos

Causante de vaginitis - - -
cn 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




Tabla 2.- Diferenciacion del género Vibrionaceae

41

Caracteristicas

Vibrio

Photo
bacterium

Aeromonasil

Plesio
monas

Enhydro
bacter

Flagelo polar
cubierto

Motilidad

()€

Acumulacionde
poly-B-
hydroxybutyrate
con la inhabilidad
de utilizar B-
hydroxybutyrate

Requerimiento de
Na para
crecimiento

Lipasa

(+)b

(+)

Utilizacion de D-
manitol

()=

(+)

Sensibilidad al
compuesto
vibriostatico 0/129

Mol% G+C de
ADN

38-51

57-63

66

+= todas las especies son positivas

(+)= muchas especies son positivas

-= todas las especies son negativas

D= algunas especies son positivas, algunas negativas
b= V. nereis, V. anguillarum

biovar I, y V. costicola son negativos

c= V. nereis, V. anguillarum biovar Il, y V. marinus son negativos
d= Hay ciertas excepciones
e=Excepto A.medio y A. salmonicida




CAPITULO 11

MATERIALES Y METODOS

2.1.- MATERIAL BIOLOGICO
2.1.1.- Cepas bacterianas
Ea. ( Vibrio harveyi )
ILI ( Vibrio alginolyticus )
158 ( Vibrio alginolyticus )

[La cepa bacteriana E,, fue aislada de un laboratorio
de larvas de camarén en la Peninsula de Santa Elena e
identificada bioquimicamente como V. harveyi en 1994 por

Jenny Arauz en el CENAIM.

LLa cepa ILI fue aislada por Iliana Morales en 1994 en
el laboratorio de larvas de camarén EBISA de una muestra

de agua de mar y [ue identificada como V. alginolyticus .

[La cepa bacteriana codificada como 158 fue aislada de
tanques de produccion de larvas del laboratorio EBISA en
1995, y asi mismo fue identificada bioquimicamente comoV .

alginolitycus .
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2.1.2.- Anticuerpos monoclonales
2C9 ( liquido ascitico )
9H4 ( liquido ascitico )
2B6 ( liquido sobrenadante )

LLos hibridomas 2C9 y 9H4 fueron obtenidos por
medio de la inmunizacion de ratones Balb/c con la cepa
bacteriana deV. harveyi codificada como "S,", patégeno
causante de la enfermedad conocida como “Sindrome de
bolitas™. Junto a tres hibridomas mas (6E7. 10F4 y 10HIT)
fueron seleccionados mediante un cribado con el método de
ELISA. Cuatros cepas bacterianas: V. parahaeomolyticus,
V. alginolyticus, V. harveyi 'y Aeromonas sp fueron
probados para demostrar la especificidad de los mismos.
Estos hibridomas fueron obtenidos en una fusion efectuada
en agosto de 1993 y producidos en fluido ascitico ( Philippe

Audiot, 1995, comunicacién personal ).

Se realizaron inmunizaciones a ratones Balb/c con
suspensiones de una cepa bacteriana probablemente
probidtica ( IL1 ) y mediante una fusién efectuada en mayo
de 1995 se obtuvieron los hibridomas 2B6, 12G6 y 2G1. Se
probé la especificidad de los mismos mediante la técnica de
dot-blot, analizandése una cepa de V. harveyi ( E,; ), dos
cepas de V. alginolyticus  ( 1L1 y 158 ) y con otros dos

género de bacterias: Yersenia sp. 'y Escherichia coli. El
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sobrenadante 12G6 reconoce tanto a la cepa 1LI como a la
codificada como 158, mientras que los sobrenadantes 2B6 y

2G 1 reconocen especificamente a la cepa LI
2.2.- TECNICAS BACTERIOLOGICAS
2.2.1.- Aislamiento de bacterias

LLos procedimientos de aislamiento en microbiologia
consisten en obtener una colonia pura proveniente de un
solo microorganismo. Siempre hay que tener presente que
es indispensable el mantenimiento de condiciones asépticas
durante todos los pasos de esta operacion, para lo cual es
necesario trabajar en una cdmara de flujo laminar ( Air

Tech Japan,Ltd. Mod. BCM-1002W ).

El aislamiento se realiza tomando una pequena
cantidad de la colonia deseada 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. La
siembra en estrias se realiza por agotamiento, de tal manera

que se puedan obtener colonias aisladas.
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S

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

2.2.2.- Medios de aislamiento y cultivo

Medios soélidos

Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose Agar, TCBS:
Es un medio selectivo para vibrios. Para preparar | litro de
agar se disuelven 88 g del mismo en agua destilada y se lleva
a ebullicién hasta que no queden grumos en el medio. Por
recomendacion del distribuidor este medio no debe ser
autoclavado, por lo tanto, es importante trabajar con

materiales completamente estériles.

Agar Marino 2216: Es un medio especifico para
bacterias marinas, en el cual pueden crecer distintas
especies.  Se disuelve 55.1 g del medio deshidratado en |
litro de agua destilada y se autoclava por 15 minutos a
[21°C y 15 libras de presién. Este agar tiene la
caracteristica de no ser muy duro al solidificarse. por lo que

es necesario agregar 0.5 a 0.85% de bacto - agar.
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Tryptic Soy Agar (TSA): Es un medio general que
permite el crecimiento de distintas especies bacterianas y €s
recomendado para el aislamiento y purificacion de bacterias
antes de realizar pruebas de identificacién bioquimica. Para
preparar I litro de este medio, se disuelven 40 gramos del
mismo en | litro de agua destilada y se autoclava por 15

minutos a 1219C' y 15 libras de presién.

Medios liquidos

Luria - Bertani Medium, LB: Para la preparacion de |
litro de este medio se disuelve en 1 litro de agua destilada
0.5 gramos de extracto de levadura ( Difco Laboratories.
0127-01-7 ), 1 gramo de bacto - triptona ( Difco
Laboratories, 0123-01-1 ), 2% de CINa y 1% de D-glucosa.
Se ajusta el pH a 7.0 - 7.5 y se autoclava por 15 minutos a

1210C y 15 libras de presion.

Tryptic Soy Broth, TSB: Es un caldo de cultivo que se
prepara disolviendo 30 gramos del medio deshidratado en 1
litro de agua destilada. Se autoclava por 15 minutos a

1210C y 15 libras de presion.

Caldo marino 2216: Un litro de este caldo puede
prepararse disolviendo en 1 litro de agua destilada 37.4
gramos del medio deshidratado. Se autoclava a 1210C y 15

libras de presién por 15 minutos.
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NOTA.- A todos los medios sélidos y liquidos, para el
aislamiento y cultivo de bacterias marinas, se les debe
ajustar la concentracion de CINa entre un 2 y 2.5%. para

facilitar el crecimiento de dichas bacterias.
2.2.3.- Pruebas de identificaciéon bacteriana
2.2.3.1.- Identificaciéon morfolégica

Tincion _de Gram: Es un proceso de tincién

diferencial que permite detectar la forma de la
bacteria y las divide dentro de dos grupos: Gram
(+) o Gram (-), segin la estructura de la pared
celular y la habilidad de las mismas de retener el

cristal violeta cuando son decoloradas con un

solvente organico como el etanol.

Foto 1.- Fotografia de lacepaE22 ( V. harveyi), usando la
tincion de Gram (x 100 ).
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Motilidad: El movimiento caracteristico de una
bacteria se debe a la presencia o ausencia de
flagelos: y se puede observar usando una lidmina
excavada de Koch mediante la técnica de la gola
pendiente. El in6eulo puede ser un caldo bacteriano
de 24 horas de incubacién o una suspension
preparada con un caldo estéril y una pequefiisima

cantidad de bacterias de un cultivo de 24 horas.
2.2.3.2.- ldentificacion bioquimica

Catalasa: Ciertas bacterias tienen la capacidad de
producir la reaccion de catdlisis del peréxido de
hidrogeno; esto se puede observar cuando al poner
en contacto un indculo bacteriano con una gota de
peroxido de hidrégeno ( H,O, ). se producen
burbujas que representan al oxigeno y el agua
liberados. Esta prueba se debe hacer con asa de
nicron-cromada o con palillos de madera estéril:

el asa de platino da una respuesta falsa positiva.

Oxidasa: Con esta prueba se detecta la presencia
de la enzima citocromo-oxidasa, que es capaz de
reducir el oxigeno. Al contrario de la prueba
anterior, se recomienda el asa de platino debido a
que el asa de nicrén-cromada da un resultado falso
positivo. Para esta pruecba existe el papel

impregnado con el reactivo ( Cytochrome-oxidase
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reagent “Nissui”, Yaku Code 05180 ), que se debe
humedecer con agua destilada, luego se toma el
inéculo bacteriano y se frota sobre el papel
reactivo. El desarrollo de un color violeta fuerte
dentro de uno o dos minutos significa un resultado

positivo.

OF: La prueba del OF indica el tipo de
metabolismo oxidativo o fermentativo de la
bacteria al utilizar la glucosa como sustrato. Dos
tubos conteniendo el medio OF ( Difco
Laboratories, 0688-01-8 ),-son inoculados con 0.5
ml de suspension bacteriana; en uno de los tubos, se
adiciona aceite mineral ( 5 mm ). esto evitard el
contacto con el aire, proporcionando un ambiente
anaerobico a la bacteria, mientras que el otro tubo
para prueba de metabolismo oxidativo, siempre
estard en contacto con el aire. Colocar en la
incubadora ( Sibata Scientific Technology Ltd.
Modelo SI1-450 ) a 28°C por 24 horas o mis. La
formacién de dcido ( amarillo ) solo en el tubo
abierto indica utilizacién oxidativa de glucosa. I.a
formacion de dcido en ambos tubos indica una
reaccion fermentativa. Si no se produce ninguna
reaccion dcida, significa que la bacteria no utiliza

la glucosa por ningiin método.
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Urea: Si la bacteria contiene enzima ureasa.,
liberard amoniaco a partir de la urea que conticne
el medio ( Difco Laboratories, 0283-15-1 ),
produciendo un cambio de color ( rosado ) del
indicador del rojo fenol. La inoculacién se hace en

la superficie de un agar inclinado en un tubo de

cnsayo.

Lisina vy Ornitina Descarboxilasa: Inocular el

caldo ( Difco Laboratories,0215-01 ) con la
bacteria a identificar y cubrir con una capa (5 mm)
de aceite mineral estéril, incubar a 28°C por 24
horas hasta 3 6 4 dias. La reaccién positiva es
indicada por una reaccién alcalina ( violeta ). | El
medio se vuelve amarillo debido a la produccién de
acido a partir de la glucosa. La reaccion es

negativa si la reaccion permanece dcida (amarillo).

Arginina Dchidrolasa: La arginina es

transformada en ornitina, amonio y diéxido de
carbono. Inocular el caldo ( Wako Pure Chemical
Industries, Ltd., 014-04622 ) con la bacteria a
identificar y cubrir con una capa ( 5 mm ) de
aceite mineral estéril, incubar a 28°C por 24 horas
hasta 3 o 4 dias. La reaccién positiva es indicada
por una reaccién alcalina ( violeta ). El medio se

vuelve amarillo debido a la produccién de dcido a
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partir de la glucosa. La reaccién es negativa si

permanece dcida ( amarillo ).

MR-VP: El caldo MR-VP ( Difco Laboratories.
0016-01-1 ) es utilizado simultdneamente para dos
pruebas: Rojo de Metilo y Voges Proskauer.
Inocular dos tubos conteniendo caldo MR-VP, con
la bacteria a identificar, incubar a 28°C por 48

horas.

Rojo de metilo: Colocar 5 a 6 gotas del reactivo
por cada 5 ml de cultivo. La reaccién debe ser
leida inmediatamente. La reaccion es positiva si el
color es rojo, débilmente positivo si es rojo-
anaranjado y negativo de color amarillo. Esta
prueba indica la capacidad de acidez de |a bacteria

al crecer en el medio MRVP.

Voges Proskauer. Transferir | ml del cultivo de
48 horas a un tubo de ensayo y adicionar 0.6 mi de
la solucion | ( alpha naphtol, 5 g: alcohol absoluto.
100 ml ) y 0.2 ml de la solucién 2 ( solucion de
hidréxido de potasio al 40% ). Agitar después de
adicionar cada solucién. Para intensificar la
velocidad de reaccién, adicionar pequena cantidad
de cristales de creatinina a la mezcla. Leer los
resultados después de las 4 horas de la adicion de

los reactivos. El desarrollo de un color rosado
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indica prueba positiva. 1.a prueba depende de la
formacién de acetilmetilcarbinol, la cual es
oxidado en un medio alcalino, en presencia de aire
para formar diacetil. El djaceti] reacciona con la
creatinina para formar el compuesto de color

rosado.

Citrato: Inocular en |a superficie del agar citrato
( Difco Laboratories, 0268-01-6 ) inclinado en un
tubo de ensayo. Incubar a 28°C por 24 horas hasta
4 dias. Una reaccién positiva es indicada por el
cambio de color del medio ( verde ) a azul intenso.
Resultado negativo si no hay cambio de color. .a
prueba positiva indica que la bacteria utiliza el

citrato como fuente de carbono.

Indol: Inocular un tubo que contiene agua de

Triptona ( Difco Laboratories, 1810-17-9 )al 1%

estéril, con la bacteria: incubar a 28 °C por 24 a 48
horas.  Adicionar 0.2 a 0.3 ml del reactivo de
Kovac. Si se desarrolla un color rojo fuerte en la
capa de la superficie, el resultado es positivo, si no
lo hay es negativo, lo que indica la produccién de

indol por parte de las bacterias.

TSI: Inocular un tubo de agar inclinado de agar
hierro-tres aziicares ( Nissui Pharmaceutical

Co..Ltd. Code 05103 ) en Ia superficie y por
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picadura, incubar a 28°C por 24 a 48 horas. La
lectura se hace observando la reaccion de la
superficie y de la columna de medio, si es alcalina (
K) o dcida ( A ), es decir si se tiene una reaccién
alcalina en la superficie y en la columna del medio
es acida, la lectura serd K/A. FEsta pruecba es
recomendada para la identificacién de bacilos
gram-negativos basados en la fermentacién de la
dextrosa, lactosa y sucrosa. se puede observar
también si la bacteria produce gas ( burbujas

dentro del medio ) y SHp ( precipitado negro ).

Nitrito : La reduccién del nitrato a nitrito se
puede detectar inoculando un tubo que contiene
caldo nitrato ( Difco Laboratories. 0091-01-9 ) con
la bacteria a identificar e incubando a 28°C por 24
a 48 horas. Adicionar al cultivo e reactivo |
(Acido sulfanilico 1 gr, acido acético 5N, 125 ml)
y el reactivo 2 ( N-(1-naphthyl) ethylenediamine )
o ¢l reactivo 3 ( alpha-naphthol 1 g y dcido acético
SN ). El desarrollo de un color rojo-violeta con los
reactivos 1y 2 6 el color anaranjado con los
reactivos | y 3 indica que el nitrato ha sido
reducido a nitrito. El color producido con los
reactivos | y 2, puede atenuarse o desaparecer en
pocos minutos por lo que hay que registrar la

reaccion tan pronto como el color aparezca. Si no
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se desarrolla ningtn color, se puede detectar la
presencia de nitrito adicionando una pequena
cantidad de polvo de zinc. Si el color se produce,

significa que el nitrato ha sido reducido.

Gelatina: Inocular un tubo conteniendo medio
gelatina ( Difco Laboratories, 0143-01 ). incubar a
28°C por 24 a 48 horas. Colocar el tubo de medio
gelatina inoculado en un bafio a 22°C por 10
minutos. Si la gelatina no se coagula, la prucba es
positiva, caso contrario es negativa. La no
coagulacion de la gelatina se debe a que las enzimas
gelatinoliticas ( gelatinasas ), han causado la

licuefaccion de la gelatina.

SIM: Inocular un tubo que contiene medio SIM
(Difco Laboratories, 0271-01) por siembra en
picadura con la bacteria a identificar. incubar a
28°C por 24 a 48 horas. Es un medio recomendado
para la determinacién de la produccién de gas
sulfidrico ( SH2 ) que es indicada por la presencia
de una coloracién negra en la superficie o en la
columna del medio: ademads, permite observar la
motilidad de la bacteria, debido al crecimiento de
lamisma en diferentes direcciones alrededor del

lugar de inoculacion.
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TCBS: Inocular un tubo que contiene agar TCBS
(Difco Laboratories, 0650-01-2) inclinado. incubar
a 28°C por 24 horas. Si el crecimiento bacteriano
es amarillo indica que la bacteria ha fermentado la
sacarosa y por ser un agar selectivo puede servir
de ayuda para la clasificacién de la bacteria dentro

de la familia de los Vibrios.

Agar_MacConkey : Inocular un tubo que

contiene agar inclinado de medio MacConkey
(Difco Laboratories, 0075-01-9), incubar a 28°C
por 24 horas. Esta prueba se basa en la
fermentacion de la lactosa. Las colonias capaces de
fermentar la lactosa producen una bajada del pH y
la absorcién del rojo neutral del medio lo que
permite la formacién de colonias de coloracién
rosada o rojas. Indica que la bacteria puede ser de
la familia de los coliformes o de las

enterobacterias, por tratarse de un agar selectivo.

Cetrimide: Es un medio selectivo recomendado
para el aislamiento e identificacién de
Pseudomonas aeruginosa.. Se inocula en un tubo
que contiene medio cetrimide (Difco Laboratories.
0854-01-6) inclinado y se siembra en superficic, se

incuba a 28°C’ por 24 horas. La lectura se hace



observando si hay crecimiento bacteriano en la

superficie.

Acetato Diferencial: Inocular un tubo que

contiene agar inclinado de medio de acetato
diferencial ( Difco Laboratories, 0742-17-4 ) por
siembra en superficie, incubar a 28°C hasta 4 dias.
El desarrollo de un color azul indica resultado
positivo, esto es, la bacteria utiliza el acetato como

fuente de carbono.

Pruebas de fermentacion de carbohidratos:

Para esta prueba, es necesario preparar tubos que
contengan individualmente medio base OF con los
diferentes tipos de carbohidratos en una
concentracion al 1%: dextrosa, manosa, manitol,
mioinositol, sacarosa, sorbitol, glicerol, galactosa,
xilosa, arabinosa, trehalosa, celobiosa, melibiosa,
lactosa, fructosa, adonitol. Inocular los tubos
mediante siembra por picadura, incubar a 28°C
hasta 4 dias. Observar diariamente la reaccion. Si
se desarrolla un cambio de color a amarillo indica
que la bacteria ha fermentado el carbohidrato que

contiene el medio.

Prucbas de_ halofilia: Recomendado para

bacterias marinas y otras no marinas que tienen

tolerancia al cloruro de sodio en diversas
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concentraciones. Preparar agua de peptona (Difco
Laboratories, 1807-17-4) al 1% que contenga: 0%,
3%, 6%, 8%, 10% de CINa. Inocular con 200 pl
de suspension bacteriana, cada uno de los tubos con
las concentraciones de CINa indicadas, incubar a
28°C por 24 a 48 horas. La presencia de turbidez
en el caldo incubado indica crecimiento bacteriano

con tolerancia a la concentracion de CINa.

Es importante indicar que para la
identificacion de una bacteria hay que considerar
cada uno de los resultados de cada una de las
pruebas mencionadas y finalmente comparar
cuidadosamente los resultados con las tablas para

identificacion del Manual de Bergey.

2.2.3.3.- Siembra de bacterias para identificacion

bacteriana

[La forma de sembrar las bacterias en los
diferentes medios para una bioquimica dependera
del tipo de medio. Para inoculacion en medios
liquidos primero debe hacerse una suspensién
bacteriana en solucién salina ésteril 0.85% de NaCl
(Wako Pure Chemical Industries, Ltd., 191-
01665), tomando con un asa de platino cierta
cantidad de la colonia bacteriana sembrada en agar.

[La colonia bacteriana preferiblemente debe haber



sido sembrada en un agar general ( TSA, Beaf
Heart Infusion agar, Nutrient agar ). El uso de
agares selectivos, que contienen carbohidratos o los
que son elaborados con agua de mar causan falsas
reacciones en algunas de las pruebas bioquimicas,
haciendo dificil la identificacién del organismo.
Estas falsas reacciones pueden ser un problema con

cualquier sistema de identificacion.

Una vez realizada la suspensién bacteriana se
toma 0.5 ml de la misma y se la inocula en cada
uno de los medios a usarse ( OF, urea, lisina,
arginina, ornitina, indol, nitrito, gelatina, pruebas
de halofilia ). Ademads, existen otros medios que
después de ser inoculados con la suspension
bacteriana requieren de aceite mineral estéril para
crear un ambiente de crecimiento anaerdbico para

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

Para el resto de medios, los que son solidos, la
inoculacion se hace tomando una pequena cantidad
de la colonia bacteriana con un asa de platino en
forma de aguja y sembrandola sobre la superficie
del medio, haciendo una linea recta y luego sobre
la misma un estriado, esto se realiza en los
siguientes medios: TSI, Urea, CIT, TCBS, MAC,

CET, ACD. Para la inoculacion en el medio SIM
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la siembra se hace en picadura, metiendo el asa de
platino con la bacteria de manera recta y sacandola

en el mismo sitio ( Figura 6 ).

A)
J v
medio medio liquido y
liquido aceite mineral
estéril
B)
. =
medio medio
solido solido
(en picadura) (en estrias)
Figura 6.- Forma de inoculacién bacteriana para pruebas

bioquimicas. (A ) en medio liquido y (B) en medio solido.
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PRUEBAS ANTIGENICAS
2.3.1.- Colony blot

Protocolo basico ( Protocolo segin Evelyne

1992 )

Bachere,

Realizar un cultivo bacteriano en cajas Petri con agar
TCBS.
tampon PBS.

Humedecer las membranas de nitrocelulosa con
Colocar las membranas ( 82.5 mm de
didmetro, con poros de 0.45 mm ) en la superficie del agar
donde se han desarrollado las bacterias y dejar por 30

minutos.

Incubar con
PBS-leche 5%

o O
=

(@) _>

Cutivode 8 h Déposito de la membrana

espedfico diluido
en PBS-leche 0.5%-
Tween 20 (0.1%)

o o
00 o 0 0
o

g

Solucion sustrato:
O BCIP 334
NBT 66 pl
tampon 10 ml

o
Oo o
o °© o
o

—

C (" diluido en PBS-leche 0.5%-

Dejar por 45 minutos

Durante 60 minutos

conjugado a la
fosfatasa alcalina

Tween 20 (0.1%)
—

@® o>

Figura
antigeno - anticuerpo.

7.- Técnica de colony - blot, en donde ocurre la formacion del complejo
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Colocar la membrana en una caja Petri vacia,
asegurandose que las bacterias estén en la parte superior de
la membrana y secar 45 min la membrana antes de realizar

la prueba.

Saturar la membrana mediante incubacién con PBS
(Phosphate buffer saline solution)-leche descremada 5%
(peso/volumen) en una caja Petri agitando suavemente por
45 min a temperatura ambiente.  Realizar 2 lavados de 3

min ¢/u con PBS-Tween 20 ( 1% ).

Depositar el anticuerpo ( fluido ascitico a la dilucion
adecuada en PBS-Tween 0,1%-leche 0,5% 6 sobrenadante
de cultivo sin diluir ) ¢ incubar por 45 min a temperatura
ambiente. Realizar 3 lavados de 3 min con PBS-Tween 20

(1%).

Depositar el anticuerpo conjugado ( a la fosfatasa
alcalina ) e incubar por 45 min: dilucién empleada del
anticuerpo 1/8000 en PBS-Tween 0.1%-leche 0.5 %.

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

Incubar con la solucién substrato recientemente

preparada:

BCIP ( 25 mg de 5-Bromo-4-Cloro-3-Indolylfosfato
en 0.5 ml de dimethyl-formamida )= 33 .
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NBT ( 25 mg de Nitro Blue Tetrazolium en 1 ml de

agua deionizada )= 66 ul.

Tampén Fosfatasa Alcalina ( Na Cl 5.84¢g/1, Mg CI2
0.5 g/1, Tris base 12.11 g/l, pH 9.5 )= 10 ml.

Detener la reaccion con EDTA.

PRUEBAS GENETICAS

El primer paso para realizar una caracterizacién génetica es
tener una cantidad suficiente de la bacteria a ser analizada. para
esto es necesario tener un cultivo bacteriano suficientemente

concentrado.

Se toman alicuotas de 50 ul de la bacteria y se siembra en un
medio determinado de cultivo, en este caso Luria Bertani Medium,
LB, enriquecido con 2% de NaCl y 1% de D - glucosa ( Sigma
Chemical Co., G-8270 ). Se deja incubar a 28 °C por una noche.

2.4.1.- Obtencién de plasmidos

Mictodo miniprep de lisis_alcalina ( Protocolo segun
Birnboim, 1983; He et al., 1991; Holmes y Quigley,
1981 )

Inocular de 5 a 40 ml de medio Luria-Bertani (LB)

estéril ( mds 2% de NaCl y de 1% de glucosa en el caso de



03

bacterias marinas ) con un tipo de bacteria y cultivar hasta

saturacion a 28 °C.

Microcentrifugar 1.5 ml de cultivo bacteriano 2 veces
durante 25 segundos ( con microcentrifuga HERAEUS
Sepatech Biofuge 13 ). Para cultivos mayores 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 describié anteriormente.
Resuspender el sedimento en 100 ! de solucion GTE:
50 mM glucosa
25 mM Tris-Cl, pH 8.0
10 mM EDTA

y dejar 5 minutos a temperatura ambiente.

Anadir 200 pl de solucion NaOH/SDS (Sodium
Dodecyl Sulphate):

0.2 M NaOH

1% SDS ( preparar la solucién en el momento a
partir de una solucién de NaOH 10 M y una solucién de SDS
10% ), mezclar invirtiendo el tubo 10 veces e incubar sobre

hielo 5 minutos.
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Nota.- La solucion bacteriana se vuelve transparente

después de la mezcla.

Anadir 150 pl de solucién de acetato de potasio pH

4.8, 5M:
29.5 ml dcido acético glacial
KOH en pastillas hasta que el pH sea de 4.8
H,O hasta 100 ml

Almacenar a temperatura ambiente, agitar con vortex

2 segundos inmediatamente e incubar 5 minutos sobre hielo.

Microcentrifugar 3 minutos y transferir 400 ul del
sobrenadante en un microtubo nuevo. Afiadir 800 ul de Et-
OH 100% y 1 pl de glicogeno, dejar a temperatura ambiente

2 minutos.

Microcentrifugar 3 minutos y lavar el sedimento con
I ml de Et-OH 70% y secar al vacio. Resuspender el

sedimento en TE ( Tris-EDTA ).

2.4.2.- Eliminacion de ARN

lLa ARNasa es una enzima que permite eliminar el
ARN que se obtiene en el proceso de extraccién de ADN

plasmidico.
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Afadir en cada microtubo I yl de una solucién de 10

mg/ml de ARNasa e incubar a 37°C por | hora.
2.4.3.- Obtencion de ADN genémico

Miniprep: Protocolo base ( Segin Murray y
Thompson, 1980 )

Microcentrifugar 1.5 ml del cultivo bacteriano a 3500

rpm por 5 minutos.

Resuspender el sedimento en 567 ul del tampén TE.
Anadir 30 ul de una solucién al 10% de SDS y 3 ul de una
solucion de 20 mg/ml de proteinasa K, mezclar e incubar |

hora a 37°C.

Anadir 100 gl de una solucién 5SM de NaCl y mezclar
continuamente. Agregar 80 ul de CTAB/NaCl, mezclar e

incubar 10 minutos a 65°C.,

Afadir igual volumen de cloroformo/alcohol
isoamilico, mezclar y microcentrifugar de 4 a 5 minutos.
Transferir el sobrenadante a un microtubo nuevo. Si se
dificulta eliminar el sobrenadante, se aconseja retirar
primero la interfase con un palillo de dientes o la

micropipeta.

Anadir igual volumen de fenol/cloroformo/alcohol
isoamilico, mezclar y microcentrifugar durante 5 minutos.

Transferir el sobrenadante a un microtubo nuevo.
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Agregar un equivalente de 0.6 del volumen total de
isopropanol y mezclar suavemente hasta que el ADN se
precipite. Transferir y lavar el precipitado en | ml de

etanol al 70%.

Microcentrifugar por 5 minutos, desechar el
sobrenadante y secar brevemente en un liofilizador o en una

bomba de vacio. Resuspender en 100 pl del tampén TE.

2.4.4.- Digestion con enzimas de restriccién ( RFLP )

lLa digestion del ADN mediante el uso de enzimas de
restriccion fueron realizadas segtin las recomendaciones del

proveedor.

EI' ADN fue digerido en un volumen final de 30 ul,
con | ul de enzima ( 10 u ) y 3 ul de tampén 10 X,

incubando 2 horas a 370C.

2.4.5.-Preparacién de gel de agarosa para electroforesis

El gel de agarosa sirve para analizar las muestras de
ADN que se obtienen mediante diferentes métodos de
extraccion, ya que actia a manera de red, permitiendo la
migracion del ADN a distintas velocidades en funcion del

tamaio de los fragmentos.
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EI' ADN fue analizado en geles de electroforesis que
contenian de 0.8 a 1% de agarosa diluidos en tampon TAE

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

Para visualizar las bandas se afiidi6 al gel bromuro de
etidio a una concentracién de 0.5 pug/mlIADN vy el gel es

observado sobre una ldmpara de rayos u.v.

Los tamafios de los fragmentos observados son
estimados con respecto a un marcador de peso molecular
(ADN bacteriéfago lambda digerido con Hind [1). Los
fragmentos de este marcador son 23130, 9416, 6557, 4361 5
2322, 2027, 564 pb.

Foto 2.- Gelde agarosa para electroforesis.
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2.5.- Antibiograma/MIC

En este trabajo se realizaron antibiogramas en microplacas de
titulacion de 96 pozos ( Corning Glass Works, Round bottom
25850 ), con distintos antibidticos a diferentes concentraciones. y
se analizaron tres cepas bacterianas: E,, ( patégena ), Ili y 158
(estudiadas como probiéticos, trabajo de tesis de Lorena San

Miguel).

2.5.1.- Cultivo bacteriano

Se descongelan las bacterias que estdn conservadas a
-80 °C.  Se toman 30 ul de cada cepa bacteriana y se
inoculan en medio de cultivo liquido, LB. Se dejan en

incubacion durante la noche a 28°C.

2.5.2.-Lectura de densidad éptica al espectrofotémetro

Para establecer la concentracién de bacterias en el
cultivo y poder saber que volumen del mismo se tiene que
depositar en cada pozo de la microplaca, se realiza una
lectura de la densidad 6ptica del cultivo en el

espectrofotometro.

Para poder efectuar la lectura se realiza una dilucién
10X de la muestra en solucién salina ésteril 0.85%. Se usa

como blanco el medio de cultivo diluido en la misma
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solucion y se procede a efectuar la lectura en el
espectrofétometro ( Shimadzu coorporation, modelo uv -

2100 ) a 550 nm.
2.5.3.- Preparacion de soluciones stock de antibiéticos

LLos antibidticos usados fueron: kanamicina.
furazolidona, ampicilina, oxitetraciclina, cloranfenicol y
cotrimoxazol ( todos ellos fueron donados por laboratorios
del sector ). Estos antibiéticos fueron mantenidos en

refrigeracion ( 4 oC ).

[Las concentraciones usadas de los antibiéticos fueron:

60 ppm, 12.5 ppm, 2.5 ppm, 0.5 ppm y 0.1 ppm.
2.5.4.- Siembra en microplacas

Se siembran 100.000 bact/pozo en la mitad de la placa

y 17000.000 bact/pozo en la otra mitad.

Se hace una primera lectura en el lector de ELISA
(Labsystems Multiskan Bichromatic, tipo 348), para saber

con que concentracion de cultivo se comienza.

Se deja incubar a 28 °C, y se hacen lecturas a partir
de las 4 horas de cultivo, para tener datos de crecimiento o
inhibicion de las bacterias al estar en contacto con los
antibidticos.  Cada una de las concentraciones de los

antibidticos se probo por triplicado.
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Foto 3.- Lector de ELISA, utilizado en estas pruebas.

Estudio comparativo de parametros de cultivo sobre
el crecimiento de una cepa patégena ( E,, ) y cepas

"probiodticas" ( ILI y 158 )

Estas pruebas se realizan para determinar parametros ( pH y
salinidad ) que favorezcan el crecimiento de una cepa bacteriana.
También se prueban diferentes concentraciones de nutrientes
utilizados para el cultivo de bacterias probidticas en los
laboratorios de larvas de camardn ( 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, E,; , Ili y 158.

Se realiza un cultivo bacteriano de cada una de las cepas a 28°C
por 12h y se lee la densidad 6ptica de las bacterias en el

espectrofotometro, el protocolo que se sigue para el realizar el
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cultivo es igual al descrito anteriormente para el

antibiograma/MIC.

Se wusaron los siguientes valores de pH para las
experimentaciones: 7.5, 8.0, 8.2, 8.5: las salinidades analizadas

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

Las concentraciones que se prueban de los diferentes nutrientes
son las siguientes: 40, 20, 10 y 5 ppm de nitratos; 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 después de haber sido preparadas son
llevadas al autoclave ( Sibata Scientific Technology Ltd., DS300 )
por 15 minutos a 121 °C y 15 p.s.i.

2.6.1.- Siembra en microplacas

Para sembrar las bacterias a diferentes pH y
salinidades se deposita la cantidad estimada de bacterias en
150 pl del medio LB modificado ( con pH y salinidades
deseadas ). Mienlr.é'is que para obtener las concentraciones
de los otros nutrientes, el medio modificado debe ser diluido
en 150 pl de medio LB de referencia ( PH 7.5, 2% NaCl )

antes de inocular las bacterias ( Figura 8 ).
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Las placas son incubadas a 28 °Cy se hacen lecturas
periddicas en el lector de ELISA a medida que se va

observando crecimiento bacteriano en el medio.

Placa de microtitulacién h . !
micro pipeta automatica

12 3 456 78 91011 12
AMNOOOOOO0OOO0OO0O0OO ||
BlOOOOO0O00O0O0O0 0O
SleleloNoloYoloNololoJoXo)
PDOOOCOOO0OOOO0OOO
B OOSOOOOOOOOO
FIQQ Q000920000 O LB LB d
1888989820909 ! e

000000000000 | modficado referencia

Figura 8.-  Siembra en microplacas de bacterias a diferentes

condiciones de cultivo.

2.7.- Estudio in vitro de las interacciones

patéogeno/probidtico

En esta prueba se siembra en un mismo pozo con medio de
crecimiento LB, la bacteria patégena ( Ey, ) y la bacteria probidtica
( ILI'y 158 ). Las concentraciones de las bacterias van desde 100
bact/ml hasta 10 bact/ml, y mientras de una cepa se pone la

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

Se dejan las placas en incubacién a 28 °C por un tiempo de 3 a
4 horas, luego de lo cual se hacen diferentes diluciones para

sembrar en cajas Petri con medio TCBS y poder cuantificar las
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colonias bacterianas presentes, por medio del color ( verdes y
amarillas ). Al mismo tiempo de sembrar en las cajas Petri, de las

mismas diluciones se toman 10 1 y se siembran en 90 yl de medio

LB en microplacas.
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RESULTADOS

3.1.-CARACTERIZACION DE LA CEPA BACTERIANA E,,
3.1.1.- Caracterizaciéon bioquimica

LLa cepa bacteriana analizada, E,, fue aislada de un
laboratorio de larvas de camarén en la Peninsula de Sta.
Elena ( Provincia del Guayas, Ecuador ) durante un brote
epidémico de “sindrome de bolitas”. Su patogenia fue
demostrada experimentalmente por Jenny Arduz en el

CENAIM.

LLa cepa fue identificada anteriormente mediante
caracterizacion bioquimica como Vibrio harveyi , pero en
este trabajo se realizé una nueva caracterizacion con dos
objetivos: en primer lugar, confirmar la caracterizacién
realizada y que la cepa segufa manteniendo las mismas
caracteristicas; en segundo lugar, familiarizar a la tesista

con las técnicas clasicas de identificacién bacteriana.

Esta caracterizacion fue muy amplia, asociando
criterios morfolégicos ( coloracién Gram, presencia de

flagelos, motilidad, forma ) y bioquimicos.

Este patrén de criterios bioquimicos permitié

identificar el aislado como Vibrio harveyi .



LLos resultados de los 32 criterios de identificacién
estudiados segin Bergey ( Bergey's Manual of
Determinative Bacteriology, Ninth Edition, 1994 ). y que
fueron explicados en el capitulo Materiales y Métodos, se

expresan en la siguiente tabla.

Foto 4- Identificacion bioquimica de la cepa bacteriana E,,, donde
puede observarse la reacciones enzimaticas y fisiolégicas de la
bacteria sobre algunos de los medios utilizados.
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Tabla 3.- Criterios de identificacién morfolégica y bioquimica de la
cepa E;, 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).

Caracteres Cepa E; Vibrio harveyi
(Manual de Bergey)
Forma bacilos cortos bacilos rectos
Gram - -
Motilidad + -
Catalasa + D
Oxidasa + +
O-F +/ + +
Urea 4 -
Lisina + +
Arginina - -
Ornitina + -
MR - +
VP - d
Citrato + +
Indol + +
TSI K/A
Nitrito + +
Gelatina + +
SIM + -
TCBS - d
MacConkey +/+ -
Acetato diferencial + +
Descarboxilasa -
Manitol + +
Mioinositol - -
Sucrosa - d
Sorbitol - -
Glicerol + +
0% CINa - -
3% CINa + +
6% CINa + +
8% CINa - -
10% CINa - d
0/129 + +
Luminiscencia + d

+= 90% o mas 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 género o género de una familia)
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3.1.2.- Caracterizacion gendtica

Entre los criterios de tipo genético cliasicamente
utilizados en la caracterizacion de cepas bacterianas, la
deteccion de un plasmido y posterior determinaciéon de su
patréon de enzimas de restriccion han sido ampliamente

utilizados.

Previo a este trabajo diferentes ensayos de extraccion
de ADN plasmidico 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.

Se mantuvo como protocolo de referencia la
extraccion por el método de lisis alcalina. lLos productos
obtenidos de los distintos métodos de extraccién fueron
depositados en geles de agarosa al 1% y sometidos a

electroforesis para analizar la presencia de plasmidos.

Ninguno de los métodos utilizados permitié la

observacion de ADN plasmidico en la cepa bacteriana E,,.

Las preparaciones de ADN total ( genémico ) fueron
analizadas después de la digestion con distintas enzimas de
restriccion disponibles en ese momento ( EcoRI, Alul,

BamHI ).
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El marcador de peso molecular corresponde al ADN
del bacteriofago 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 mostré un fragmento de
aproximadamente 23130 kb, que corresponden al tamano
del ADN genomico de la bacteria. Cuando el ADN fue

digerido con EcoRlI, se observaron fragmentos repetidos de

ADN entre los valores de 23130 y 6557 kb.

lL.a enzima BamHI, sin embargo, no parece reconocer
sitios de corte puesto que mostré un patron
clectroforéticamente igual al del ADN sin digerir. La
mayor intensidad de la banda observada se debio
probablemente a una mayor concentracion de ADN en la

muestra.

L.a enzima de restriccion Alul permite la formacion
de fragmentos repetidos muy pequefios, lo que no permite
una buena visualizacion de los mismos en el gel de

electroforesis.
3.1.3.- Caracterizacion antigénica

En este trabajo la cepa E,, es considerada como un
modelo para estudiar el proceso de patogenicidad de tipo
“bolitas™ y la interaccion de esta bacteria con otra de tipo

probidtico. Consecuentemente, era imprescindible obtener
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un reactivo especifico que permitiera el reconocimiento y
caracterizacion de esta bacteria en las distintas

investigaciones.

La carencia de marcadores genéticos de tipo
plasmidico, convenientes para desarrollar una técnica de
diagnéstico, hizo que el uso de anticuerpos monoclonales
previamente producidos y seleccionados contra la cepa
bacteriana S,, fuese considerado como una alternativa
interesante para el diagndstico. S, es una cepa de Vibrio
harveyi causante del “sindrome de bolitas”. Esta bacteria
no fue utilizada en nuestras investigaciones por una aparente
pérdida de patogenicidad, probablemente debida a su cultivo

continuo en el laboratorio.

Entre los diferentes anticuerpos monoclonales
seleccionados como especificos contra la cepa S, de Vibrio
harveyi ( 2C9, 9H4, 6E7, 10F4, 10H11 ), los anticuerpos
2C9 y 9H4 fueron evaluados con la técnica de dot-blot,
utilizando simultineamente bacterias de control negativo
(cepas ILI'y 158 de Vibrio alginolyticus ) y — anticuerpos
control ( IgG de chivo contra ratén conjugada con fosfatasa

alcalina ).

Los resultados indicaron que los dos anticuerpos
reaccionaban de forma especifica frente a E,,.
Consecuentemente, estos dos anticuerpos fueron

considerados como reactivos de diagndstico adecuados para
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estas investigaciones, previo desarrollo de una prueba de

diagnostico.

3.1.4.- Desarrollo de una prueba inmunolégica de tipo

“colony-blot”

Con el objetivo de establecer un modelo de estudio in
vitro ¢ in vivo de interaccion bacteria patégena/bacteria
probidtica/camarén, se hizo necesario disponer de una
prucba de diagndstico que permitiera reconocer de forma
especifica cada bacteria protagonista. En lo que respecta a
la bacteria patégena, E,,, la reactividad de los anticuerpos
monoclonales 2C9 y 9H4 permitié considerar el desarrollo

de una prueba de tipo inmunolégico.

Entre las pruebas inmunolégicas, la prueba colony-
blot es particularmente interesante, ya que permite un
analisis cuali y semi-cuantitativo de la presencia de una
bacteria en una muestra correspondiente a una mezcla mds o
menos compleja de bacterias. Por ejemplo, en un sistema
simple en el que se pongan en contacto E,, con una bacteria
presumiblemente probidtica es posible cuantificar las
colonias de E,, que reaccionan con el anticuerpo y deducir
por recuento de colonias totales presentes, el nimero de

colonias correspondientes a la otra bacteria.

El desarrollo de la prueba colony-blot fue realizado

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



81

fue la concentracion del anticuerpo especifico, que fue
analizado paralelamente en dot-blot. En funcién del lote de
liquido ascitico utilizado las concentraciones adecuadas del
anticuerpo 2C9 oscilaron entre 1/3000 y 1/1000. Ademas se
establecié la concentracion 6ptima del anticuerpo conjugado
de 1/10000, inferior a la recomendada por el proveedor

(1/8000).

El uso inicial de dos medios de cultivo, TSA y TCBS,
mostré variabilidad en los resultados de la prueba de
colony-blot realizada sobre TSA. Por lo tanto, se selecciond
el TCBS como medio de cultivo para evaluacién de la
especificidad y sensibilidad del colony-blot (Edward
Donoso, tesis de grado). La sensibilidad del colony-blot
corresponde al tiempo minimo de cultivo necesario para
detectar una colonia. Diferentes experimentaciones
mostraron que colonias correspondientes a 6-8 horas de
cultivo pueden ser detectadas por el anticuerpo, aunque su
observacion todavia no sea posible. Esta observacién es
mas fiable, y el recuento de bacterias mds facil cuando las
bacterias son cultivadas cerca de 8 horas y las colonias
aparecen como un punto definido, con bordes bien
delimitados y fuertemente tefido. Después de este tiempo,
pueden aparecer problemas de interpretacion del colony-
blot porque las reacciones presentan aspecto variable:

pigmentacion periférica, atenuada, irregular, difusa.
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En distintos tiempos de cultivo, particularmente 8
horas, esta prueba de colony-blot fue totalmente especilica,
en cuanto a la ausencia de reaccion con las cepas bacterianas
probablemente probidticas ( ILI y 158 ) de Vibrio
alginolyticus . Consecuentemente, para los andlisis de
experimentaciones in vitro sobre las interacciones
patégeno/probidtico, las pruebas colony-blot permiten

cuantificar los dos tipos bacterianos.

Al protocolo basico de colony-blot descrito en el
capitulo de Materiales y Métodos se necesité realizar una
seric de modificaciones para la adaptacion del mismo a
nuestras condiciones de trabajo. El protocolo optimizado se

describe a continuacion.

Realizar un cultivo bacteriano en cajas Petri con
TCBS a diluciones de 102, 103 y 104 Incubar entre 6 a 8
horas a 28°C.

Colocar las membranas ( 82,5 mm de diametro, con
poros de 0.45 mm ) en la superficie del agar donde se han
desarrollado las bacterias y dejar 5 minutos. Retirar la

membrana y dejar secar por 30 minutos.

Incubar con PBS - leche descremada 5%
(peso/volumen) en una caja Petri agitando suavemente por
60 min. a temperatura ambiente. Realizar 3 lavados de 3

min. ¢/u con PBS - Tween 20 ( 0.1% ).
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Depositar el anticuerpo ( fluido ascitico a la dilucién
adecuada en PBS - Tween 0,1% - leche 0,5% 6
sobrenadante de cultivo sin diluir ) e incubar por 60 min. a

temperatura ambiente. Realizar 3 lavados de 3 min. con

PBS - Tween 20 ( 0.1% ).

Depositar el anticuerpo conjugado ( a la fosfatasa
alcalina ) ¢ incubar por 45 min., dilucién empleada del

anticuerpo 1/10000 en PBS - Tween 0,1% - Leche 0.5 %.

Realizar 3 lavados de 3 min. con PBS - Tween 20
(0,1%). Incubar con la solucién substrato recientemente

preparada:

* BCIP ( 25 mg de 5-Bromo-4-Cloro-3-Indolylfosfato en
0.5 ml de dimethyl-formamida ) 33 pul.

* NBT (25 mg de Nitro Blue Tetrazolium en 1 ml de agua

deionizada ) 66 pul.

* Tampon Fosfatasa Alcalina ( Na Cl 5.84¢g/1, Mg CI2 0.5
g/l, Tris base 12.11 g/l, pH 9.5) 10 ml.

3.2.-ESTUDIO COMPARATIVO DE PARAMETROS DE
CULTIVO SOBRE EL CRECIMIENTO DE LA CEPA
“PATOGENA” E,, ( Vibrio harveyi ) Y LAS CEPAS
“PROBIOTICAS” ILI y 158 ( Vibrio alginolyticus )

El estudio comparativo del efecto de distintas condiciones de

cultivo de cada una de las bacterias estudiadas fue iniciado con el
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objetivo de identificar algunas condiciones que sean ventajosas
para las bacterias “probidticas”. Tales condiciones se podrian
utilizar mds adelante a nivel de tanques en los laboratorios de
larvas, para favorecer la colonizacién de bacterias probidticas y

subsecuentemente prevenir el desarrollo de cepas patégenas.

Se estudiaron diferentes parametros. En primer lugar,
pardmetros fisico-quimicos de tipo ambiental ( pH, temperatura,
salinidad ):; también se estudiéo el efecto de compuestos
relacionados con la tecnologia de laboratorio de larvas ( tiosulfato,
EDTA, sacarosa, nitrato, fosfato ) y de antibidticos clasicamente
usados en acuicultura (cloramfenicol, oxitetraciclina,
cotrimoxazol, eritromicina, furazolidona) o inusuales (kanamicina,

ampicilina).

3.2.1.- Determinacion  de las caracteristicas de
crecimiento de las diferentes cepas bacterianas en

el medio de referencia

Como medio de referencia se utilizéo LB modificado
(ver Materiales y Métodos), salinidad 20%, pH 7.5,
temperatura 28°C. Las caracteristicas de crecimiento fueron
determinadas mediante la variacion de la densidad 6ptica de
los cultivos en microplacas. Cada ensayo repetido al menos

dos veces por duplicado.

LLa variacion de la densidad Optica fue determinada a

las 7, 14 y 17 horas después de la siembra. Los resultados
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mostrados en la figura 9, indican que el crecimiento fue
lincal hasta las 14 horas para las cepas E,, e ILI, mientras
que la cepa 158 detuvo antes su crecimiento, a las 10 horas
aproximadamente. Ademads es interesante resaltar que la
cepa 158 en estas condiciones de cultivo tiene un
crecimiento mas lento, alcanzando valores maximos
inferiores a las otras dos cepas, por lo que parece que esta
bacteria no esta bien adaptada a estas condiciones de cultivo

consideradas como referencia.
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Figura 9. Curva de crecimiento en funcién del tiempo de las cepas E;,, ILI y
158, en las condiciones de referencia (medio LB modificado, salinidad 2%, pH
7.5, temperatura 28 ©°C). La siembra se realiz6 con 10° bacterias/pocillo,
concentracién estimada a partir de Asso.

Tabla 4.- Valores medios + desviacion estandar del crecimiento de las cepas
E,,, ILI y 158, en las condiciones de referencia.

Control

E22 1.024+0.03794
LI 1.287+0.11334
158 0.518+0.1298b

Vaiores con !a misma letra no tuvieron diferencias significativas ( p >0.05 )
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3.2.2.- Comparacion del crecimiento de las cepas E,,,

Absorbancia { 550 nm )

ILI v 158 en relacion a la salinidad

Los crecimientos de las cepas Epy, 1LI 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
salinidad es un parametro que se puede facilmente controlar
en los tanques con una perspectiva de manipulacion de este
parametro para favorecer el desarrollo de cepas

probidticas.

LLos resultados se presentan en la figura 10. Para este
rango de salinidad, no se observan cambios en el
comportamiento de las tres cepas estudiadas.

Consecuentemente, este pardmetro aparece como no

explotable.
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Figural0 Curva de crecimiento en funcién del tiempo de las cepas E;», ILI 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 realiz6 con 105
bacterias/pocillo, concentracion estimada a partir de Ag.
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5.- Valores medios + desviacién estandar del crecimiento de las cepas E;»,
ILI'y 158, en diferentes condiciones de salinidad.

Il4l

158

Tratamiento E22

20 ppt 1.382+0.031 12
27 ppt 1.365+0.00074
32 ppt 1.389+0.00924
37 ppt 1.419+0.00492

1.378+0.0255%
1.397+0.00284
1.360+0.00572
1.391+0.01342

0.701+0.00422
0.661+0.0071b
0.681+0.01272b
0.594+0.0042¢

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

3

.2.3.- Comparacion del crecimiento de las cepas E;,,

ILI y 158 en relacion a la temperatura

LLa temperatura es otro pardmetro que presenta

variaciones importantes en la tecnologia de larvicultura y

que es interesante estudiar porque se puede controlar en los

tanques. Los experimentos fueron realizados con extremos

de temperatura comprendidos entre 25 y 33 ©C. No se vi6

diferencia de crecimiento de las cepas bacterianas con los

controles, a las diferntes temperaturas analizadas (Figura

1)
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Figura 11. . Curva de crecimiento en funcion del tiempo de las cepas E;,, ILI y
158, 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 realiz6 con

10° bacterias/pocillo, concentracién estimada a partir de A,

Tabla 6.- Valores medios * desviacion estandar del crecimiento de las cepas E;»,
ILI'y 158, en diferentes condiciones de temperatura.

Tratamiento E22 ILI 158

250C 0.279+0.0042a 0.400+0.00072 0.212+0.00574
270C 0.275+0.00854 0.436+0.0064b 0.242+0.0035b
290C 0.272+0.007 12 0.412+0.00572 0.277+0.0049¢
33°C 0.300+0.00782 0.458+0.0057¢ 0.291+0.00704

Valores con la misma letra no tuvieron diferencias significativas ( p >0.05)
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3.2.4.- Comparaciéon del crecimiento de las cepas

Absorbancia ( 550 nm )

E,, ILI y 158 en relacion al pH

El pH del medio es un caracter fisico-quimico que
puede afectar el crecimiento bacteriano. En el tanque es
dificil controlar este pardmetro pues depende sélamente de
la capacidad tamp6n del agua del mar. Por este motivo se
realizaron en un principio pruebas en las que no se
utilizaron sustancias tampén en el medio de cultivo,
ajustando el pH a 7.5 ( condiciones de referencia ), 8.0. 8.2
y 8.5. Los resultados de esta serie de ensayos son mostrados

en la siguiente figura.
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Figura 12. Curva de crecimiento en funcién del tiempo a diferentes condiciones
de pH (7.5, 8.0, 8.2, 8.5) de las cepas E;,, ILI y 158, en medio LB modificado
(sin tampon, 2% salinidad, temperatura 28 ©C). La siembra se realizé con 10°
bacterias/pocillo, concentracion estimada a partir de Assp.
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Tabla 7.- Valores medios + desviacion estandar del crecimiento de las cepas E;»,
ILI'y 158, en diferentes condiciones de pH.

Tratamiento E22 LI 158

pH 7.5 1.437+0.01202 1.410+0.01772 0.841+0.00212
pH 8.0 1.428+0.0255% 1.428+0.0255% 0.667+0.08274
pH 8.2 1.451+0.03964 1.414+0.033242 0.632+0.043 12
pH 8.5 1.456 +0.03614 1.416+0.01132 0.652+0.002 12

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

No se observaron diferencias de crecimiento
aparentes en relacién con el pH para ninguna de las cepas

estudiadas.

En una segunda serie de ensayos, se anadié un
tampon HEPES ( Sigma Chemical Co., H-0763 ) 20 mM en
el medio para una mejor evaluacién el efecto del pH, atin
conociendo que es muy dificil la extrapolacién de este tipo
de experimentos a nivel de tanques, por razones practicas y

de costo.

Tampoco se observo un efecto del pH para ninguno
de los aislados, cuando se tamponé el medio con el fin de

mantener el pH.
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Figura 13. Curva de crecimiento en funciéon del tiempo a diferentes condiciones
de pH (7.5, 8.0, 8.2, 8.5) de las cepas E;;, ILI y 158, en medio LB modificado

(con tampén, 2% salinidad, temperatura 28 °C). La siembra se realiz6 con 10°

bacterias/pocillo, concentracién estimada a partir de Assg.

Tabla 8.- Valores medios *+ desviacion estandar del crecimiento de las cepas E;»,

ILI y 158, en diferentes condiciones de pH (medio tamponado).

Tratamiento E22 ILI 158

pH 7.5 1.271+0.00502 1.246+0.013 12 0.541+0.000802
pH 8.0 1.235+0.0126% 1.232+0.00212 0.628+0.0096b
pH 8.2 1.243+0.03334 1.224+0.00854 0.641+0.0085bP
pH 8.5 1.171 +0.0115b 1.174+0.0057b 0.627+0.0540b

Valores con la misma letra no tuvieron diferencias significativas ( p >0.05)
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3.2.5.- Comparacion del crecimiento de las cepas
E,, ILI y 158 en relaciéon a la concentraciéon de

EDTA

El EDTA ( C1oH14N2Na208 2H20 ) es utilizado
habitualmente en los laboratorios como agente quelante de
metales pesados presentes en el agua. Este producto se
utiliza a concentraciones comprendidas entre 5 y 15 ppm
con una determinacién relativamente empirica basada en
criterios como la turbidez o el aguaje. Como este producto
puede reducir la disponibilidad de iones importantes para
las bacterias, una serie de experimentos fueron realizados
para determinar la influencia del EDTA en el crecimiento

bacteriano.

Los resultados de la figura 14 corresponden al
crecimiento 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 anteriormente, el crecimiento de cada cepa
bacteriana fue similar, indicando que no existe un efecto de

este producto.
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Figura 14. 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 E;,, ILI y

158, en medio LB modificado ( pH 7.5, 2% salinidad, temperatura 28 °C ). La
siembra se realiz6 con 105 bacterias/pocillo, concentracién estimada a partir de

As50-

Tabla 9.- Valores medios * desviacion estandar del crecimiento de las cepas E;»,
ILI'y 158, en diferentes condiciones de EDTA.

Tratamiento E22 LI 158

10 ppm 1.264+0.06722 1.339+0.01904 0.527+0.0205%
5 ppm 1.303+0.06934 1.270+0.01202 0.526+0.0042a
2.5 ppm 1.316+0.01062 1.285+0.05594 0.512+0.0354
1.25 ppm 1.303+0.01562 1.265+0.02554 0.503+0.00922

Valores con la misma letra no tuvieron diferencias significativas ( p >0.05)
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3.2.6.- Comparacion del crecimiento de las cepas

Absorbancia ( 550 nm )

E,, ILIy 158 en relacion a la concentracion de

tiosulfato

El tiosulfato es un producto que se emplea en la
rutina de los laboratorios de larvas para neutralizar el cloro
utilizado en la desinfeccién del agua de mar en el
reservorio. La presencia de este producto o de sus residuos
en el agua de los tanques puede influenciar la flora

microbiana.

Este producto fue utilizado a concentraciones de 5
ppm. 10 ppm, 20 ppm y 40 ppm en el medio de cultivo y su
efecto en el crecimiento de las cepas bacterianas Ey,, 111y

158 quedan reflejados en la figura 15.
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Figura 15. Curva de crecimiento en funcién de la presencia de tiosulfato a
distintas concentraciones ( 5 ppm, 10ppm, 20 ppm, 40 ppm ) de las cepas E;;,

ILI'y 158, en medio LB modificado ( pH 7.5, 2% salinidad, temperatura 28 °C ).
La siembra se realizé con 105 bacterias/pocillo, concentraciéon estimada a partir

dEAS 50-
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Tabla 10.- Valores medios + desviacion estandar del crecimiento de las cepas E;»,
ILI'y 158, en diferentes condiciones de tiosulfato.

Tratamicento E22 1.1 158

40 ppm 1.344+0.05442 1.307+0.01202 0.541+0.00992
20 ppm 1.307+0.09404 1.304+0.01702 0.554+0.00074
10 ppm 1.269+0.00784 1.280+0.00924 0.541+0.00492
Sppm 1.309+0.03894 1.290+0.00422 0.514+0.01062b

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

Cualquiera que fuera la concentracién utilizada, el
crecimiento de las cepas bacterianas fue practicamente igual

al del control.

3.2.7.- Comparacion del crecimiento de las cepas
E,, ILI y 158 en relaciéon a la concentracion de

productos utilizados en el cultivo de probidticos

En los dltimos afos, algunos laboratorios
comenzaron a utilizar probidticos. Este uso es totalmente
empirico. En lo que a la bacteria se refiere, no se conoce si
las bacterias utilizadas son realmente probidticas. Tampoco
se conocen las condiciones optimas para su cultivo y forma
de utilizacion. Varios compuestos han sido empleados en los
laboratorios en el crecimiento de cepas consideradas como

probidticas, entre ellos el nitrato, fosfato y sacarosa.

Se realizaron una serie de experimentos dirigidos a

determinar si existe efectivamente un efecto de estos
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compuestos en el crecimiento de las cepas bacterianas
consideradas probidticas ( ILI'y 158 ) y sobre una cepa

patogena ( E,y ).

El nitrato fue utilizado en forma de sal sédica

(NaNOj3), a concentraciones de 5 ppm, 10 ppm, 20 ppm vy
40 ppm. Como indica la figura 16, no se observé ningin

efecto del nitrato en el crecimiento de las bacterias

estudiadas.
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Figura 16. Curva de crecimiento en funcién de la presencia de nitrato sédico a
distintas concentraciones ( 5 ppm, 10 ppm, 20 ppm, 40 ppm ) de las cepas E;,,
ILI y 158, en medio LB modificado ( pH 7.5, 2% salinidad, temperatura 28 °C ).
La siembra se realizé con 10° bacterias/pocillo, concentracion estimada a partir
deAsso.
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Tabla 11.- Valores medios + desviacion estandar del crecimiento de las cepas E,»,
ILI'y 158, en diferentes condiciones de nitratos.

Tratamiento E22 ILI 158

40 ppm 1.332+0.04452 1.385+0.00074 0.743+0.07002
20 ppm 1.359+0.043 12 1.370+0.04104 0.699+0.0658b
10 ppm 1.283+0.17812 1.404+0.00212 0.646+0.04 10
5 ppm 1.370+0.03462 1.390+0.00072 0.623+0.0509¢

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

lLa siguiente figura muestra los resultados obtenidos
en una serie de ensayos en los que se afiadi6 fosfato sédico
(Na,HPO,) al medio de cultivo bacteriano, a las
concentraciones de 0.5 ppm, | ppm, 2 ppm y 4 ppm.
Tampoco se observé un efecto de este producto en el

crecimiento de las bacterias.
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Figura 17. Curva de crecimiento en funcion de la presencia de fosfato sédico a
distintas concentraciones ( 0.5 ppm, 1 ppm, 2 ppm, 4 ppm ) de las cepas E;;, ILI
y 158, en medio LB modificado ( pH 7.5, 2% salinidad, temperatura 28 °C ). La
siembra se realiz6 con 10° bacterias/pocillo, concentracién estimada a partir de

As 50-
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Tabla 12.- Valores medios + desviacion estandar del crecimiento de las cepas E »,
ILI'y 158, en diferentes condiciones de fosfatos.

Tratamiento E22 LI 158

4 ppm 1.417+0.03962 1.400+0.02892 0.724+0.03 544
2 ppm 1.389+0.02262 1.402+0.02554 0.704+0.04034
I ppm 1.383+0.00994 1.390+0.03682 0.678+0.01482
0.5 ppm 1.409+0.003 54 1.375+0.01274 0.589-+0.0297b

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

lLos resultados obtenidos cuando se utilizé sacarosa en
el medio de cultivo a las concentraciones de 300 ppm, 600
ppm, 1200 ppm, 2400 ppm se muestran en la figura 18. No
se observo efecto de la sacarosa en el crecimiento de las

cepas estudiadas.
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Figura 18. Curva de crecimiento en funcién de la presencia de sacarosa a
distintas concentraciones (300 ppm, 600 ppm, 1200 ppm, 2400 ppm) de las
cepas Ezp, ILI 'y 158, en medio LB modificado ( pH 7.5, 2% salinidad,
temperatura 28 °C ). La siembra se realiz6 con 105 bacterias/pocillo,
concentracion estimada a partir de Ass,.
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Valores medios + desviacion estandar del crecimiento de las cepas E;,,

ILI'y 158, en diferentes condiciones de sacarosa.

Tratamiento E22 111 158

2400 ppm 1.279+0.09624 1.330+0.01632 0.517+0.00422
1200 ppm 1.188+0.04 102 1.268+0.11174 0.543+0.02192
600 ppm 1.143+0.06432 1.298+0.02052 0.515+0.02332
300 ppm 1.214+0.0926% 1.314+0.05594 0.510+0.01902

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

3.2.8.- Determinacion de concentraciones inhibidoras y

letales de antibiéticos de wuso comin
(cloramfenicol, oxitetraciclina, cotrimoxazol,
eritromicina, furazolidona) o inusuales

(kanamicina, ampicilina) en larvicultura.

Muchos antibiéticos son utilizados cominmente en la
rutina de los laboratorios de larvas como medida preventiva
de control de enfermedades bacterianas. Esta medida puede
crear problemas de aparicién de resistencias bacterianas a
dichos antibidticos, lo que dificultaria el tratamiento,
particularmente cuando se trata de bacterias patégenas. El
uso de bacterias probidticas puede constituir una alternativa
a la utilizaciéon de antibiéticos, aunque en algunas
situaciones de enfermedad los probidticos pueden no ser
suficiente. En este contexto, es muy importante conocer el
espectro de sensibilidad en términos de concentracion
inhibitoria y letal, por una parte de las bacterias probidticas

a fin de nunca utilizar antibiéticos que las afecten; y por
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otra parte de las bacterias patdgenas a fin de conocer como

tratarlas eficaz y especificamente.

Se estudiaron antibidticos de uso habitual en los
laboratorios ( furazolidona, oxitetraciclina, cloranfenicol,
eritromicina ) y otros menos comunes ( ampicilina,

kanamicina y cotrimoxazol ).

lLas concentraciones inhibitorias y letales de estos
antibioticos se determinaron mediante experimentos de
cultivo de las cepas Eys, ILI y 158 en presencia de los
antibidticos a las concentraciones de 0.1 ppm, 0.5 ppm, 2.4
ppm. 12 ppm y 60 ppm. Los ensayos se realizaron en
microplacas, por triplicado, manteniendo las mismas
condiciones de cultivo que en los experimentos anteriores
(LB, pH 7.5, 2% salinidad, 28 ©C). Las densidades de

siembra fueron de 105y 10 bacterias/pocillo.

LLas concentraciones inhibitorias y letales se
determinaron respectivamente por la observacién de no
crecimiento a las 24 horas de incubacién en presencia de
antibiéticos y la observacién de no crecimiento
posteriormente, resembrando las mismas bacterias en medio

fresco de cultivo sin antibiéticos.

En efecto los antibiGticos usuales ( furazolidona,
oxitetraciclina, cloranfenicol y eritromicina ) estdn siendo

empleados a concentraciones subeficaces en la mayorfa de



110

los laboratorios. Por ejemplo la furazolidona se est
utilizando a una concentracién de 0.1 - | ppm y nuestros
resultados indican que sélo es eficaz a la concentracién de

12 ppm para las cepas bacterianas analizadas.

En lo que respecta a la metodologia de antibiograma
practicado con discos, conduce a determinar la sensibilidad
bacteriana a un antibidtico en base a un efecto inhibidor y
no letal. Por ejemplo, la sensibilidad de las bacterias ILI y
158 a las concentraciones de 0.5 - 2.4 ppm de
oxitetraciclina corresponden solamente a un efecto
inhibidor, y solo se observa efecto letal a la concentracién
de 12 ppm. Esto sugiere que serd necesario realizar
pruebas de MIC o determinacién de concentraciones letales
para la seleccion de antibidticos adecuados y evitar la
utilizacién de antibidticos a concentraciones subletales que

conduciria a la seleccion de bacterias patégenas resistentes.

Ademds, los resultados muestran que los antibiéticos
probados tienen diferentes efectos sobre las cepas
bacterianas, que tienen que ser considerados cuando se
trabaja con bacterias probidticas. Por ejemplo, el
cloranfenicol, a la concentracion de 2.4 ppm inhibe el
crecimiento de la bacteria ILI y es letal para la cepa 158,
ambas consideradas probidticas, sin embargo, no afecta el
crecimiento de la cepa patégena Ey,. Por el contrario, la

concentracién 2.4 ppm de oxitetraciclina mostré un efecto
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letal sobre la bacteria patégena E,, y solamente inhibidor

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

Las siguientes tablas recapitulan la totalidad de los
resultados y llaman a recapacitar por una parte sobre el uso
actual de antibidticos y por otra sobre la metodologia

clasica de antibiogramas.
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3.3.- ESTUDIO in vitro DE LAS INTERACCIONES
“PATOGENO/PROBIOTICO”

LLa probiosis en camaronicultura estd ahora en un estadio de
conceplo, aunque cepas, generalmente no caracterizadas, son
utilizadas como probjé,(ico sin demostraciéon fiable de esta

caracteristica y, ain mds, del mecanismo posible de accién.

Por referencia al conocimiento de la probiosis en otros
organismos, es posible considerar: una competicién metabélica por
los nutrientes en favor de la probidtica; una inhibicién de la
bacteria patdgena por metabolitos de tipo bactericida producidos
por la probidtica; una competicién espacial a nivel del epitelio del
tubo digestivo en favor de la probidtica; una degradacion de
toxinas producidas por una bacteria patégena por la accién de

enzimas de la bacteria probidtica.

Para enfocar esta pregunta y considerando el modelo Esr e
ILI'y 158 como cepas respectivamente patégena y probidticas, una
serie de experimentos in vitro fueron realizados aprovechando la
disponibilidad de la prueba inmunolégica colony-blot previamente
desarrollada para E,;. En efecto, esta prueba deberia permitir
reconocer con fiabilidad cada bacteria protagonista en mezclas de
bacterias resultado de cultivos mixtos de bacterias
patégenas/probidticas, o bien de co-cultivos de bacterias
patégena/probidtica con células intestinales de camarén que no
pueden obtenerse facilmente sin bacterias contaminantes. Para este

punto es importante sefialar la disponibilidad de pruebas con



115

sondas moleculares especificas de bacterias I1LI ( Eduardo Donoso
y Lorena San Miguel, comunicacién personal ) y 158 ( César

Bedoya, comunicacién personal ).

Una primera serie de experimentaciones consistié en sembrar
mezclas de Ey; /ILI o E;; /158 en razones de 106 a 10! y en
determinar la evolucion de estos cocientes después de 4-6 horas de
cultivo mixto ( ver materiales y métodos ). Tal experimentacidn
deberia permitir observar cambios en las razones correspondientes

a una superioridad metabdlica de la bacteria probidtica.

Teniendo en cuenta la laboriosidad del colony-blot, la primera
experimentacién fue realizada tratando de reconocer las dos
bacterias utilizadas en funcién del color de las colonias en TCBS
(verde para E,; y amarillo para ILI y 158). Los resultados son

presentados en los siguientes graficos.
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Figura 19 .- Porcentajes de las cepas E;, e ILl, obtenidos de la interaccion

E,» / ILI, mediante la observacion de colonias verdes y amarillas.
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Figura 20.- Porcentajes de las cepas E; y 158, obtenidos de la interaccion
E2> / 158, mediante la observacion de colonias verdes y amarillas.

Con este criterio de identificacién ( por el color ) parece que
la bacteria probidtica ILI es predominante en las mezclas ( mas del
50% de las colonias ) tan solo después de 4 horas siempre que la
razon patégeno/probidtico sea inferior a 103. También cuando la

relacion patégeno/probidtico ( Ey, e ILI ) es superior a 103, las
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colonias bacterianas verdes no representan mas que un pequeno

porcentaje.

Este tipo de resultados puede corresponder a un artefacto, una
parte de las colonias amarillas correspondiendo en realidad a Ia
bacteria Fy», 0 a que la bacteria probidtica es capaz de matar muy
rapidamente a la bacteria patégena. La hipétesis que consistiria en
que la bacteria probidtica superase en crecimiento a la bacteria
patogena no tiene soporte porque estd establecido previamente que
la diferencia de indice de crecimiento es solamente cerca de un
25% en favor de la probidtica. Asi. no es posible que una mezcla
que contiene inicialmente mil veces mads E,, pueda resultar,
después de 4 horas en una mezcla conteniendo mayoritariamente la

otra bacteria.

En el caso de la interaccion entre E,, y 158, este efecto no fue
tan claro. Solo a razones de 105 y 104 predominé E»> y en el resto
de los casos se establecié un equilibrio entre ambas bacterias, con
recuentos similares, independientemente de las concentraciones
iniciales. Esto se podria explicar por la diferencia en las curvas de
crecimiento de ambas bacterias, siendo el crecimiento muy

inferior en la cepa 158.

Una segunda experimentacién similar fue realizada. en este
caso analizada con la prueba inmunolégica colony-blot, utilizando
el anticuerpo monoclonal especifico de E,,. En estas condiciones
las colonias positivas son Es, y las otras corresponden a la bacteria

probidtica. La confirmacion de esta cuantificacion fue realizada en
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los cultivos E,o/ILI con una segunda prueba inmunolégica
desarrollada por Donoso y San Miguel, utilizando un anticuerpo
monoclonal especifico de 1LI. Los resultados son mostrados en los

graficos siguientes.
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Figura 21 .- Porcentajes de las cepas E;, e ILI, de la interaccion E,, / ILI,
reconocidas por los anticuerpos 2C9 y 2B6.
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Figura 22 .- Porcentajes de la cepa E;;, de la interaccion E,, / 158,
reconocidas por el anticuerpo 2C9 y porcentaje de la presencia de la cepa 158
en la muestra.
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Asi se establecio que después de 4 horas de cultivo, la
cvolucion de los nimeros iniciales de cada bacteria esta solamente
relacionada con la diferencia de sus respectivas tasas de
crecimiento. En base a estos resultados, parece que las bacterias
“probidticas™ no pueden matar a la bacteria patégena. sino

solamente competir.
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CONCLUSIONES

Este trabajo fue realizado con el objetivo de establecer un modelo
simple que permita estudiar a nivel celular y molecular los mecanismos
de patogenicidad y de probiosis en bacterias asociadas a camarones. l.as
cepas fueron seleccionadas sobre la base de datos empiricos y
relativamente inciertos en cuanto a su cardcter patogénico o probidtico.
ILa cepa E22 fue aislada de larvas de camarén enfermas con sintomas de
“bolitas™ y fue experimentalmente capaz de reproducir el sindrome.
Las cepas ILI y 158 fueron utilizadas como “probidtico™ en un

laboratorio de larvas con “éxito relativo™.

Un primer trabajo consistié en caracterizar la cepa E22 con
(€cnicas innovadoras a la escala de la bacteriologia de camarén. Asi, el
patron de restriccion del ADN genémico fue determinado y la ausencia
de plasmido fue establecida. La reactividad de dos anticuerpos
monoclonales, previamente preparados contra otra cepa de Vibrio
harveyi (S2 ), fue demostrada y permitié desarrollar una prueba
inmunoldgica de tipo colony-blot. Esta prueba demostré ser una
herramienta particularmente poderosa para reconocer especificamente

la bacteria E22 en diferentes experimentaciones in vitro.

lLas experimentaciones in vifro que tuvieron como objetivo
identificar pardmetros o factores de cultivos diferencialmente
favorables a las bacterias "probiéticas" fueron infructuosas, con

excepeion del uso de la oxitetraciclina a la concentracién de 2.4 ppm
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que puede tener un efecto letal sobre la cepa patdgena E22 y sélamente

inhibidor sobre las cepas "probidticas".

Cabe recalcar, que los antibidticos provienen de diferentes
laboratorios y no se tiene conocimiento acerca de la calidad de los
mismos y la forma en que eran mantenidos en los respectivos

laboratorios.

En lo concerniente a la elaboracion de un modelo in vitro para
estudiar las interacciones entre cepas bacterianas, el presente trabajo
constituye una innovacion real en el campo de la bacteriologia del
camaron ya que, ha sido demostrado que es posible analizar con una
gran precision el destino de cada tipo bacteriano en pruebas de
interaccion. En base a los resultados obtenidos hasta el momento no se
puede concluir sobre una capacidad probidtica de las cepas ILI y 158
contra la cepa E22. Es posible que estas cepas no tengan cardcter
probiético, o que el mecanismo de probiosis no corresponda a una

interaccion directa entre las bacterias.

A corto plazo, el modelo in vitro permitira el analisis de sistemas
interactivos mas complejos asociando células de camardn/bacteria. Asi,
con el uso de técnicas complementarias como la microscopia electronica
y la inmunohistologia va a ser posible estudiar los mecanismos de
fijacion de bacterias a las c€lulas intestinales, los procesos citopaticos y
eventualmente las competiciones bacterianas para colonizar los epitelios
celulares. Ademds, las interacciones de bacterias con el sistema
inmunitario se pueden estudiar in vitro a nivel molecular ( péptidos

antimicrobianos, etc. ) y celular ( hemocitos ).
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RECOMENDACIONES

Profundizar en la caracterizacion genética de bacterias asociadas a
camaron, dirigiendo el trabajo a la identificacion de genes implicados en
procesos de patogenicidad y probiosis, mediante técnicas de hibridacién

nucleica.

Utihizar el modelo in vitro actualmente desarrollado para
investigar el efecto de los pardmetros relacionados con la tecnologia de

larvicultura sobre diferentes tipos de bacterias asociadas a camarén.

Valorizar el modelo in vitro para cribar cepas bacterianas
posiblemente probidticas, particularmente cepas que produzcan

moléculas bactericidas especificas contra cepas patégenas.

Implementar el modelo in vitro para estudiar la interaccién
bacteria/célula intestinal, lo que significa trabajar sobre las técnicas de
cultivo de células de camardn y eventualmente la obtencién de cultivos

axénicos.

Establecer conexiones entre el modelo in vitro y el modelo in
vivo ( ver tesis de Lorena San Miguel ) para determinar la naturaleza

patogena o probidtica de bacterias asociadas al camardn.

Establecer estudios que conlleven a la utilizacién de cepas
probidticas en piscinas camaroneras y determinar los efectos que se

prsesentan al eliminar grandes volimenes de agua con bacterias.
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Por dltimo, es importante sugerir que el CENAIM se encargue de
comprar los reactivos necesarios para los diferentes tipos de pruebas
(ejemplo: antibidticos), ya que asi, podremos estar seguros de la calidad

de los mismos y evitar problemas de adulteracién.
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