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RESUMEN

Para identificar marcadores inmunitarios de resstencia a vibrioSs es necesario contar con
protocolos estandarizados de infecciones en animdes juveniles en Penaeus vannamei.
Para lo cud se utilizd & patdgeno Vibrio vulnificus, causante del sindrome de Bolitas en
larvas, en animdes juveniles de 3 a 8 gramos por d méodo de inmersén, previa
desinfeccion de los animdes, con dos antibidticos oxitetraciclina y cloranfenicol. La
inoculacion del patdgeno se redlizo a diferentes concentraciones 108, 107,10%,10°,10%, y 10°
bacterias/ml, en dos aplicaciones con un respectivo recambio intermedio. Se utilizaron
méodos microbioldgicos (para hepatopancreas y corazon), histoldgicos, inmunol égicos
(Dot Blot) y moleculares (AP-PCR) para observar la colonizacion e invason de los

tejidos.



INTRODUCCION

Bl cultivo de camardn Penaeus vannamei y SU rgoido credmiento como indudria a nive
mundid, ha Sdo aectado por conocidos y nuevas agentes infecdosos tales como virus,
becterias, hongos y protozoos (Lightner e d., 1992). Edtos agentes no dlo han afectado
d Ecuador, Sno también a otros paises productores de eta epecie a nivel mundid.

El Ecuador desde 1970, ha logrado convertirse de un pequefio productor a uno de los
principales productores dentro del sector acuicola, llegando en 1998 a produdir 159. 878%5?’
TM de camardn, convirtiéndose en d primer exportador de camaron en cautiverio en @
hemidferio Occidentd, y segundo dd mundo. (Camara Naciond de Acuicultura, 1999).

i
ot
c’-

Pero en este proceso, d pais ha tenido que solventar y superar 10s estragos de muchos
agentes infecciosos, experimentado  reducciones en U produccion, sendo incapez de
poder anticipar y prevenir los edragos de los mismos por caecer de haramientas
configbles con beses denttifices y téonicas, motivando la necesdad de tener dicha
informacion, misma que 24 la base para d mgoramiento de la productivided de la
indudtria, evitando o reducdiendo ggnificativamente las pédidas por problemas de
procedencia patoldgica

Son edos agentes y sus consecuendias, 10s que hacen necesario un diagndgtico y un
tratamiento de las enffeemedades en conjunto con d conodmiento dd proceso de
infeccion de las mismas, un factor de importancia Sgnificativa

Por s, la comprenddn de las bases fisoldgicas y bioquimicas de las enfermedades
infecdosss en d hombre, lo que ha logrado en la medidnma influir en las medidas
tergpauticas y preventivas , €s necesario gque Seen etos prindipios los que imperen en €

campo acuicola para solventar problemas de naurdeza paoldgica, principios que hesta



ahora han sdo superados por € empirismo, pero que necestan estudios profundos que

ayuden a sector a prevenir o reducir las pérdidas por este origen.

Debido a que estas pérdidas, han afectado a productores, trabgjadores y a la economia de
paises es necesario brindar a sector productor, herramientas de diagndstico de infecciones
bacterianas que permitan su prevencion. Un &ea de creciente interés en ese sentido, es la
sdleccion genética de reproductores, Segin  criterios de resigencia a  infecciones
bacterianas, en particular vibrioss. Para trabgjar en edta linea, se hace necesario identificar

marcadores inmunitarios, que permitan cumplir con este objetivo.

El presente estudio tuvo € objetivo de obtener un moddo de infeccidn experimenta en
juveniles de P. vannamei, donde se pueda introducir bacterias recuperadas de animales
enfermos, e introducir dichos microorganismos en animaes sanos, para determinar S la
presencia de estos microorganismos son causantes de dafios o de mortalidades para esta
especie recuperando la bacteria basandonos en los postulados de Koch, y estimulando su
patogenicidad ad someterla en un proceso de sdlectividad, antes de ser ingresada en €
modelo experimenta con camarones juveniles. Este estudio, sera la base que permitira
identificar marcadores inmunitarios segun criterios de resistencia a infecciones bacterianas,
gue permitan la seleccion genética de reproductores, y anticipar los efectos de los agentes
infecciosns en los cultivos, facilitando la implementacion de medios que fadliten d

control de sus Sstemas a sector reproductor.



1. ANTECEDENTES

11. ENFERMEDADES PRODUCIDAS POR BACTERIAS EN EL CULTIVO DE
CAMARON EN EL. ECUADOR

1.1.1. Generalidades

Al igud que otros paises productores de camardn en cautiverio, nuestro pas ha
experimentado en los Ultimos afios reduccones en sus volumenes exportables, a causa de
fendmenos patoldgicos de origenes diversos Sn poder anticiparlos o prevenirlos. Segin
Lightner e d. (1992) edtas patologias son producidas por agentes infecciosos como
becterias, protozoos, virus, y hongos. Sendo identificadas las bacterias dd género Vibrio,
causantes de enfermedades y muchas petologias en P. vannamei (Mohney & al., 1994).

En los peneidos, d género Vibrio ha Sdo encontrado en todos los estadios de crecimiento,
infectando a nive cuticular, entérica 0 Sseméicamente, produciendo dtas mortdidades en
larves, y animales de engorde (Chen y Hanna, 1994; Song et al., 1993; DelaPefia et al.,

1993).

Para Lightner y Lewis (1975), los vibrios son patdgencs oportunidas que toman ventga
de dgunas condiciones, como defidendas nutriciondes, edrés, e infecdones virdes
Produciendo pobre crecimiento, cuticula suave, dafio hepatopancredtico, y cromadforos
expandidos (Lightner et al., 1997).

Edtas enfermedades son consscuencia en muchos de los casos de los Sstemas de cultivo
empleedos, intengvo, semi-intendvo y extensvo.  La dta dendgdad de camarones es la
posble causa para que exida proliferacion becteriana en etos cultivos, ya que permiten la
adgptacion y sdecdon de ogpas que normamente se encuentra en d medio acudico o
formando parte de la flora intesind (Sndermann & Lightner, 1988). Entre las epecies
de vibrios, reportados como patdgenos para muchos cultives de camaron dd mundo, s



puede digtinguir d Vibrio alginolyticus (Lightner, 1983), Vibrio damsela (Song et al.,
1993), Vibrio parahaemolyticus (Mohney et al., 1994), Vibrio campbellii (Hammed,
1995) vy Vibrio haweyi (Moraes, 1992). Lamentablemente, a pesar de conocer a estos
agentes infecciosos, como los causantes de pérdidas econdmicas en la produccion de
canardn, se continla mangando méodos de control empiricos que producen pocos

resultados a largo plazo.

En @ Ecuador entre las enfermedades bacterianas, que han afectado a los Peneidos
podemos mencionar; & Sindrome de la Gaviota, Necrosis Hepatopancredtica (NHP),

Micobacterioss, € Sindrome de bolitas y € Sindrome de la Zoea

1.1.2. Vibrios marinos asociados a enfermedades bacterianas en el camardn

Los agentes bacterianos que afectan d camardn segin € Manua de Bergey (1994), han
sido clasificados dentro de tres familias (Enterobacteriaceae, Vibrionaceae, y
Pseudomonacese), sendo la famila Vibrionacese la més representativa (Ligther et

a., 199).

La Familia Vibrionacese pertenece d grupo V en la cladficacion de Bergey (1994). Los
Vibrios se caracterizan por ser bacilos Gram negativos, aerébicos / anaerobios facultativos,
de forma recta o curva; motiles por medio de flagelos polares (excepto Aeromonas
salmonicida). ~ Ademés son quimiorganotréficos con metabolismo respiratorio-

fermentativo. Teniendo tres géneros, Vibrios, Aeromonas y Photobacterium (Tabla 1.).



Tabla 1.- Caracteridticas del género Vibrio y otros géneros morfol0gicamente iguales

Caracterigticas Vibrio Photobacterium Aeromonas Plesomas
Flagelo polar cubierto +

Acumulacién de  poly B . +

hidroxybutyrate

Requerimiento Na&’ paa + +

crecimiento

Lipasa (+)b D (+)

Sengbilidad O/129 + +

Motilidad + + He

Utilizacion de D- manitol (+)c (-)

Donde. + Todas las especies son positivas, (+) Muchas especies son positivas, - Todas las especies son
negaiivas, (-) Muchas especies son negatives, D Algunas especies son postivas, b Algunas especies son
negativas, V. nereis, V. anguillarun biovar Il, y V. costicola son negaivos, ¢ son negaivos V. nereis, V.
anguillarun biovar Il, y V. marinus, d hay ciertas excepciones, e excepto A. salmonicida.

Las bacterias del género Vibrio se asocian con mayor frecuencia con las enfermedades del

camaron (Mohney et d., 1994). Tienen forma de bacilos curvos o rectos, de 0.5 - 0.8 Um

deanchoy 1.4 - 2.6 pum de largo. Presentando motilidad gracias a uno o mas flagelos.

Estén encerrados en una envoltura continua con la membrana externa de la pared celular
(Sngleton & Sainsbury, 1993). La pared de los vibrios es de estructura smple y son

organismos anaerobios facultativos (Drlica, 1992), que no desnitrifican o fijan N,

Su crecimiento es estimulado por la presencia de iones de Na, siendo necesario este
demento en dgunas especies, asl @ Vibrio Pacini es capaz de crecer en sdinidades entre

5700 milimolar (mM), y los Vibrio cholerae y Vibrio metschnikovii en 5-15 mM de

sodio (Baumanm et d., 1980; fide Bergey,1994). Con & Sindrome de la Gaviota
Lightner et al (1992), observaron a elevarse las sdinidades de O-15 Unidades Précticas de
Sdinidad (UPS) a 20- 30 UPS, un incremento y proliferacion de bacterias dd género
Vibrio.



B hébitat de los miembros de este género corresponde a ambientes cdidos y dcdinos,

crediendo en una vaiedad de medios con temperaiuras oscilantes entre 20°C y 30°C,
ademés 0N capaces de soportar temperaturas extremas de 4°C y 45°C, y un pH favorable
de 10. Razon por lo cud (Cowdl & Kaneko, 1974; fide Spira et al.,1981), no
encontraron d V. parahaemolyticus en muestras de agua tomadas en meses de invierno de
la Bahia Chesgpegke, aunque S estaba en d sadimento muedtreado, regpareciendo en la
columna de agua d aumentar la temperatura 'y d nimero de organismos zooplantdnicos

1.1.3. Caracteristicas v_Biologia del Vibrio vulnificus

B V. vulnificus es una bacteria con caracteridicas hddfilas (Horre et al., 1996)
cominmente encontrado en ambientes eduarinos, y cdidos Audin & Audin (1987),
detectaron en d Vibrio vulnificus (caracterizado por poder fermentar lactosa), un nuevo
tipo, d que denomind Bictipo 2. Ede nuevo tipo a més de tener las caracteristicas
bioquimicas dd género, no presenta reaccion en indol, manitol y sorbitol, provocando
hemorragias en d cuerpo y cola de peces enfermos.

B V. vulnificus €s la causa de enfermedades reportadas desde 1964, en las codtas de
Edados Unidos (Audin & Audin, 1987), Jgppon y Tawan (Horre et al., 1996). En
humanos ete vibrio puede causar gedroenteritis y sindrome de septicemia primaria
particularmente en pacientes con enfermedades hepéticas (Blake et al., 1979; fide Cowel,
1984). Personas sanas por ingerir dimento marino contaminado con V. vulnificus pueden
presentar, vomito, diarreay dolor abdomind.  Los signos dinicos de eta enfermedad han
Sdo asociados con la ingedtion de odras.  En personas enfermas dd higado, dicbetes,
cancer 0 inmunodeprimidas, se han observado mortdidades por septicemia primaria,
superior d 50% a pesar de los cuidados médicos y tergpia antimicrobid (Bush et al.,

1997). Edte vibrio junto con el Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus y V. alginolyticus



han gdo adados de lesones supeficides en humanos donde son colonizadores
oportunistas (Baumann et a., 1973; fide Bergey 1994). En peces @ V. vulnificus (Biotipo
2), puede y causa cambios patologicos a nivel dd tracto gastrointesting, branquias,
corazdn e higado (Miyazakui et al. 1977; fide Audin & Austin, 1987).

La patogenicidad de este vibrio radica en la produccién de una cdpsula con una amplia
variedad de carbohidratos ricos en amino-azlicares, eta capsula provee una resistencia a la
actividad bactericida y fagocitaria.  Se ha observado que los niveles de hierro estan
vinculados con la patogenicided del V. vulnificus (Wright et aZ.1981; fide Litwin et al.,
1996). Segun Bergey (1994), el V. vulnificus se diferencia de otras especies de vibrios
por tener 4-10 flagelos, répido crecimiento en medios salinos, capacidad de crecer hasta
40°C, ser cgpaz de utilizar D-gdactosa, ceobiosa, D-gluconato, D-dihydrolasa, sn

aamilacion de sucrosa, L-sering, y putresina.

Salis (1996), mediante las pruebas bioquimicas miniaturizada en microplacas, determina
las caracteristicas metabdlicas principaes de este vibtio diferenciandolo dd Vibrio haweyi

por la luminiscencia de segundo.

Las caracteristicas metabdlicas ddl V. vulnificus y V. haweyi estan descritas en la Tabla 2,
mientras que la Tabla 3. resume las caracteristicas bioquimicas encontradas en V. vulnificus

adadas y determinadas por Savichay (1997).



Tabla 2. Diferencias bioquimicas del V. vulnificus y V. harveyi (Tomado Bergey, 1994)

Caracteristicas Bioguimicas V. harveyi V. vulnificus
Lysna descarboxilasa + +
Voges -ProsKauer 24h -

Ornitina descarboxilasa + +
Inositol &cido -

Sucrosa &cido d -

3 - 12 flagelos polares - -

Flagelo lateral cuando crece en medio + -
solido

Forma bastén + -
Utilizecion de

L - arabinosa d

D - mannosa + +
D - gaactosa d +
Sucrosa d +
Celobiosa + +
Lactosa -f df
D-gluconato + +
D-glucoronato + +
Citrato + +
D- manitol + d
L - agnina d +
L -ornitina -

Arginina dihidrolasa - -
Gas de D- glucosa
Oxidasa + +

Nat para crecer
Luminiscendia d

+=més del 90% de las capas son positivas
. =masdel 90 % de |as cepas son negativas
d =11 -89 % de las cepas son positivas

_f= cepaincapaz deproducir lactosa



Tabla 3. Caracteristicas bioquimicas del V. vulnificus (Tomado de Siavichay, 1997)

Caracteridticas V. wulnijkus
0%
Oxidasa
Catalasa
OF

OF
Indol
VP
Citrato
Omitina +
Argnina

Arabinosa

Cdobiosa +
Manosa

Manitol

Sucrosa

Glucoronato +
Gluconato +
Gdactosa +

+ 4+ + + o+

+

La bacteria V. vulnificus conocida como S,, produjo en larvas de P. vanname dtas
mortdidades (Mordes, 1992). Obsavadoe presencda de cdulas globulosss
individudizedas en d hepatopancress e inteino, producto de la descanacion de las
cdulas epitdides, razon por 1o cud e la llamd “Sindrome de las bolitas’.  También s
obsavOd que los animdes dgaben de dimentarse, ausencia de heces y fdta de
movimientos contréctiles ddl tubo digestivo. Las mortdidades fueron mayores cuando s
presentaba en estadios més jovenes como zoea y mysis, pudiendo llegar a perderse d 90%
de la poblacion en 24 horas (San Migud, 1996).
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1.2. ANTIBIOTICOS Y RESISTENCIA BACTERIANA

El descubrimiento y utilizacion de antibidticos, ha Sdo uno de los hechos més importantes
para € tratamiento de infecciones bacterianas tanto en sdlud humana como en veterinaria
El buen mango de los anttibidticos es vitd para € mantenimiento de una industria
camaronera sodtenible. Por o tanto, la administracion de estos famacos debe ser
cuidadosamente estudiada, a fin de evitar resstencias no deseadas que compliquen €
tratamiento de enfermedades de etiologia bacteriana. La utilizacion de antibiéticos como
edrategia de mango rutinario, Sin haber determinado € agente causal de los problemas, €
tipo de antibidtico adecuado asi como la dosis y € modo de administracién que brindaran
resultados mas eficaces, conducira con seguridad a la seleccidon de bacterias resstentes a
estos farmacos (Peeters & Rodriguez, 1999) de aqui la importancia de conocer la forma de

~
accion de estos y gprovechar sus beneficios.

La paabra antibidtico etimologicamente es aquello que produce la destruccion de la vida
Definicion errénea que involucra a cudquier agente mecanico, fisco o quimico capaz de
matar. En redlidad los antibidticos son componentes de bajo peso molecular, derivados o
producidos por microorganismos especidmente Streptomyces sp. 'y hongos, que tienen la
capacidad, de matar o inhibir € crecimiento de otros microorganismos.  Algunas drogas
guimiotergpicas son generdmente bacteriostéticas en pequefias dosis y bactericidas a dosis
mayores, existiendo agunas con pequefias diferencias entre la primera 'y la segunda accion
Otras son predominantemente bactericidas como la peniciling, o bacteriostéticos como las
sulfamidas. Los antibidticos son producto del metabolismo secundario, pero pueden ser
Sntetizados quimicamente. Por su dta utilidad son producidos comercidmente a partir de

hongos 'filamentosos y bacterias dd grupo actinomicetos, asi la dortetracidlina y la
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demetilclortetraciclina se obtienen de Streptomyces aureofaciens y la oxitetraciclina de

Streptomyces rimoonus.
Las condiciones de un antibidtico idedl, establecidas por Goodman y Gilaman, 1955; fide
Norrel et al.,1997 son las que siguen:

1. Un antibiético debe ser bactericida, més bien que bacteriogtético, d ser asi su accion
curativa sera mas rapida.
2. Ha de gercer su accion en presencia de los liquidos del organismo o exudados y no

ser dedtruido por los enzimas tisulares.

3. No ha de perturbar las defensas del organismo y en las concentraciones necesarias
para afectar d agente infeccioso, no debe dafiar ni lesonar los tejidos del huésped. No

ha de producir fendmenos de senshbilidad dérgica
4. No debe provocar d desarrollo de resistencia de los organismos susceptibles.

5. La absorcion, distribucion, destino y excrecion deben ser tales que sea facil conseguir

niveles rgpidamente bactericidas.

6. Debe ser efectivo por todas las vias de administracion ora y parenteraes.

En pacientes con @ dstema inmune intacto muchos tipos de antibidticos son efectivos
porque éstos ayudan a dstema a arapar y diminar a la bacterias invasoras.  En pacientes

inmunodeprimidos los antibidticos bacteriostéticos pueden ser inefectivos.



12

1.2.1. Clasificacion de los antibiéticos de acuerdo a su actividad

Antibidticos B- lactdmicos Reciben este nombre por contener un sistema de anillo B-

lactamicos, un ssema complgo de anillo heterociclico. Estos actlian por inhibicion de la
sintesis de peptidoglicanos en las paredes cdulares de las bacterias.  Son adtamente
especificos y levemente toxicos. El primer antibidtico B- lactdmico descubierto fue la
penicilina G, activo sobre todo contra las bacterias Gram-positivas, debido principamente

a que las bacterias Gram negetivas son impermesbles d antibidtico.

Antibidticos aminoglucdsidos. Los aminoglucésidos son  anttibiticos que  contienen
aminoazlcares que e fijan por enlace glucosidico a otros derivados de carbohidratos.
Entre dlos estén la edtreptomicina y sus compuestos relacionados kanamicina, gentamicina
y neomicina. Egtos antibidticos inhiben @ complgo de iniciacion de la transcripcion y
leen de manera errénea € &cido ribonucleico mensgiero ARNm. Se utilizan dinicamente en

especia contra bacterias Gram-negativas.

Antibidticos macrdlidos Estos antibidticos contienen grandes anillos de lactona , incluyen

la olendomicing, la espiramicina y la tilodna Usdhdose generdmente en caso de dergia
en & hombre a la penicilina u otros antibidticos relacionados a fragmentos de azlicares, €

més conocido es la eritromicina - lactdmicos.

Tetraciclinas: Son un grupo de amplio uso médico. De amplio espectro d inhibir cas
todas las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas ademas de rickettsas.  Se derivan de

un ssema anular formado por cuaro anillos. As la dortetreciclina tiene un &omo de
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cloro en posicion 7, en tanto que la oxitetraciclina tiene un grupo oxhidrilo (OH) adiciond

en posicion 5y no tiene cloro.

El espectro antimicrobiano de las diferentes tetraciclinas es cas idéntico. Aungque son
ampliamente activos contra cocos Gram positivos y Escherichia coli. Los gonococos,
pseudomonas, Brucella sp, V. cholerae, V. vulnificus y Mycobacterium murium son
sengbles. Para combatir clamideas y micoplasmas son famacos de primera linea. Son
bien absorbidos, dcanzando concentraciones plasmaticas maximas entre [-3 horas
después de su adminidracion.  La absorcion se reduce con € calcio, magnesio, leche,
tonicos que contienen hierro. En d hombre se digribuyen ampliamente en los liquidos
corpordes y son excretados por € rifién. Los intervalos de dosficacion son de 8 horas
para los de accion corta, de 12 horas para los de accidn intermedia, y 12-24 horas paralos

de accion prolongada.

La resistencia mediada por plasmidos a este antibiético se produce por la dteracion de la

penetracion de la tetraciclina en la bacteria

Cloranfenicol: es un antibidtico de amplio espectro producido por d Streptomyces sp, pero
actualmente se prepara por sintess. Quimicamente, es sngular por poseer un grupo
aromatico nitrobenceno, a dicho grupo se deben probablemente las acciones téxicas en €

hombre, ademés posee una cadena laterd halifética derivada del propanodiol que posee a
su vez un grupo dicloroacetamida, debiéndose las propiedades antimicrobianas a dicha
cadena lateral. Como antibidtico de amplio espectro se caracteriza por ser bacteriostéatico y
aln en concentraciones bagtante devadas solo detiene la multiplicacion de las bacterias,

pero d nimero viable de las mismas permanece edacionario y no se produce una
disminucion sensble como sucede con los antibidticos bactericidas. Se caracteriza por

inhibir la sintesis proteica uniéndose reversiblemente a la subunidad 50 S dd ribosoma e
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Inhibicion de la sfntess de la pared ceular de las bacterias @ antibidtico inhibe la
formacion de mucopéptido por inhibicion de los ssemas enziméicos, d fijarse en la
pared celular y cuando se produce la divisén de la bacteria aparecen defectos en dicha
pared, € microorganismo se hace osméticamente sensible, penetra liquido en su interior,
eddlay s lisa Ad, actla la penicilina

Liss de la membrana celular

Inhibicion de la sintesis proteica bloquea los pasos necesarios para dicha dntesis,
actuando sobre los ribosomas. De esta forma la vida de |a bacteria es afectada Esta es |a
accion dd cloranfenicol, las tetraciclinasestreptomicina y eritromicina

Inhibicion de la sintess de los &cidos nucleicos.

i.2.4. Resisencia bacteriana a los antibidticos

En las bacterias exigen ciertos genes de resdgtencia quienes por medio de enzimas
degradan los antibidticos o los modifican quimicamente inactivando las drogas.
Alternativamente adgunos causan dteraciones a las bacteria o reemplazan moléculas que
normamente son reconocidas por @ antibidtico.

Las bacterias pueden adquirir genes de resistencia a través de pocas rutas, algunas por
mutaciones genéticas o por toma de genes de resgencia de otras formas bacterides
vecinas.

La resgtencia bacteriana a antibidticos puede ser inherente o adquirida, asi la resgtencia
natural o inherente a antibidticos puede ser propia de una bacteria, por gemplo la
Streptomyces sp. tiene agunos genes responsable para la resstencia a su propio
antibidtico, la estreptomicina 0 como las bacterias Gram = negativas, que poseen fuera de
sus membranas una permesbilidad que permite la estabilidad y ser barrera contra los

antibidticos o retardan € proceso de reconocimiento (asi sucede con la peniciling).



Resgencia adctuirida

La resstencia adquirida, sucede en bacterias que son sendtivas pero cambian su genoma

La ressencia adquirida conlleva dos procesos genéticos en la bacteria  1.- mutadion v,
2.- cambios de genes entre cepas y espedies.

Wodfon & Hooper (1989) sodienen que la resgenda cromosdmica ocurre como
resultado de una espontanea mutacion en d gen. En la E. coli & han obsarvado genes

cgpaces de mutar a causa de quinolones, produdendo un decrecimiento en la
susoeptibilidad a los microbicides  Edte decrecimiento se produce por la dteracion
extaior de la pemegbilidad de la membrang, en d Ssema de reconodmiento, y en la
produccion de enzimes.

Los tipos de resstencias pueden <=

El tipo A: Cuando la resstencia es gradud por pasos sucesvos.  Los pequefios grados de
ressiencia s deben por mutaciones en genes de bga potencia, cuando sucede en genes de
igud potencia pero en sucesvas generaciones e produce una dta resdenda, ede tipo
obsava en la penidling, tetradidina y doranfenical.

H tipo B: Laressendia intensa 0 no, es de forma rgpida debido a la mutacion de genes de

potencia variable. ESt0 es caracteridtico en la estreptomicina

Elementos Genéticos Trangonibles

Son entidades genéticas discretas que forman parte de cromosomas y de plaamidos,
cgpaces de moverse de un lugar a otro dd genoma. Exigen varias dases de mecanismos
de trangposicion, pero muchas de dlas suponen la Smulténea replicacion dd demento, de
modo que queda una copia en @ dtio origind y gparece una copia nueva en la nueva

locdizacion.
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Los dementos genéticos maviles acarrean una srie de reorganizadiones en d genoma

inversones de segmentas genéticos, ddecciones, cointegraciones entre dos replicones, €c.
Hay que redtar que estos dementos no son replicones, es decir, no poseen la capacidad
de replicacion autonoma que hay en cromosoma y plaamido, Sno que son partes
integrantes dd genoma de muchas bacterias, confiriendo plagicidad genética sobre la que

pueden actuar mecaniamos evalutivos Esto hace que los genomes bacterianos, y sobre
todo los pléamidos, seen rdativamente dindmicos y mdegbles a escda evalutiva

Exide una categoria de trangoosones llamados trangposones conjugdivas que presantan la
propiedad de promover su diseminarse de una bacteria a otra por conjugacion.

Tranderenda de informadon bacteriana mediante nlaamidos

Los Plasmidos son macromoléculas dirculares de &ddo desoxirribonudeico de doble
cadena (ADN) extracromosomicas, con cgpacidad para reproducirse independientemente
dd cromosoma becteriano. Pueden ser trandferibles (pasar de una cdula a otra por

conjugacion) y no trandferibles. Edtan presantes en bacterias Gram - pogdtives y Gram -

negdivas, exigiendo en una migma cdula varios tipos de pléamidos Portan genes de
resgencia a antibidticos, a medes pesados a la luz ultravidleta Ademas producen
toxinas 0 enzimas producidos por dertas bacterias que son letdes para otras. Los
pléamidos contienen una gran variedad de genes tales como los que controlen la
produccion de toxinas gque dteran las superficies de las cdulas para evitar d contacto entré

dlas, ad como genes que ayudan d intercambio de ADN de una cdula a otra  Suden
llevar genes de ressendia a los antibidticos y un solo pléamido puede conferir ressgencia

a mlltiples antibidticos

Actudmente las cgpas con resgencias mltiples codificadas por pléamidos son muy
abundantes en todo & mundo, 1o que complicay a veces desaconsga la quimioterapia
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La principd amenaza d éxito de la quimioterapia esta representada por la trangmision
genética de pldsmidos de resigencia a antibidticos (plésmidos R). En Japdn hubo un
espectacular aumento de pacientes con disenteria bacilar resstentes d tratamiento con
varios antibidticos. Las cepas de Shigella dysenteriae aidadas de estos pacientes poseian €
fenotipo SuR, StR, CmR, TetR. Sendo los genes correspondientes a esas resistencias
parte de un gran plasmido. Los plaamidos de este tipo se denominan plasmidos R. Pero
ain més. Los misnos pacientes tenian en sus intestinos cepas de E. coli (Que como
sabemos, es un smple comensal que forma parte de nuestra flora endégena) que eran
igualmente resstentes a esos antibidticos. Ello sugeria que este tipo de plésmidos se podia
transferir de unas especies a otras. La explicacion edribadba en un fendbmeno de
intercambio dependiente de contactos cdula-céula, llamado conjugacion. En resumidas
cuentas, se descubrié que existen plésmidos R capaces de diseminarse por conjugacion, no
0lo entre cdulas de la misma especie, Sno entre especies digtintas, incluyendo bacterias

patégenas.

En funcion de que los plasmidos sean 0 no transmisibles a otra por medio de contactos
intercelulares, se pueden didtinguir: plasmidos conjugativos (autotransmisibles), que se
trandfieren entre cepas por medio de fendmenos de conjugecion. Algunos de estos
plésmidos no slo se trandfieren entre cepas de la misma especie, SNO que son capaces de
hacerlo entre especies y géneros muy diversos, recibiendo e muy apropiado nombre de
plésmidos promiscuos 0 de amplio espectro de hospedadores, permitiendo transferencia

horizontal de informacion genética entre grupos bacterianos filogenéticamente deados.

Aparte de los plasmidos R conjugativos existen otros no conjugetivos, que sin embargo
pueden ser transferidos entre didtintas bacterias por otros medios. los plasmidos no

conjugativos movilizables pueden s tranderidos por otro plasmido conjugativo
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compatible resdente en la misma cdula por transduccion (mediante bacteridfagos) o por

trandformacion (ADN desnudo del plésmido puede ser captado por una bacteria sensible

receptora).

Ventaias adantativas de los pldsmidos R

Se definen como dementos genéticos extracromosdmicos con cgpacidad de replicacion
auténoma (es dedir, condituyen replicones propios). Todos los plaamidos becterianos
estudiados son de ADN de cadena doble. La inmensa mayoria son circulares carrados
covdentemente y superenrollados (aunque en Borrelia y dgunos Actinomicgios exigen
pléamidos linedes). Algunos pléamidos poseen, ademés, la capacidad de integrarse
reversblemente en d cromosoma bacteriano: en eda Situacion se replican junto con d

cromosoma (bgo d control de éte).

Los plé&amidos R han evoluconado en respueda a presones sdectivas ambientaes
(antibidticos usados por los humanos o inhibidores presentes en los medios naturdes de
las bacterias). Son cgpaces de conferir varias ressgencias Smulténeamente a las bacterias
gue los adquiran. Egtan condituidos por “modulos’ moviles (trangposones), de modo
que tienen flexibilidad para adquirir nuevas modulos a partir de otras epecies. No tienen
efectos negativos sobre los demés caracteres de la becteria

i.2.5. Mecanismos bioguimicos implicados_en la resistencia a antibiéticos

Los principades mecaniamos s pueden agrupar de la Sguiente maneral
Disminucion de la pemestilidad heda d antibidtico.
Inactivacion enziméica dd antibidtico.
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Disminuciéon de la Permeshilidad hacia d antibidtico

Modificacién de una barrera preexistente

Como ya sabemoas, la membrana externa de las Gram-negativas supone una barrera natura
gue hace que muchas bacterias de este grupo sean insensibles a varios antibidticos ( Ej.: la

vancomicina y la bacitracina no pueden atravesar las porinas).

No todas las bacterias Gram-negativas son iguamente impermegbles a los mismos
antibidticos. Entre las menos impermesbles estéh Haemophilus y Neisseria, que dejan
pasar a numerosos B-lactamicos. Las ‘Enterobacterias sudlen ser intermedias. Las
bacterias del género Pseudomonas son insensibles a la mayoria de antibidticos 8-
lactamicos, porque no pueden pasar a través de la membrana externa. Se han aidado
mutantes que se han vudto resstentes a los B-lactamicos de Ultima generacion: € cambio

ha afectado a una determinada porina que ahora no deja pasar a estos nuevos antibioticos.

En otros casos, la resstencia se debe a dteraciones en la cpsula lgunos neumococos
ressentes a edreptomicina y eritromicina dependen de este tipo de mecanismo.
Igudmente se conocen resistencias a sulfamidas dependientes de un mecanismo especifico

de impermeabilidad.

Mecanismo de extruson activa dd antibidtico

Como se sabe, d efecto inhibidor de las tetraciclinas depende de la acumulacion activa de
ede antibidtico por parte de las bacterias. Pues bien, ciertos plasmidos R poseen
transposones que codifican un sstema para “bombear” tetraciclina desde € interior

bacteriano hacia @ exterior, en contra del gradiente de concentracion.
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Alteracion del mecanismo de trangporte de antibidtico

Cuando d antibidtico accede d interior bacteriano por agun mecanismo de transporte
especifico, una mutacion que afecte a dicho sstema de trangporte supondra una mayor
ressencia ad antibidtico Ej.. en E. coli la cicoserina entra aprovechando € sistema de
transporte de la valina. Determinados mutantes incapaces de transportar estos

aminoacidos son resgentes a la ciclosarina.

Inactivacion Enzimética dd Antibidtico

Este tipo de mecanismo depende en muchos casos de plasmidos R.  Los gemplos tipicos
son las resstencias a B-lactamicos, la resstencia d cloranfenicol y las resgtencias a

aminoglucosidos.

Resigtencia a B-lactamicos por accion de B-lactamasas

Ciertas bacterias producen penicilinasa (B-lactamasa), cagpaz de dorir € anillo B-lactdmico
de la penicilina dando origen d &cido peniciloico, que carece de actividad antibacteriana
Lo mismo ocurre con las cefdosporinas, donde la B-lactamasa (cefa ogporinasa) genera un
producto inestable inactivo que se descompone ragpidamente. Sin embargo, la naturdeza
de la cadena lateral (grupo acilo, R) influye notablemente en la susceptibilidad de rotura
dd anillo B-lactamico por las lactamasas. La base de la resstencia en muchos casos es la
sguiente: cuando se expone la bacteria d B-lactdmico durante mucho tiempo, pueden
sdeccionarse determinadas mutaciones en genes cromosomicos que codifican por la f -
lactamasa, de modo que adquieren un fuerte promotor que permite su expresion a dto

nivel. Este tipo de B-lactamasa es excretada d medio, donde inactivaa antibidtico.
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Resgenca d doranfenicol

La resgenda d doranfenicdl sude deberse a un enzima inactivante de dicho antibidtico,
denominado doranfenicol-actiltranderasa (CAT), que normdmente estd codificado por
genes plasmidicos. Uno de los genes de CAT de Gram-negdtives mas edudiados forma
parte dd trangposon Tno.

B CAT oconwviate d doranfenicol en su deivado 3-acetoxi, usando d acetil-CoA; a
continuacion una reeccidon quimica (no cadizada por enzima) y una segunda acdtilacion
cadizada endiméicamente, generan el producto find 1 3-diacetoxi-cloranfenicol. Los
derivados mono o diacetilados ddl doranfenical son inactivos como antibidticos

Resdencia a dertos aminoglucdsidos

Los aminoglucdsidos son un grupo amplio y abundante de antibidticos, por 1o que no es
sorprendente gue las bacterias hayan evoludionado distintos mecanismos para inactivarlos.
Estos mecanismos pueden agruparse en tres tipos fosforilacion, adenilacion y acetilacion.
Las fodfarilaciones y adenilaciones se dan sobre grupos -OH susceptibles, mientras que
las acetilaciones recaen sobre determinados grupos (-NH2).

La modificadon enziméica de los aminoglucdsdos ocurre en d egpadio periplésmico 0 en
la membrana citoplésmica, donde & antibidtico modificedo covaentemente ya no puede
usar d mecanismo de trangporte fadilitado a través de la membrang; por lo tanto, accede en
menor cantidad d dtoplasma d compuesto modificado ya no puede afectar d ribosoma,
por lo que no gecuta accion inhibitoria sobre @ crecimiento de la bacteria
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Resgenda a la @itromiana

Ciertos plasmidos de cepas de Staphylococcus aureus'y de Streptococcus sp. codifican
una metilasa de ARN indudda por la presencia de eritromidna este enzima modifica por
metilacién un determinado nudedtido dd ARNr, de la subunided grande dd ribosoma
23S. Concretamente introduce dos metilos en d N de una determinada adening, usendo §-
adenosimetionina (SAM) como donedor. Eqo produce un cambio conformaciond en €
ribosoma que disninuye «u dinided heda la eitromidna y heda la lincomidna
(resgencia cruzada a los dos antibidticos).

El mecaniamo gendtico subyacente d cardcter inducible de la metilasa es muy interesante;

en lugar de un mecanigmo a nive transcripciond, como es hebitud en las becterias, s traa

de un mecanismo de regulacion traducciond: en las bacterias en ausendia de eitromicna

d ARNm dd ezima posee una edructura secundaria que evita su traduccion por los s
ribosomas, pero en presencia de eritromicina ete ARNm cambia de conformacion y puede ;
ser leido, produciéndose la metilasa que inectivara la diana dd antibidtico.

1.3. SISTEMA INMUNITARIO DEL CAMARON Y SUS

DEFENSA

Los atrdpodos y egpecidmente los crustaoeos no poseen un Sema inmunitario
adaptaivo basado en la espedificddad y en la memoria, pero son cgpaces de reaccionar
contra los patdgencs invasores a través de sus mecanismos inmunitarios, cdulares 'y
humordes (Soderhdl & Cerenius 1992), los que mantienen la integridad dd organiamo.
Ede dgema de proteccion no reconoce la complementariedad  antigeno-anticuerpo
caacteridica de los vertebrados, pero es capaz de destruir invasores de tipo microbid y
agentes paraditicos (Chrigensen & Nappy, 1988).



24

En los atropodos la respuesta inmune 2 presenta en dos fases, una fase inmediata no
inducible, generdmente asodada a los efectores cdulares (hemoditos), quienes son
responsables, junto a otras fagoditos inmaviles, dd proceso de fagoditods y protagonizan
los eventos de nodulacién y encgpsulacion de invesores, dlos catdizan d proceso de
coagulacion y dmecenan en U ditoplaama los enzimes de la cascada profenoloxidesa
(proPO), responsable de la melanizacién que acompaia la repuesta inflamatoria en todos
losartropodos.  La segunda fase de la respuesta inmunitaria se caracteriza por la sintesis
de varios efectores humordes, proteinas y péptidos con fuertes propiedades microbicides,
contra bacterias Gram positivas, Gram negativas y hongos. Bl éxito evolutivo dcanzado
por los atrdpodos es d mgor gemplo para iludrar le eficadia dd Sgtema inmunitario de
egtos invertebrados.

1.3.1. Mecanismos de defensa a mediacion cdular: Hemocitos

Fagodtoss

En d proceo fagodtario d fijase las paticulas extrafies a la membrana dd  fagodito

(hemodito), s2 dainido a la etgpa de ingestion, donde la membrana plasmética dd fagodito

es tracdonada d punto de rodear la particula en una vacuola, mindsculos componentes
cdulares los lisosomas s fusonan con d fagosoma forméndose d fagolisosoma dando
inicio a la destruccion de la particula extrafia por medio de varios productos microbicidas
encearrados en los lisosomas

El choque respiraorio es un proceso propio de las cdulas fagoditarias maduras. La

fijadon de una paticula en la supefide cdular cambia en pocos segundos la condicon de
la cdula incrementando la actividad metabdlica cdular. Eqa trangcon esa asociada con
una serie de cambios caracteristicos, de los cudes d més importante es € incremento en d

oonsumo de oxigeno Y la generacion de ROI (reectivos intermediarios de oxigeno). La
produccion de durante d choque respiratorio en la fagoditods, puede ser medida por
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técnicas como la reduccion dd nitroblue tetrazolium (NBT), evduandose de eta manga la

cgpacided inmune de las cdulas. En @ camardn Penaeus japonicus e ha utilizado
eficazmente la témica de la quimidluminiscenda para estimar d chogque repiratorio
(Bachére et d., 1995). En @ P. vannamei (Mufioz, com per) ha utlizado la técnica de

reduccion dd NBT, para cuatificar la produccion de anion superdxido. Estos productos
microbicides son producto dd aumento de la actividad de hexosass monofodato que

genga NADPH, d mismo que es uilizado para redudr d oxigeno moecula,

convirtiéndose ese en anidn superdxido (0)), perdxido de hidrégeno (H,0,), radicdes
hidroxilo (OH), y oxigeno molecular libre. Ademés d reducirse los iones de hidrogeno y
aumentar d pH, dgunas moléculas lesonan la membrana bacteriana, sea por la producdion

de proteinasas (caepana G), o por aumento de la permegbilidad de la membrana dd
invasor a proteinas de dto peso molecular y de defensinas. Otros factores como € pH,

lisozima, lactoferring, que no dependen dd oxigeno en unidn a los radicaes de oxigeno

matan d microorganiamo extrafio, quien después de muerto, es expulsado.

Hemoditos dd camadn tigre Penaeus monodon, tuvieron Smilares producdones de
radicdes de oxigeno y susancias microbicidas, pero en nivees més bgos a los obsarvados

en los monodtos y neutrdfilos de humanos, debido probablemente a la diferencia en la
estructura y nimero de receptores sobre las membrana de los hemoditos dd camaron, de
peces y de humanos (Song & Hseh, 1993).

Encansuilacion

Edte proceso d igud que la formacion de nddulos, es producido como respuesta inneta del

dgema inmunitario. Al no ser posble la fagoditos's de particulas extraiias macroscopicas

la encapaulacion de edas particulas por medio de los hemoditos, ayuda a matarlos por

reduccion de movimiento y crecimiento de los invasores d s rodeedos.

En teoria la muerte por encapsulacion de los organismos es producto de la adfixia y la

acaon quimica de quinonas precursores de (mdaning). Bl enzima dave en la dintess dd
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pigmento mdanina es d fendloxidesa (PO), la cud et presante en la sangre de los
atrépodos (hemalinfa) como un proenzima inectivo, d profenoloxidesa (proPO). Este
proenzima es activado por componentes de la pared odular microbid como los B-1,3-
glucanos de hongos los LPS de bacterias Gram negeives o los peptidogt de
becterias Gram podtivas (Johansson & Soderhdl, 1989).

POITEIINA BL LITRRAL

CiB - ESPOL
Formacion de Noédulos

La fomaddn de nddulos es un mecanismo intemedio entre la fagodtoss y la
encapaulacion. Estos son obsarvables como masas de bacterias mdanizadas formadas en
d hemocde producto de aglutinines. Estos nddulos son pequeias capsulas que ayudan d

proceso de limpieza de las bacterias,

Coaguladion
Sendo la cuticula una barrera esructurd 'y quimica, d Sgema intemﬁ&efensa dd

<3
g )

IS

camardn debe evitar d ingreso de los microorganiamos a la cavidad dd cuerpo através de

las heridas o durante la muda, mediante d rgpido sdlado de las heridas. Este proceso

depende de la coagulacion dd plaama, proceso que implica la reticulacion de una proteina
plasmética (Soderhdl & Cerenius, 1992). Exigen en los crustéceos tres tipos de procesos
de coagulacion: agregacion de hemoditos (tipo A), completa gelacién dd plasma (tipo C) y
un intermediario entre estos dos tipos (tipo B).

En la agregacion de hemoditos |la hemadlinfa se mantiene fluida y sdlo los factores cdulares
£ aglutinen Sn coagulacion dd plaama, mientras que d tipo B rdadona la agregadion
cdular con una limitada coegulacion dd plasmay en d tipo C la ligs de los corplisculos

explodvos causa coagulacion dd plasma con poca agregacion cdular (Martin, 1991; fide

Cedefio, 1998). La gelaciéon dd plasma es producida por la polimerizacion y reticulacion

dd factor de coagulacion, proceso que depende de la accion de un enzima cdular, que
actlia como transglutaminesa, la misma que es activada por cambios hemogtéticos (Bruner-
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Lorand et al, 1996; fide Mufioz, 1996) requiriéndose para esto de la presencia de iones de

cacio (Cat+) (Durliat y Vrankx, 1976; Kopacek et al, 1993; fide Mufioz, 1996).

1.3.2. M ecanismos de defensa humor al

La actividad antibacteriana en la hemolinfa de los crustéceos ha sdo estudiada en especies
economicamente importantes como; camarones (Adams, 1991, fide in Chishdm & Smith,
1995), la jaba azul Callinectes sapidus (McCumbre & Clem, 1977, fide in Chisholm &
Smith, 1992), los cangrejos de rio Pacifastacus leniusculus (Nyhlén & Unestam, 1980,
fide Chishdm & Smith, 1992), Panulirus argus, Panulirus interruptus, Homarus
americanus Y € cangregjo de playa Carcinus maenas (Chisholm & Smith, 1992).
Destoumieux et al., (1997) encontr6 una nueva familia de péptidos antimicrobides
aslados de P. vannamei. Estos péptidog(penaedinas) tienen actividad antimicrobia a
hongos, bacteria sobre todo en bacteria Gram positivas.

En Penaeus stylirostris Le Moullec et al., (1997) observa la actividad fenoloxidasa y la
relacion con los ciclos de muda como medio de proteccion a vibrios's, encontrando que €
edadio de muda esta directamente relacionado con € tipo hemocitario y la activided
fenoloxidasa, as una bga en la actividad fenoloxidasa en pre - muda dgnifica una
probable inmunodeficiencia durante este estadio. La resstencia a vibrioss la corrdacion6
con la actividad fenoloxidasa pero no con € conteo total de hemocitos durante € ciclo de
muda, ya que un ato conteo de hemocitos no fue capaz de proteger a la accion de Vibrio
AM23. Siendo & cambio de estadio de muda en camarones un medio facilitario a las

infecciones por vibrios,
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14. PATOGENICIDAD BACTERIANA Y SUS MECANISMOS

H tamino patogenicidad es definido como la habilided de las bacterias para causar una
enffemedad. La patogenicidad bacteriana etd directamente vinculada con las
caatteidicas edructurdes y mecaniamos bioquimicos de los microorganismos. Edos
mecaniImos pueden ser: presendia de cgpaulas, lipopolisac&idos u otros componentes de
la pared cdular; capacidad de adherencia, secrecion de sudancias extracdulares e
intracelulares (toxinas) que permiten dafiar a los tgidos dd huésped. Entendiéndose como

huésped a todo organismo que Srve de habita a otro.

Los mecaniamos de patogenicided o factores de virulencia pueden ser dadficados por la
cgpacidad de: 1.- Permitir la colonizacion e invaddn de los tdidos dd huésped y 2.-

Dafir los tgidos y enffemar d huésped. En la tabla 4, se describen los principaes
factores de virdlenda que promueven la colonizacion y sobrevivenda de las bacterias

infeccosss,

Tabla 4. Factores de virulencia que promueven la colonizacion y supervivencia de las

bacterias.
Factores de virulencia Funcion

Pihi Adherencia alasuperficie de Tas mucosas

Adhesinas no fibrilares Unidn firme a las cdulas dd huésped

Moatilidad y quimiotaxis Ayuda en la fijacion de la supeficie de las
mucosas en &eas de fluido rgpido

Sideroforas Permiten la adquisicion de hierro

Cépsulas  (polisacéridos) Eluden la fagocitosis, reduciendo la activacion
del complemento.

Proteinas toxicas Protegen de la muerte por fagocitoss, reducen la

intensdad del choque oxidativo.
Varigbilided en la superficie ddl antigeno  Permiten evadir la respuesta de anticuerpos.
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En d desarrollo de una enfermedad intervienen tres factores: huésped, agente infeccioso y
ambiente, cuando uno de los tres tiene un comportamiento inesperado, todo € sistema se

desequilibra 'y en ese momento surge la enfermedad (Néder,1989; fide San Miguel, 1996).

Al ingresr un patdgeno capaz de causar dafio en un huésped e inicia € proceso de
infeccion, d cud comprende las etapas de colonizacion, multiplicacion, y persigencia  En
ocasiones € huésped tolera la etapa de colonizacion por un patdgeno restringiéndolo a
regiones donde no cause dafio, pero S este patdgeno llega a progresar dd punto de
infeccion origind y evade las defensas, puede producir dafios sgnificativos sobre €

organismo propiciando una enfermedad (Sayers & Whitt, 1994).

La colonizacion es la habilidad de una bacteria para invadir € tgido dd huésped. La
colonizacion es d primer estado de infeccion.  En los humanos estos lugares
corresponden a las mucosas dd tgido urogenitd, tgido digestivo, tgido respiratorio y €
conjuntivo.

La colonizacion implica los mecanismos de adherencia, multiplicacion inicid, habilided
para evadir d sstema de defensa, la produccion de sustancias extracdulares que facilitan €
proceso de invasion, causando dafios y efectos toxicos. El grado de interaccion entre un

huésped y un parésito sempre depende de propiedades especificas inherentes a ambos.

Adherencia

La colonizacion de una bacteria a las superficies del huésped esta relacionada directamente
con € proceso de adherencia. La adherencia es importante en &eas como la boca,
intestino, y otras superficies lavadas por fluidos, donde solo la bacteria que puede
adherirse es capaz de establecerse. Por otra parte la adherencia esta vinculada con la

especificidad de adgunas bacterias a cierto tipo de tgidos, por gemplo d Streptococcus
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mutans €S abundante en la placa dentd pero no sobre la supefide epitdid de la lengua,
mientrasque d Streptococcus salivarius Se encuentra en grandes cantidades en las cdulas
epitdides de la lengua dendo ausente en la placa dentd. Otras bacterias son especificas
de detas expedies, infectando sHlo a determinados organiamos 0 egpas de desarrallo de
edos, ej: Neisseria gonorrhoeae infecta 9o a los humanos, d Echerichia coli K-88
infectasilo aloscerdos, d E. coli CFA 1y E. coli CFA Il ahumanos y d E. coli K-99 al
ganado (Todar, 1997).

Mecanismos de adherencia;

a)
XTI
-
¢ IPIII I
v L
({ T L{ ({ (f <«— Glicoproteina/glycolipido
¢ ) 0 ¢ ¢ «€—]Membrana celular del” Huésped |
b)

O / Superficie del Huésped

€——— Membrana celular del Huésped

Figura 1. Mecanismos de adherencia bacterides. (Después de Sdyers & Whitt, 1994) a- Reconocimiento
de la superficie de la bacteria por su mecanismo Pili a las moléculas superficides del huésped usudmente
carbohidratos. b.- Adhesinas, proteinas superficides de la bacteria
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- Pili

Las bacterias patdgenas tienen varias vias para adherirse firmemente a las paredes de
huésped como d pili y las adhesinas (Figura 1). El mecanismo de adherencia pili, es una
edructura proteica a manera de vaillalarga y flexible que se extiende fuera de la superficie
bacterial estableciendo contacto entre la bacteria y las cdulas dd huésped. El pili puede
estar colocado sobre 0 en una parte preferencial de la superficie de la bacteria, son mas
cortos y rectos que los flagdos. El pili es constantemente producido por la baecteria
durante su crecimiento por perderse o romperse debido a su fragilidad. La bacteria E. coli
es capaz de expresar diversos tipos de pili, esta diversidad genética le permite adaptarse a

cambios ambientales y explotar las oportunidades que presenten las diferentes superficies

del huésped.
32 % <
e &
Adhesinas & B

En las bacterias Gram postivas se cree que las adhesinas, d igud que d pili en la
bacterias Gram negativas, cumple € papel de acercamiento entre la bacteriay la superficie
celular dd huésped. As d Estreptococos pyogenes tiene una adhesina no fibrilar (protefna
F) que s fija a la proteina fibronectina de las cdulas dd huésped permitiendo la

adherencia, (Figura 1)

Moatilidad

La motilidad es un mecanismo que permite a las bacterias colonizar superficies bafiadas

por fluidos (mucosas) con movimientos rgpidos y congdantes. Las bacterias matiles

pueden presentar sSistemas que les permiten detectar y encontrar con mayor rapidez sSitios
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ricos en amincécidos y azlcares. Se ha observado reduccion de la virdlendia en mutantes

de V. cholerae que han perdido este mecanigmo.

Adquisicién_de Hierro

B hiero es un demento esendd para d cedmiento de las becteias En d cuerpo
humano las bacterias tienen dgunos mecaniamos para adquirirlo, como d uso de
siderofores. Los Sderofores son moléculas de bgo peso molecular que quelan @ hiero
con dta afinidad. Otra forma de sudraer hierro por parte de las becterias, es mediante la
produccion de exotoxines cuando los nivdes de ete mingd son muy bgos Las
exatoxines maan a las cdulas huésped, y permiten que la bacteria obtenga de estes d

hierro necesxrio para crecer.  La adquiscddn de hiero besada en este mecanismo
contribuye a la virulencia de dgunas bacterias patdgenas capacitandolas a tomar formas
particuladas de hiero como lactoferrin y tranderrin.

(Wright 1981 fide Litwin & al 1996), corrdaciono lavirulendadd Vibrio vulnificus con la
digponibilidad de hierro en ratones, observando reduccion de la dosis letd (LDsp) en un
50% d inyectarles ese demento. Ademés encontrd cgpas no virulentas incgpaces de
producr Sdeofore o utilizar d hiero en forma de tranderina ESos resultados
urgieren que @ Sderofore cgpacita a adados virulentos a adquirir ete demento.

‘Toxiddad Bacteariana

Bacterias como Pseudomona sp., Neisseria sp. y Vibrios sp. pueden poseer ciertas
proteinas fibrilares que contienen N-meilfenildaning, encontréndose este compuesto en
becterias virulentas productoras de proteines toxices de la actividad adenyl cydasa.  Asf, €
componente de la toxina anthrax, d Factor Edema (FE) es una adenyl cydasa que actta
sobre la cdulas, incrementa los nivees de monofodfao de adenosin (AMP) intracdular y
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destruye la permesbilidad de las mismas (Todar, 1997). Otra bacteria como Clostridium
perfringens, produce las toxinas fodfolipasas (toxing) que hidrolizan los fosfolipidos
destruyendo las membranas celulares. Toxinas del  Vibrio cholera activan d enzima en la

cdulas de la membrana intetind, incrementando los nivdes intracdulares AMPc

(monofosfato de adenosin cidlico), y la secrecion de agua, Na®, K*, Cl,y HCOjen €
lumen dd intestino delgado (Levinson & Jawetz, 1998).

Exotoxina

Las exotoxinas son proteinas bacterianas que pueden actuar en lugares remotos (sectores
disantes dd crecimiento bacterid). Se diferencian de las endotoxinas lipopolisacaridos
(LPS) por ser estos Ultimos, condituyentes de la membrana de las bacterias Gram
negatives. Las exotoxinas son secretadas por las bacterias Gram postivas 0 Gram
negativas durante la fase exponencid. Congtan de dos subunidades que permiten: 1.-
fijacion ala membrana plasméticay entrada a la célula, 2.- actividad toxica. La produccién
de proteinas toxicas es generdmente especifica de una especie particular g: Clostridium
tetani produce la toxina tetanus, V. cholerae la toxina cholerag, y € Corynebacterium

diphtheriae la toxina diphteria

CIB - B8POL
Las bacterias heterotréficas producen una amplia variedad de enzimas extracelulares com

proteasas, lipasas, nucleasas, €c., que ayudan d metabolismo y nutricion bacterid. Estos
enzimas actlan obre la membrana cdular animd redlizando la insercion o formacion de
un poro que resulta en la liss cdular o destruyendo los fosfolipidos que edtabilizan la
membrana

Exigten ciertas bacterias que tienen toxinas que no son normamente secretadas, pero que
estén locdizada en d citoplasma o en € periplasma de las bacterias y son liberadas durante
la ligs bacterid.
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Endotoxinas

Las bacterias Gram negativas contienen en la pared una capa externa congtituida por (LPS)
también llamados endotoxinas. Esta cgpa es una segunda capa lipidica, que ademés de
fosfolipidos contiene polisacaridos y proteinas. El lipido y € polisacaido estan unidos
formando estructuras de LPS. Una propiedad bioldgica importante de la capa externa de
las bacterias Gram negativas, es su toxicidad para los animales, asi son toxicos para €
hombre y otros mamiferos los LPS de los géneros de Samondlla, Shigella, y Escherichia
Los LPS son menos potentes y especificos en su accion que las exotoxinas, no se
degradan d caor, pero pierden o reducen su actividad oxidante. Siendo componentes de la
membrana cdular de las bacterias Gram negativas, tienen una diversdad etructurd 'y
adherencia especifica y probablemente cumplen la funcidn de servir a la bacteria como una
edructura superficid o macromolécula de conexion. En la Tabla 5 s enumeran las

diferencias de las toxinas.

Tabla 5. Caracteristicas de las endotoxinas y exotoxinas clésicas de las bacterias. (Tomado

de Levinson & Jawetz, 1998)

Propiedad Endotoxina Exotoxina
Naturdeza quimica Lipopolisac&rido mW=10kDa Polipéptido.
mw=50-1000kDa
Origen celular Pared celular de las bacterias Gram Bacterias Gram negativas ¥ Gram
negativas positivas
Degradacion d caor No Usuamente
Antigénica Si Si
Potencia Relativamente baja (>100ug) Relativamente dta (Ipg)
Especificidad Bgo grado Alto grado
Actividad Enzimatica No Usualmente
Piiogenicidad Si Ocasionalmente
Secretada por  clulas No Si

Ubicacion de genes Cromosoma  bacteriano Plasmido o bacteritfago
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Los LPS juegan un papel muy importante en d desarrollo y crecimiento de la bacteria,
sobre todo en la interrelacion huésped/patdgeno, porque éstos son la barrera permeable y
selectiva, que impide la destruccidn de la bacteria sea por los componentes del suero o por
la accion de las cdulas fagocitarias. En la figura 2 se puede observar las tres unidades que

componen la estructura de los LPS:
La parte compuesta por un fosfolipido (A), que es toxico.
Una parte central formada por polisac&ridos de cinco azlicares unido ala parte A.

Una parte externa congtituida por 25 unidades repetidas de tres y cinco carbonos. Este
polimero es € antigeno 0 que sirve para € reconocimiento de adgunas bacterias (Levinson

& Jawetz, 1998)

¢ Polisacarido Antigeno “0 *
0 somatico

>

Cent ro
} ~

Disacar ido-

i \
l dif os-fat 0 >~ Lipido A
]’ Ac idos grasos

Figura 2 Estructura de Endotoxina. El antigeno polisacérido O esta expuesto en €l exterior de la célula
en tanto que el lipido esta en el interior. (Tomado de Levinson & Jawetz, 1998).



36

Capsulas

Una cgpsula es una edructura de polimeros que cubren la superficie de una bacteria,
sendo los polisacaridos los principdes 0 mayores condituyentes, pero las cdpsulas
también estan compuestas de proteinas 0 mezclas de carbohidrato-proteina. El rol de las
cdpsulas dentro de la virulencia bacterial es proteger la bacteria de la respuesta inflamatoria
ded huésped (muerte por fagocitoss). Esta cgpsula gelainosa permite determinar € tipo
serolégico dentro de una especie, g: hay 84 tipos seroldgicos diferentes de Streptococcus

pneumoniae, Sendo reconocibles estos, solo por sus azlcares. <P

*
P

Laimportancia de la cipsula esté determinada por tres aspectos.
Limita la capacidad de la fagocitoss del huésped aumentando la capacidad patogénica deaﬁ:‘;
la bacteria

Permite identificar especificamente a microorganismaos.

Es posible que intervenga en la adherencia de bacterias, paso importante para causar
infeccion.

Formas virulentas de bacterias escapan a la fagocitosis, ya que la sintesis de una capsula
externa protege contra la adhesion de las células fagocitarias, asi un ratdn puede morir con

10 neumococos encapsulados, pero sin este mecanismo se necesitan 10.000 bacterias para

causar la muerte.

Invasién de superficies

La invason de un huésped por un patégeno puede darse por la produccion de sustancias
bacterianas extracdlulares que diminen las defensas primarias y secundarias del cuerpo,
entre esas sudancias e encuentran las invasinas. Las invasinas son enzimas que dafian
las defensas del huésped ayudando a un inmediato crecimiento y generdizacion de

patdgeno como parte de la patologia de una enfermedad infecciosa.
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La invasdn de las cdulas por becterias depende de la rdacion de las invasnas y de
receptores cdulares especificos. El movimiento de las bacterias d interior de las cdulas es
una fundon de miadfilamentos de adina  Una vez dentro de las cdulas pueden
permanecer ahi 0 deplazarse a las cdulas subyacentes a traves de tindes formados de
actina este proceso de invaddn permite evadir las defensas dd huésped.

1.5, INFECCIONES EXPERIMENTALES REALIZADAS EN PENEIDOS

i.5.1. Interaccion huésped-patdégeno

La manera en que una bacteria patdgena es responsable de una enfermedad particular esa
explicada en los podulados de Koch: (1800 fide Sdlyers & Whitt, 1994).

L. La bacteriay sus productos, pueden ser encontrados en toda las personas con la
enfermedad, sSendo todas las partes dd cuerpo afectado por dicha enfermedad.

2. La bacteria puede ser adada de lesones de una persona infectada y mantenida en

cultivo puro.

3 El cultivo puro inoculado, es susceptible a la voluntad humana o a la

experimentacion en animaes donde se podrdn reprodudir los sintomas de la enfermedad.

4, La misma bacteria puede s adada de cultivo puro o a patir de animdes o
humanos intendondmente  infectados

B edudio de las interacciones huésped-patdgeno, implica la cuegtionabilided de estos
podulados. El primer podulado de Koch sodiene que la cgpa virulenta es enteramente
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independiente del huésped, reduciendo la importancia de este. El segundo y tercer
postulado asume que todos los miembros de cepas de bacterias son igua mente virulentos
y que solo una smple muestra de esta especie puede ser causa de enfermedad, no
condderando la varigbilidad de virulencia o los efectos sobre un huésped de diferentes
cepas de la misma especie, 0 que una enfermedad puede ser causada por dos 0 més
bacterias (Salyers & Whitt, 1994). Otra implicacion no observada en este postulado tiene

que ver con la perdida de los factores virulentos de la bacteria en medios de cultivo.

Lightner, (1988) en estudios con vibrios observo que los postulados de Koch con
bacterias aidadas de camarones enfermos no han sido cumplidos 0 S se han cumplido, ha
sdo mediante la administracién de dtas dosis de bacterias, dando soporte d argumento
ademas de que las infecciones bacteriales pueden darse por patdgenos oportunistas que

son parte de la flora norma dd animdl.

Los intentos por entender y controlar los procesos infecciosos por bacterias en animaes
acuaticos poiquilotérmicos deben tener en condderacion: la distribucion de los patdgenos,
la respuesta inmune dd huésped, la flora interna y su susceptibilidad, la produccién de
toxinas por @ padgeno, y € estrés Amborski & Glorioso, (1974). La patogenicidad de
las bacterias no s0lo dependerd de la bacteria, también influyen la concentracion del
nimero de bacterias presentes, € periodo de exposicion animal-bacteria la especie y edad
de camaron (Hameed, 1995).

La especificidad del huésped a las bacterias fue demostrado por Prayitno et al.,(1995) d
encontrar que & V. harveyi BPO4 causd mortdidades sgnificatives en larvas de P.
monodon y Penaeus indicus a bgas concentraciones, pero no provocd mortaidades en
nauplios de Macrobrachium rosenbergi expuestos a concentraciones superiores de la

misma bacteria. Mientras que Roque et a., (1998), observando la relacidn entre la bacteria
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y la patogenicidad de Vibrio sp en P. vannamei en infecciones experimentaes mediante
bafios, determinaron que & 50 % de mbrtalidad encontrada puede estar influenciada por
diferentes parametros del agua. Otros autores como Liu P. et al., (1996) sugieren que las
proteasas, fosfolipasas, hemolisinas 0 exotoxinas también tienen un rol en la patogenicidad

de cepas de V. haweyi en d camadn tigre (P.monodon) y posblemente en d P.

japonicus.
,;;:-,POL
. . e
1.5.2. Modelos de infecciones experimentales m}ﬁ"‘m

De la Pefia et al.,(1995), por medio de la técnica de inmunofluorescencia observaron en
camarones P. japonicus € edablecimiento, digtribucion, diminacion, multiplicacion
secundaria y una sigeméica infeccion dentro de los tgidos del huésped d adminigtrar

Vibrio sp. por via ordl.

Respuesta inrnunitaria a infecciones bacterianas en camarones

comportamiento del Sstema de defensa dd huésped. Martin et al.,(1993) relacionaron €
decremento de hemocitos totales con € ingreso por inyeccion de bacterias Bacillus cereus,
B. subtilis y Pseudomonas fluorecens en Sicyonia ingentis, restableciéndose los pre-
nivdes d ser edas diminades. Sung & Song, (1996) por medio de la técnica de
inmunofluorescencia indirecta en P. monodon infectados por inmersén determinaron que
el V. vulnificus es éiminado 14 dias después d ingreso por absorcion de sistema
circulatorio y digestivo.

A nive de cuantificacién hemocitaria Aono et al., (1992) observaron la disminucion del

nimero de hemocitos de la langosta de mar Panulirus japonicus a afiadirse diferentes
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concentraciones de bacterias debido a que d aglutinamiento de las mismas, disminuian
drésticamente € nimero de hemocitos.

Edo sugiere que d factor de coagulacion juega un ral importante en la prevencion de la

difuson de la bacteria en d huésped. Obsarvaciones Smilares hizo Matin et al.,(1993)

con la introduccidn de la bacterias inyectadas en la hemalinfa de camardn, donde fueron

diminadas rpidamente de la misma, Stuadon que se acompano de un decremento en d

conteo de hemoditos totdes pogdterior a la inyeccidn, dcanzando un minimo a las 24 horas.

Los nivdes normaes de hemoditos retornaron a las 96 horas d reducir d ndmero de
bacterias.

Las técnicas para reproducir Sgnos de enfermedad en camarones por bacterias, han
vaiado dexde d ajeo de invedigacion (densdad, eapa de desarollo); tipos y
concentracion de becterias, d tiempo y formas de expodcion de los animdes a los
patogencs Y la observacion de la enfermedad (técnicas de reconocimientos de la infeccion
y U inddenda en los animdes). Todes dlas con d objetivo de asegurar la virdlenda de
adados bacterianos y/o andizar d proceso de infeccion para determinar d tratamiento o
prevencion de las enfermedades.

Roque et al.,(1998) edandarizaron tres técnicas para infecdones experimentales con
Vibrio sp en P. vannamei, edas comprendian: inyecdon, bafio, y via ord. H dgema
experimentd de inyeccién eduvo formado por 16 tanques de vidrio de 15 litros con
areacion individud, utilizando tres dases de vibrios, y la recuperacion de bacterias fue por
medio de agar “Thioafae Citrate Bile Sdts Aga” (TCBS) y “Tryptic Soy Aga”
(TSA). La prueba por bafio fue mantenido con un Sstema es&ico en tanques de vidrio
con un volumen de 10 litros Las bacterias adadas de camarones enfemos fueron
introducida por herides causades a nive dd tercer ssgmento abdomind de 2 mm de
longitud. La infeccon ord usd los nauplios de Artemia franciscana dimentadas con

becterias. Comparando ventgjas, beneficios y posibles usos de las tres técnicas.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1, INTERACCION PATOGENO - HUESPED
2.1.1. Protocolo para preparar bacterina

L

Se cultivo toda la noche las bacterias V.vulnificus y V. alginolyticus en 20 ml de medio
liquido Luria Bertani (LB).

Se centrifugd a 7000 rpm. durante 10 minutos.

El precipitado se resuspendié en solucidn salina a 2% conteniendo 0,2% de azide de
sodio.

Se peso los microtubos y traspaso a ellos la suspension de bacterias.

Se centrifugd a 7000 rpm. durante 10 minutos, se pesd nuevamente los tubos y se
calculd e peso del precipitado.

Se resuspendid el precipitado en la solucion salina, conteniendo en concentracion final,
Na azide d 0,02% y 1,5 % de formaldehido, a razon del 10% peso total/volumen. Se
incubd a temperatura ambiente durante 90 minutos en agitacion constante.

Se centrifugd a 7000 rpm. durante 10 minutos, eliminando e sobrenadante.

Se resuspendi6 el precipitado en solucion salinaa 2 %y se congeld a-80 “C.

La preparacion es estable por un afio.

2.1.2. Protocolo para preparar periplasma

Se cultivo toda la noche las bacterias en medio LB

Se centrifugd a 4000 rpm. durante 10 minutos a 4°C.

Se resuspendio €l precipitado en solucion salina a 2%.

Se centrifugd a 4000 rpm. durante 10 minutos a 4°C, eliminando el sobrenadante.

Se resuspendio e precipitado en 200 ml de Tris HCL 30 mM, 20% de sucrosa pH 8
(80 ml por gramo de precipitado, se afiadié 0,4 ml de EDTA a 0,5M pH 8 y se incubo
5 -10 minutos a temperatura ambiente en movimiento constante.

Se centrifugd a 7000 rpm. durante 10 minutos a 4°C.
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Se resuspendio &l precipitado en 200 mi de MgSO, frio, y se agitd 10 minutos en bafio
frio, 4°C.

Se centrifugd a 7000 rpm. durante 10 minutos a 4°C.

Se recuper( el sobrenadante y se afiadié 4 ml de PBS, pH 7,2.

Se congelé a -80 “C.

2.1.3. Produccion de Anién Superoxido (07)

Se sigui6 e protocolo de reduccién NBT estandarizado por Mufioz ,1996.

1.

Se cultivé las bacterias (V. vulnificus y V. alginolyticus)toda la noche, en LB agar ( 2
% con NaCl).

2. Se repicd una colonia en 5 ml de medio liquido LB (2 % de NaCl) en agitacién

1.

constante a temperatura ambiente por 8 horas, volviendo a repicar 100 pl de bacteria
por 10 mi de medio nuevo, incubando por dos horas con agitacion constante, para
mantener las bacterias en crecimiento  exponencial.

Se centrifugd por 10 minutos a 3000 rpm. eiminandose € sobrenadante,

2. Se midi6 la concentraciéon de la bacteria usando como blanco € medio de cultivo

estéril.

Se resuspendio la bacteria en medio Hank’s 3X (26mM de Cloruro de Magnesio y 12
mM de Cloruro de calcio). En un volumen adecuado para obtener una concentracion
find de 20 bacterias / hemocito.

Se llen6 la caja microelisa con 50l de un “pool” o mezcla de hemolinfa de diferentes
camarones. Con un nimero de 200 000 hemocitos/hoyo.

Se coloco 50 pl de Solucidn Hank’s 3X, y se incub6 por 30 minutos.

El sobrenadante fue retirado con cuidado antes de afadir nuevamente 50 ul de
Solucion Hank' 2X (12 mM de Cloruro de magnesio y 6 mM de Cloruro de calcio) a
todos las muestras.

Se afladi6 a los pozos de actividad de base 50 ¢l de solucion Hank’s 3X. Y se desting

dos pozos paa cada esimulante ensayado. Los estimulantes usados fueron:
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50 pl de PMA a una concentracion 30 mg/ml.

50 pl de las bacterias vivas, diluidas en Hank’s 3X, a una concentracion de 20
bacterias’  hemocito.

50 pl de las bacterias muertas, diluidas en Hank’s 3X, a una concentracion de 20

R

N

bacteriag  hemocito.

50 pl de laminarina 2 mg/ml de Hank’s 3X. ‘."u&
A cada estimulante bacteriano también se afadio periplasmas (dos pozos por tipo de
periplasma) a una concentracion de 90 bacterias /hemocitos.

8. Secoloco 50 pl de NBT 0,24% en Hank’s1X, y se incub6 la placa por 2 horas en la
oscuridad.

9. Selavdy fijo laplaca con metanol a 100% por 2 minutos y dos lavados con metanol
d 70%, de 2 minuto cada uno.

10. Se solubilizé con 120 p deKOH 2M, y 140 ul de Dimetil Sulféxido (DMSO),

II. Se rediz6 la lectura en € lector de microplacas Elisa Multiskan BICHROMATIC, a

una longitud de onda de 620 nm.

214. Cuantificacion de la actividad fenoloxidasa (PQO)

QSPO(_
% us6 € protocolo estandarizado por Echeverria, (1998). o\

1. Lamuestra de hemolinfa fue centrifugada a 3000 rpm. durante 12 min., 0 b&‘ﬁﬁg)se
un precipitado de hemocitos. Los hemocitos se resuspendieron cuidadosamente en
Acido cacodilico 10 mM (tampon Cac), utilizando un volumen equivalente d inicial de
hemolinfa

2. Los hemocitos fueron centrifugados a 13 000 rpm. por 1 min. Se recupero €l
sobrenadante y se descatd e precipitado conteniendo los restos cdlulares.

3. Se llend la placa con 50 ul de muestra correspondiente a una concentracion de
200.000 hemocitos/hoyo diluidos en Cac 10 mM.

4. Se colocd dos pozos los estimulantes a ser ensayados: bacterina del V. vulnificus y V.

alginolyticus (20 bacterias/ hemocito), laminarina (2 mg/ml). Ademas en dos pozos

&

=
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/

%
o

i\

!
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diferentes de estimulante se afadio periplasma (de cada estimulante) a una
concentracion de 90 000 bacterias/ml). Los estimulantes con y sin periplasma fueron
diluidos en tampdn Cac 10 mM conteniendo 20 mM de calcio.

5. Se incub6 por 70 min. en oscuridad., luego se afiadié 50 pl de L-Dopa (L - 3.4 -
Dihydroxyphenyl - Alanine ,3mg/ ml) disuelto en Cac 10 M. Se incubé en oscuridad
por 10 minutos més.

6. Se ley6 en d lector de microplacas a una longitud de onda de 490 nm.

215 _ Actividad Antibacteriana

Segin € protocolo estandarizado por Tapia, 1996.

1. Se cultivé las bacterias V. vulnificus, V. alginolyticus y Escherichia coli en medio
liquido LB toda la noche.

2. Serepicd 200ul de la bacteria cultivada en 20 ml de medio liquido LB. fresco en
agitacion constante y temperatura ambiente por 4 horas.

3. Se llend la placa microdlisa con 10 pl de muestra por pozo.

4. Se coloco las bacteria a una concentracion de 40E+06 b/ml para Escherichia coli y
0,16E+06 para V. vulnificus y V. alginolyticus .

5. Se incubd 1 hora a temperatura ambiente, y se efectud la primera lectura

6. Seleyo 8 horas posteriores alaincubacion a 37°C para E. coli y 30 °C paralos otros

dos vibrios, en € lector de microplacas a una D.O. 540 nm.

2.2. INFECCIONES

221, Aumento de la virulencia bacteriana

La cepa utilizada fue € V. vulnificus, aisado de larvas enfermas y congelado a -80°C.
Eda bacteria fue manipulada con la findidad de aumentar la virulencia perdida por cultivos
sucesivos en medios de cultivo comercides, enfrentdndola d Sistema inmune del  camardn.
Se selecciond las colonias que mejor pasaron esta prueba.  Posteriormente se cultivé la
cepa en agar hepatopancreas (Calero, 1998) y se selecciond las colonias que mejor

crecieron en este medio.
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Metodologia para aumentar |a virulenciade |a cepa

Incrementode fos Mecanismos de resistencia alhuésped

Agar Hepatopéncress
Ogo|Dilticiones UFC
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e —» Produccion deq ‘
i Seleceidn negativa Juveniles
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Figura 3. Aumento de la Virulencia en la Cepa S,

2211 Confrontacion con & Sitema inmune del camaroén

Seleccion de bacterias capaces de crecer en plasma de camaroén.

1. La cepa congelada fue cultivada toda la noche en agar LB (2% de NaCl, 2% de agar
agar), y repicada en medio liquido LB (2% de cloruro de sodio) por 2 horas con
agitacion constante a temperatura ambiente.

2. Ladensidad ¢ptica fue leida en el espectrofotémetro, en una longitud de onda de 550
nm.

3. La bacteria fue diluida en medio liquido LB (2% de NaCl) a una concentracién de
6E+05 bacterias/ml, antes de ser incubada en plasma.

4. Cuatro muestras de plasma de camar6n con Citrato de sodio a 10% (v/v) fueron
utilizadas como medios de inhibicién del crecimiento de la bacteria. Estas muestras se

denominaron M1, M2, M3y M4.
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5. Seincubd a 4°C por 30 minutos, las muestras de plasma (10ul) y bacteria (10 pl).
6. Después de laincubacion, se diluyé 10 veces cada muestra en medio liquido LB, y se
sembrd 20 pl por barrido en agar LB, e incubandolo entre 27 « 28 ® C por 24 horas,

antes de redizar € conteo de colonias.

Cultivo de bacteria

Lectura 550 nm.

M1 M 2 M 3
10 ul bacteria® 10 ul bacteria  {Qul bacteria 10 ul bacteria 10 ul bacteria 10 yl medio LB
10 ul plasma 10 ul plasma 10 ul plasma 10 yl plasma 10 ul medio LB 10 ut plasma

M 4 CB Cp

* bacteria = 6E+05 b/ml l

Incubar 30 min
4°C,

1
Dilucion  1/10

|

Sembra en
agar

Figura 4. Seleccion de bacterias por su capacidad de crecimiento en plasma de camardn con elevada

actividad antibacteriana.
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Se selecciono las muestras MI, y M4. La primera muestra presenté poca inhibicién a
crecimiento de la bacteria, mientras la muestra M4 present6 mayor inhibicion a
crecimiento  bacteriano.

Las colonias de becterias que crecieron en la M4, fueron escogides como las bacterias que
meor resistieron la actividad antibacteriana del  plasma, congelandose estas colonias en LB
liquido con g]icero] a 15%.

El procedimiento anteriormente descrito fue practicado en repeticiones sucesivas con esta

bacteria y la muestra de plasma M4.

Seleccidn de bacterias que inhiben el choque respiratorio.

Para confrontar a las bacterias con e chogue respiratorio se utilizd e protocolo de

(Mufioz, 1996) para inducir € metabolismo oxidativo de los hemocitos.

1. Se cultivo la bacteria ya sometida a la actividad antibacteriana, toda la noche en LB
aar (2 % con NaCl).

2. Serepico en 5ml. de medio LB B (2 % de NaCl) en agitacion constante a temperatura
ambiente, por 4 horas.

3. Se tomd 1 ml de la bacteria cultivada y se centrifugd por 10 minutos a 3000 rpm.
Eliminandose el sobrenadante, para resuspender €l precipitado en medio Hank’s 3X.
Se mantuvo en refrigeracion (4°C) € cultivo a fin de evitar cambios de densidad
Optica

4. Se midi6 la concentracion de bacteria usando como blanco d Hank's 3X.

5. Se llend la cga microelisa con 50ut de un “pool” de hemolinfa de camarones
igualada volumen/volumen con Citrato de Na al 10%. EL nimero de hemocitos fue de
500.000 hemocitos/hoyo.

6. Secolocd 50 pl de Solucién Hank’s 3X, y se incubd por 30 minutos.

7. El sobrenadante fue retirado con cuidado antes de afadir nuevamente 50 ul de

Solucién Hank's 2X a todos las muestras.
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8. Se afladi6 a los pozos de actividad base 50 pl de solucion Hank’s 3X. En los pozos
estimulados se afadio.
PMA 50 ul a una concentracion de 30 mg/ml
Becteria suspendida en 50 pl a una concentracion de (15 bacterias’ hemocitos).

1. Posteriormente se coloc6 50 pl de NBT 0,24% en Hank’ s 1X, y se incubd |a placa por
2 horas en la oscuridad.

2. S lavé vy fij6 la placa con un bafio de metanol ad 100% por 2 minutos, y dos bafios de
metanol d 70% de 2 minutos cada uno, secando todo & excedente de los mismos.

3. El formazan se solubiliz6 con 120 pl de KOH 2M, y 140 pul de Dimetil Sulfoxido
(DMSO0).

=S

Se redizé la lectura en @ lector de microplacas, a una longitud de onda de 620 nm.

2.2.1.2 Seleccion por crecimiento en medio sdectivo

Con € objetivo de determinar que medio de cultivo era € mas recomendable para trabajar
la cepa, se utilizaron varios tipos de medios de cultivo como:

Agar marino y agar LB, en dos concentraciones de NaCl (1 y 2%).

Luego de la observacion de la actividad fagocitaria de los hemocitos de camarédn, y su
comportamiento en medios con diferente concentracion de cloruro de sodio, la cepa fue
sembrada en agar hepatopancreas (Calero, 1998). Las colonias que crecieron en este

medio fueron congeladas para s usada en las infecciones.

Congelacion de la cepa modificada in vitro

La cepa de trabajo fue conservada en tubos de congelacion a -80°C, en una solucion de
glicerol al 15% preparada en medio de cultivo liquido LB (2% de cloruro de sodio). La
manipulacion de la bacteria fue redizada en la cAmara de flujo laminar sin permitir la

descongelacién de los tubos.
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2.2.2. Desinfeccion de camarones

Camarones

Los animaes de la especie Penaeus vannamei Utilizados en la primera 'y segunda,
desinfeccion fueron obtenidos de las camaroneras FUENTES y OPUMAR.S.A., ubicadas
en la zona de Pamar, provincia del Guayas. El peso de los animdes utilizados en la
primera y segunda desinfeccion estuvo comprendido entre 6,04 gy 524 g como
promedio respectivamente. Antes de ser utilizados en los ensayos estos animales fueron
aclimatados por quince dias, en tanques de fibra de vidrio ovalados de 2 toneladas métricas
(TM) y fondo plano, con flujo continuo de agua y aireacion congtante. La alimentacion
diaria correspondi6 a 5% del peso seco de su biomasa en dos raciones diarias, utilizando
balanceado comercial (50% de proteina), e mismo que fue administrado por la mafiana y
en lanoche.

Los animales utilizados en la tercera y cuarta desinfeccion se obtuvieron de la camaronera
CRISMAR ubicada en la zona de Pamar, provincia del Guayas y fueron mantenidos por
15 dias antes de su ser utilizados en la tercera desinfeccion en tanques exteriores de fibra
de vidrio ovalados de 2 TM y fondo plano, con flujo continuo de agua y areacion
congante. El peso de los animales fue 5,7g como promedio. La dimentacion diaria
correspondio d 6% de su biomasa, administrada en dos raciones diarias, utilizando

balanceado comercia (con 50% de protefna), por la mafiana'y en la noche.
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Figura §. Vista parcial de la sala de experimentacién de infecciones experimentales

2221 Metodologia de desinfeccion

Primera y Segunda desinfeccion

Los camarones juveniles a llegar a la sala de experimentacién del CENAIM fueron

colocados en un tanque conico de 500 1.

Las peceras de vidrio fueron llenadas hasta 60 litros con agua de mar. El agua utilizada
para los experimentos fue filtrada por cartuchos de piola (filtros de 5, 1, 0.5 p) y
esterilizada por tratamiento ultravioleta. Los materiales utilizados como mangueras,
difusores, algoddn, pipetas, envases etc. fueron lavados con jab6n neutro y agua dulce,
seguida de su respectiva esterilizacion en e autoclave por un tiempo minimo de 15
minutos a 15 PSl y 121 “C. La aireacion se administr6 por mangueras estériles
conectadas a tomas de aire (previamente abiertas por 15 minutos antes de iniciar el

ensyo), para eiminar acumulaciones de are condensado.
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Los antibidticos utilizados en estos ensayos fueron: oxitetraciclinay cloranfenicol, ambos
de tipo comercial, en una concentracion de 20 ppm, 30ppm, y 40 ppm. aplicados ambos

antibiéticos de manera conjunta. Siendo € cloranfenicol disuelto en 20 mi de etanal.

La siembra en las peceras fue a una densidad de 15 juveniles por pecera (1 animal/ 4
litros), colocados a eatoriamente luego de ser pesados. Estos animales fueron alimentados
8 horas después de su introduccion a sistema, con un 5% del peso seco de la biomasa de

cada pecera. El aimento que fue esterilizado por 15 minutos, 121°C a 15 libras de

presion (PSI).

Antes de iniciar & ensayo los tratamientos fueron sorteados, en conjunto con las peceras y

los animaes.

Se suministré los antibidticos diluidos en agua de mar de la misma pecera. Los andlisis
de tipo microbioldgico e histolégico se realizaron en los tiempos: 0, 4, 8, 12, y 24 horas,

que correspondian al tiempo de exposicion de los animales a los antibidticos.
Entendiéndose como tiempo cero a momento antes de exponer a los animaes a los

antibiéticos. Se llevd también un control sin antibidtico.

Tercera desinfeccion

Los juveniles llegaron a la sala de experimentacion del CENAIM y fueron colocados en
un tanque de 500 1 con agua de mar filtrada Las peceras fueron llenados hasta 60 litros.

El agua y areacion tuvieron las condiciones descritas en las otras desinfecciones.

La siembra en las peceras fue a una densidad de 10 juveniles por pecera (1 animal/ 6
litros), colocados aleatoriamente. Estos animales fueron alimentados 9 horas después de
su introduccion a sistema, a un 6 % del peso seco de la biomasa/pecera. El aimento fue
administrado una vez por dia, e mismo que fue esterilizado por 15 minutos, 121 °C a 15
PSl, administrado con 24 horas méximo de anticipacion, para evitar posible contaminacion

en e sistema. Los muestreos de tipo microbioldgico e histologico se redlizaron en los
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tiempos 0, 12,24 y 48 horas. Sais animaes de cada tratamiento y de las dos respectivas
réplicas fueron tomedos. Se utilizaron tres camarones para microbiologia y tres para
higologia

Luego de 24 horas s redizd un recambio dd 80% en todas las peceras antes de afiedir
nuevamente los antibidticos ya mencionados. Y 24 horas podterior d primer muesireo, s
volvié a muedrear todas las peceras (denominandose a este muestreo 48 horas).

Cuarta desinfeccion

La sembra en las peceras fue a una dendgdad de 10 juveniles por pecera (1 animd/ 6 1)
colocados deatoriamente luego de s pesados. Edos animdes fugron dimentados 6
horas después de su introduccion d Sgema, aun 6 % de la biomasa/pecera.

La adminidracion de agua, dimento, y are fue semgante a las anteriores desnfecciones

Ede expaimento fue redizado para veificar los resultados dd anterior experimento y
obsava d comportamiento de los traamientos por individuos y por grupo.  Los
tratamientos fueron (30 ppm, 40 ppm, 30 “podl”, 40 “pod” y un contrdl), llaméndose
tratamiento “poal” d macerado grupal de cinco individuos de cada tratamiento.

Los muedtreos de tipo microbiolégico e hisoldgico se redizaron en los tiempos 0y 12
horas de contacto de los animdes con los antibidticos, toméndose 5 animdes por
tratamiento para cada andiss.

2.2.2.2 Técnicas bacterioléoicas

M edios de cultivos

Medios Solidos

Aga Maino: ese agar es un medio para bacterias marinas, en d cud pueden crecer
didintas especies, no necesita la adicion de doruro de sodio.  Tiene la caracteristica de no
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sr muy firme d Sdlidificarse, por 1o que es usud devar la concentracion de agar Agar d

2%. Para su preparacion e disudven 55 g de Agar Maino en un litro de agua dedtilada,
y £ ederiliza por autodave durante 15 minutos, 121°C y 15 PSl.

.Agar TCBS “Thiosulfate Citrate Bile Saits Agar” : Es un medio sdectivo para vibrics,
ete medio no debe ser autodavado, por o tanto, es importante trabgar con materides

completamente esériles Para su preparacion se diluyen 89 g/l de agar en un litro de agua
dedtilada, gugtando la concentracion de doruro de sodio d 2%.

Agar TSA “ Tryptic Soy Agar”: ES un medio universd que pamite d ceamiento de
didintes egpecies bacttaianes y es recomendado paa d adamiento purificadon e
identificacion de becterias patdgenas a patir de agues maines y eduainas Para su
preparacion e suspende 40 g dd medio en 1 1 de agua dedtilada, modificando la sdinidad
d 2% con cloruro de sodio y agar agar d 2%.

LB aga: usado en laboratorios como medio de fadlided para d credmiento de
microorganismos. Se prepad disolviendo 32 gramos de agar en agua dedilada, y
esterilizado por autodave. Elevandose la concentracion de doruro de sodio d 2%.

Medios liquidos

Agua de Peptona: este medio liquido s2 emplea para d enriquecimiento y previo cultivo de
especies de vibrios patdgencs, ademés de usarslo como medio de dilucidn. Se caracteriza
por s fuente de nitrogeno, € cud es un requerimiento necesrio paa d desarrdllo de
bacterias. Se prepara disolviendo 10 g de peptona en 1 litro de agua dedilada Se

modifica la sindad d 2%, y d pH a 7,2 paa favorecer d crecimiento de bacterias

mainas, y vibrios en generd.

“Tryptic Soy Broth” (TS B): medio versdil y dtamente nutritivo recomendado para usos

generdes de laboratorio. Debido a la induson de peptona y peptona de soya, d medio es
favordble paa d credmiento de muchos organismos patdgenos. Con una adicon de 15%
de gliceral, este medio es recomendable paa d mantenimiento de cgpas bacterianas en
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LB Broth Base medio de cuitivo uilizzdo en biolagia moleoular por u capacldad de
permitir d cedmiento de microorgenismos.  Egta condtituido por levedura de cerveza,
bacto triptona, y doruro de sodio. Al igud que el medio sdlido, la concentracion de
doruro de sodio fue dd 2 %.

Caldo nutritivo: medio liquido de multiples aplicaciones para €l cultivo -de
microorganiamos N0 exigentes en sudandias nutritives. Se prepard disolviendo 8 gramaos
por litro de agua destilada, con un pH de 7,2 seguido de su edterilizacion por autoclave.

Andlisis microbioldgico

Primera y segunda desinfeccion .
Los animdes fueron sacados de las peceras a recipientes etériles con agua de mer filtrada,
luego fueron lavados en soludon sdina eséil d (2% de doruro de sodio), dentro de la
canaa de fluo laminar (Air Tech Japan, Ltd. mod. BCM-1002 W). En seguida s
procedié a extraer los 6rganos internos de los camarones asépticamente.  El
hepatopancreas fue tomado para la primera desinfeccion, en tanto que d corazon' y el
hepatopancress se tomaron en la segunda desinfeccion.
Los corazones fueron meacerados en forma individud en microtubos de 1.5 ml edériles y
diluidos en 500 pl agua de peptona para hacer dos diluciones sucesvas (1/10) con una
réplica por dilucion. El crecimiento bacteriano fue leido en € espectrofotdmetro DR 2000
marca HACH a una longitud de onda de 550 nm., después de 24 horas de incubacion, a
27 °C, usinhdose como medio de cultivo agua de peptona
Los hepatopancress fueron macerados individudmente en meceradores de  vidrio con
cgpacidad de 10 ml previamente edeilizados por una hora en d edeilizador marca
ISUZU moddo 2-2097. Luego de hacer las repectivas diluciones 1/10 en soluddn sdina
! 2%,ycor1tinuarconel sambrado por barido de estas en un volumen de 100 ul, en agar
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Marino como en agar TCBS donde cada dilucion tenia su réplica Las placas sembradas
fueron incubadas entre 25 'y 27°C, durante 24 horas .

Las diludiones utilizades para la sembra en la primera desinfeccion fueron de 10 y 10¢

en agar maino, 10y 10*para TCBS y para la segunda desinfeccion fue de 103y 10 en

agar maino y 10*y 10°en TCBS,

Tercera  Desinfeccion

Los animdes fueron sacados de los traamientos a recipientes eéiles conteniendo agua
de mar filtrada, para luego ser lavados en solucion sdina d 2% etéil, dentro de la cimara
de flyo lamina. E hepaopdncress y d corazon fueron extraidos asgpticamente e
individudmente y fueron procesados con la metodologia anteriormente  destrita Las

3 en Agar Maino, 10°ly 102 paa

dilucones utilizadas para la Sembra fue de 10 2 y 10 -
TCBS. Luego de 24 horas de incubacion, las coloniss fueron contades y las bacterias
adadas por agotamiento en agar TSA.

Las bacterias adadas fueron identificades bioguimicamente por la técnica miniaturizada
desrita por Solis (1996). El principio de esta metodologia condge en la utilizacion de
medios de cultivo especificos para la identificacion de una caracteristica metabdlica  Cabe
indicar que para redizar edas pruebas e debe tener un cultivo bacteriano cuidedosamente
purificado y fresco de 24 horas de incubacion. Por @ contrario, S @ cultivo no es puro y
£ encuentra mezdado con otras bacterias, d resultado de la identificacion bioguimica es

eroneo.

Pruebas Bioguimicas (Solis, 1996)

Tincién de Gram: Se colocd 1 gota de solucion de Na(OH) d 3% en un porta objeto
eséil. Con un asa eséil se tomo una pequeiia parte de una colonia bien diferenciada y se
la mezd6 ocon la gota de Na (OH). Al produdirse una egpecie de masa dédica en €

inoculo, la bacteria es identificada como Gram negdiva, caso contrario es Gram podtiva
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Motilidad: s utilizd la lamina excavada de Koch por la téonica de gota pendiente. El

indculo fue una sugPenstn preparada con Vluddn sdina y una pequefia cantidad de
becterias de un cultivo no superior a 24 horas.

Catalasa: Algunas bacterias tienen la capacidad de producr la reeccion de cadiss dd

peroxido de hidrogeno. Eso e obsarvo d poner en contacto un indculo bacteriano con
una gota de perdxido de hidrogeno, se producen burbujas, que es oxigeno liberado. Edta
prueba se debe hacer con asa de nicron-cromada o con pdillos de madera etéril, puesto

gue € asa de plaino produce una regpuesta fasa pogtiva

Oxidasa: Con eda prueba = deectd la presendia de la enzima citocromo-oxidasa Al
contrario de la prueba anterior, se recomienda € asa de plaino debido a que € asa de
nicron-cromada da un resultado faso postivo.

El redo de las pruebas sdeccionadas s las hizo en microplacas de titulacion de 96 pozos,

incubadas a 28°C. Las lecturas e hicieron a las 24, 48 y 72 horas de cultivo.

Las sugpendones becterianas fueron preparadas en tubos de ensayo, colocando una
colonia bacteriana en agua destilada estéril para la prueba de crecimiento al 0% de NaCl y
en luddon dinad 2% de NaCl para d resto de las pruebas.

Crecimiento al 0% NaCl.

A 150 pl dd medio NB (cedo nutritivo), se inocularon 20 pl de la suspendon bacteriana
en agua dedilada La formecion de turbidez en d medio debe indicar un resultado
positivo, mientras que S permanece igud sera negativo.

Metabolismo OF

En dos pozos de la micoplaca s deemind d meabolismo oxiddivo y fermentativo

(ussndose d medio de oxidadon - fermentacion de los microorganismos) basado en d

metabolismo de los carbohidratos de badlos Gram negetivos. Para d primer metabolismo

e usH 150 pl de medio OF y en d atro se utilizd 100 pl. de dicho medio.  Se inocularon
20 pl de suspension bacteriana en ambos pozos y @ segundo <e le afiedio 40 pl de aceite
minerd exéril, para garantizar una condicion anaerobia

La adidificaddn dd medio con viraje dd indicador de pH a amaillo solo en d pozo
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abieto deberia indicar un resultado pogdtivo para la utilizacdon oxidetiva de la glucosa,
mientras que la addificacion dd medio en d pozo cubieto deber-fa indicar un resultado
postivo para la utilizacion fermentativa de la glucosa, de los pozos significa que la bacteria
no utiliza la glucosa de ninguna forma

Produccion de indol.

A 150 p] de triptona d 1% se inocularon 20 pl de la suspension becteriana, después de 1-
3 dias de incubacion (cuando se note crecimiento) se adicionaron 20 ul  dd reectivo de
Kovac mezddndolo directamente con la micropipeta La gpaidon de un hdo de color
rosado 0 rojo en la superficie debe indicar una rejpuesta pogtiva

Voges  Proskauer.

A 100 pl dd medio MR-VP s adicionaron 20 pl de la suspensdn bacteriana, después de
-3 dias de incubacion (cuando s note crecimiento) se adicionaron 20 pul de la solucion 1
(dpha neftol) y 20 pl de la solucion 2 (Hidrdxido de poteso d 1%), mezdando después
de afieadir cada solucion. La gparicion de un color rojo deberia indicar que la prueba es
pogtiva, eso ocurre inmediatamente o despues de 5 minutos de haber afedido d segundo
reectivo. Sn embargo, sia preferible lear los resultados después de 4 horas a fin de
gaanttizar la veracidad de la reaccion.

Citrato de Simmons

A 150 pl dd medio dtrato de Smmons s afiadieron 20 pl de la sugpenson bacteriana
Una reaccion podtiva deberia ser indicada por € cambio de color dd medio de verde a
azul, mientras que d resultado es negdivo 9 no hay cambio de color.

Ornitina  descarboxilasa

A 150 pl dd medio “bacto decarboxylesg” base Modler con d aminoadido omiting, e
adicionaron 20 pl de sugpensién bacteriana y 40 pl de acaite mingrd eséil. B desaradllo
de una coloracion violeta fuete o débil indicd un resultado pogtivo, una coloracidn
amailla negdivo.

Arginina dihidrolasa

A 150 ul dd medio “bacto decarboxylass’ base Modler d aminc&cido agining s
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adicionaron 20 pl de la suspenddn bectaiana y 40 pl de acdte mingd edéil. H
desarrdllo de una coloracion vidleta fuerte 0 débil debera indicar un resultado postivo, una
coloradon amailla, negetivo.

Carbohidratos

Paa delerminar la aamilacion de cabohidratos 2 utilizd los dguientes L-Arabinosa,
Cdobiosa, D-Manosa, D-Manito], Sucrosa, D-Glucuronato, D-Gluconato y Gdactosa

La forma de preparacion esén en € anexo 1.

2.3.1.3 _Inmunoensayos

Diferentes inmunoensayos, son empleados en sdud humana y veterinaria, basados en las
reecdones  epecificas  antigeno-anticuerpo con  diferentes  mamadores. Los
inmunoensayos son  egpecidmente  adecuados para  detectar  antigenos  en edtudios
epidemiologicos de enfermedades becterianas, paticulamente a través de las téonicas de
“Colony blot” y “Dot blot” (Sen Migud, 199).

Colony blot

Eda técnica s utilizd paa la identificacion especifica de colonias bacterianas de una
misma cepa Es un méodo sensble, especifico y rgpido que permite conocer @ porcentge
de becterias que han crecido en una placa de agar, a que reaccionan con d anticuerpo

especifico para una determinada epecie bacteriana (Donoso, 1996).

Luego de 6 a 8 horas de cultivo en agar TCBS, las colonias becterianas que crecen en
agar a patir de una on tranderidas a una membrana de nitrocdulosa  Poderiormente
on incubadas con una solucidn bloqueedora para reducir la cgpecidad de fijacion no
especifica de los anticuerpos en la membrana. Al afiedir d anticuerpo especificos epitopes
dd antigeno reaccionaran con los anticuerpos monoclonales y e producird d complgo

antigeno - anticuerpo. Un segundo anticuerpo conjugado a un enzima va a reconocer d
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primer atticuerpo dd complgo. Al afiedir d sustrato correspondiente se ectivara €
enzima originando un predpitado coloreado sobre las improntas de las colonias postivas

Protocolo detallado del Colony Blot

1. Se redizd un cultivo batteriano en agar TCBS incubado entre 6 a 8 horas maximo a

28°C

2. Se colood las membranas de nitrocdulosa (82,5 mm de diametro, con poros de 045
pm) en la supaficde dd agar donde 2 han desarrdllado las becterias y dgar por 5
minutos

3. Se colocd la membrana en una cga petri vacia, assgurandose que las bacterias esén en
la parte superior de la membrana 'y secar 30 min. la membrang, antes de redizar d tes.

4. Se incubd con “tampdn fosfatasa alcalina’ (PBS)-leche descremada 5%
(peso/volumen) en una cga peri agitando Lavemente por 60 min. a temperaura
ambiente.

5. Seredizb 3 lavados de 3 mm. c/u con PBS- Tween 20 (0,1%)

6. Se depostd d anticuerpo (fluido ascitico a la dilucion adecuada en PBS-Tween 0,1%-
leche 0,5% 6 sobrenadante de cultivo sn diluir) e incubar por 60 min. a temperatura
ambiente.

7. Seredizd 3 lavados de 3 min. con PBS-Tween 20 (O,1%).

8. Se depostd d anticuerpo conjugado fodfaiasa dcdina e incubar por 45 min. Diluddn
empleada dd anticuerpo 1/10.000 en PBS- Tween-O,1%-Leche 0.5 %.

9. Seredizd 3 lavados de 3 min. con PBS Tween 20 (0,1%).

10. Se incubd heda la gparicidn de la manchas violetas de reconocimiento pogtivo, con la
solucon subdrao recientemente  preparada

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

33 ul.

NBT (25 mg de Nitro Blue Tetrazolium en 1 ml de agua deonizeda). 66 pl.
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Tampdn a la fofatasa dcdina (Na Cl 5.84g/1, Mg Cl, 05 g/l, Tris base 12.11 g/l, pH 9.5).

10 ml.
L
fen
(o}
& o
Dot-blot

La téonica de Dot-blot también se utilizo para d diagnddico por medio de la reaccion
antigeno-anticuerpo.  El procedimiento a seguir es similar a colony-blot, con la

diferencia de que la fijadon dd atigeno en la membrana s hece a patir de una

ugpenson bacteriana preparada en buffer liquido. Qg\’OL
Protocolo Dot. Blot. a}‘/ﬁ

1. Se depositd 2 microlitros de la sugpensdn de bacterias (1 colonia de bacteria en 500
pl de PBS 800 mosM) en una membrana de nitrocdulosa,
2. Se 500 la membrana a la temperatura ambiente por 30 minutos

3. Los dguientes pasos son Smilares a los destritos en la téonica de Colony B&gpoz

fa!

M-ﬂ

8

2.2.2.4Técnicas de Bidogia Molecular

AP PCR

Extraccion de ADN.

Eda ténica fue utlizada para extraer d ADN de la bact?'én‘é“’§ adiza mediante

dectroforess en gd de agarosa.

1. Bacterias adadas en aga TSA, una colonia fue trandferida en 300 pl de buffer de
electroforess (TAE) 1X . (Anexo 1).

2. Secdent6 por 10 min. a100°C, para romper la pared cdular de las bacterias.

3. Se enfrio los tubos en hido.

4. Se centrifugd por 10 min. a 13.000 rpm.

5. Se recuper6 d sobrenadante que contiene ADN.
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Protocolo para la amplificacion de ADN por medio de la AP PCR
1. Setomd 5 pl. de ADN y se colocd en un micro tubo (0.5 ml.).
2. Seagregd 5 pl. de agua dedtilada eséil.

3. Seagregd 40 pl. de Llucdn mezda

La soludon mezda s= compone de

H0 258 ul.
Tampon parala Tag polimerasal0X. 3.0 pl.
dNTPs 4.0 pl.
CloMg. 4.0 ul.
Primer 1 1.0pl.
Taq 0.2 ul.

4. Se agrego 50 pl. de acdte minerd edéil para evitr que la muesra s evgpore d
ponerla en el termociclador (Gene-Tech, Apparatus SPCR-1) para obtener la

amplificadon dd ADN.

Electroforesis de los productos de amplificacion

Preparacion de gel.

1. En 1960 ml de agua dedtilada se agregd 40 ml de solucién TAE 50X y homogenizo.

2. Se tomd en una fiola 350 ml. de la soludon TAE 1X. Pesar 525 g. de agarosa y

agregadHa a la fiola. Y cdento en bafio maria hada que la agarosa e disudva por
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completo. Una vez fria s afiadio 17.5 pl. de Bromuro de Etidio (1 pl. de bromuro
por cada 20 ml de solucidn) y depositd en d molde de dectroforess.

Preparacion de la muedtra

1 Setomd 20 pl. de ADN amplificado y afiedio 4 pl. de Azul de bromo fendl y glicerd.

2. Se deposito los 24 pl. de muedtra en cada pozo dd gd.

3. Seredizb la dectroforesis a 75 voltios por espacio de 3 horas

2225 Téomicas de Higoogia

B méodo utilizado para muedrear camarones para higologia fue descrito por Lightner
(1983). Los tgidos fueron fijados en solucion Davidson (anexo 1) durante 24 horas
como maximo y trandeidos a dcohdl d 70 % para U dmeacenamiento. Debe tenase la
precaucion de no mantener largos tiempos las muedras en Davidson porque los tgidos
empezaan a disolverse, aectando € buen procesamiento de la muedra para U examen.

Bl dcohd permite d dmacenamiento de las muedtras por largos periodos de tiempo antes
de U procesamiento.

Al tener los camarones un peso superior a los 3 g, debieron ser inyectados con d fijedor,
en d odfdotdrax, d abdomen y cola, usindose una jeringa de lcc. E nimeo de puntos
de inyecdon y d volumen vaid dependiendo dd tamafio dd camadn. Se veificd que
todos los tgidos fueran expuestos d fijador.

Ya en doohdl las muedtras fueron cortadas, separandose la cola de la cabeza, eta Ultima

aufri6 un cote longitudnd. S exidié dguna leson, edas fueron mantenides para U
obsarvacion, de otra forma todo |0 que se necesitod fue @ cefdotorax y una seccion dd

abdomen con todos los gpéndices removidos Cada muedra fue rotulada con 18piz en
papd, induido en d redpiente para su identificacion.
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Deshidratacion: poderior a la fijadon de las muedras edas fugron deshidratadas en

vaios bafios de etandl (Tabla 6).

Tabla 6 . Mecanismo y tiempos de deshidratacion

Bano Tiempo
Etanol d 70% 1 hora
Etanol a 80% 1 hora
Etanol d 90% 1 hora
Etanol d 95% 1 hora
Etanol a 100% (1, 11, 111) 1 hora
Xilol (Ly 1) | hora

Poderiormente a la deshidratacion las muedtras fueron induides en tres bafios de pardina

Ucesvos a una temperatura de 67 °C, por una hora cada bafio.

Después de la induson en parding, se cortd con un micrdtomo ERMA INC. los bloques
parafinados. EStos cortes 2 des pardfinaron e hidrataron antes de s sometidos a tincion.

Hgura 7.

10 mn 10 min 10 min. 3 min. 3min. Smin. 3 min. 3 min.

N ~—

5500058

Xilol | Xilol 1 Xiloll Ale. 100% Alc. 100% Ale. 90% Alc. 80%  Ale. 50%

Hogura 6. Tiempos de desparafinado e hidratacion
Los bafos sucesivos de desparafinado, hidratacion y tincién son detallados a
continuacion.
Tiempos para la tincién (Hematoxilina - EoSna)
Xilol (3 veces) 10 min.
Etanol d 100% 3 min.



64

Etanol d 90% 3 min.
Etanol d 80% 3 min.
Etanol d 50% 3 min.
Agua Dedilada 3 min.
Hematoxilina (Anexo 1 ) 5« 10 min.
Agua ce lallave 5 min.
EognaHoxina (Anexo 1) 1-3min.
Agua dedilada 2 ~ 3 Inmergones
Etanol d 70% 1min.
Etanol d 90% 1min.
Etanol d 100% (dos veces) 1 min.
Xi1011yll Smin.

El mortge de las placas e redlizo con una gota de soludion Permount®. Las muestras
tefiides y montadas fueron observadas en d micrasocopio marca Olympus moddo BH-2
en un objetivo de inmerson 100 X, mientras que placas no tefidas fueron mantenides a
temperatura ambiente.

Paa edudiar los resultedos de las desnfecciones e infecciones las lecturas fueron
trandormadas a fndices de higologia (I.H.). (Bayot, com persond), cuantificandose y
sumédndose los principdes efectos peatoldgicos de los animdes Para lo cud e tomd en
cuenta vaias ponderaciones de importancia como son:  importancia de la paologia y
comparacion con otras paologias Se consderé d criterio de afectacion (ponderacion 1),
dentro de cada patologia, donde e evdla € grado de leson de los animdes (ponderacion
2), y d nived de la enfermedad en términos de dafios y lesones(ponderacion 3).



Tabla 7. Ponderacion 1, para cdificacion por @ nivel de sgnificancia de la patologia (Bayot,

com. persond)

Patologia

Calificacion

Vibriogs  intesino

Vibrioss (encgpaulations  hemociticas

hepatopancreas)

Vibrioss (necross hepatopancreas o
tibulos necrosados

!

2

becterias  intedino
bacterias hepatopancreas=
encgpaulaions
hemociticas= infiltradones
hemoaciticas

Gregarinas

Gregarines  edmago
Gregarines  intedino

IHHNV cordon nervioso
IHHNV epitdio cuticular
IHHNV gldndula antenal
IHHNV tgido conectivo (estdmago)

Melanizacién branquiss

Zoothamium  gpéndices
Zoothamium  branquias
Bactaias cuticulares

Bacterias filamentosas, gpéndices
Bactterias filamentosas,  branquias
Bacterias  filamentosas, cuticulas
Bacterias filamentosas, periOpodos
Bacterias  gpéndices

Necrods  intesino

Necrogs organo linfoide
Encapsulations hemociticas, tejido
conectivo

Baculovirus  hepatopancreas

Infiltraciéon hemocitica tejido conectivo

Protozoarios cuticula
Protozoarios en gpéndices
Protozoarios en branquias
Protozoarios periépodos

—_—

N NN

—_— o = > b > s s S s

—_ — = =

!

Donde: 1 patologfa poco importante, 2 patologia medianamente importante, 3 patologia muy importante.
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Tabla 8. Ponderacion 3, cdificacion deda ssgun € nive de infeccion de la patologia, com
pers. (Panchana, 2000).

Nive de infeccion Calificacion
Muwy leve l
Leve 2
Moderado 3
Severo 4

Sendo d Indice de higologia igud a la suma de todas las lesones encontradas en una
fecha detemineda, dividida para € nlimero de camarones en la muestras, multiplicadas por
laponderacion 1,2y 3.

2.2.3. Infecciones Experimentales_de camarones

2.2.3.1. Primer_experimento de infecdon

Eda infeccon two d objeivo de evduar d mgor méodo de gplicacion dd indeulo
becteriano. La bacteria fue adminigrada por bafio y inyecadn.

Cepa bacteriana y métodos de aplicacion

La beteria utilizada fue @ V. vulnificus (S), diluido en solucion sina d 0.85%, para la
golicacion por inyeccion d hepatopéncreas (50 pl), mientras que la concentracion 10° se
usd en d méodo por inmerson o bafio. El indculo 2 galicd 24 horas después de la
infeccion, 12 horas después e redizd una segunda gplicacion.

Animales

Los animdes utilizados procedieron de los tanques externos de CENAIM, con un peo
promedio de 5,75 g, El nimero de peceras fue de 5( 1 control, 1 control inyectado, 1
para inyeccion, 2 por bafio). El volumen de las peceras, 1a concentracion 40ppm, € tiempo
de gplicacion de los antibidticos de 12 hores,
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Andliss  microbioldgico
Pasadas 12 horas de la segunda re- inoculacion los animdes fueron muedtreados a nive
microbiolégico. Se sembrd macerados de hepatopancress en agar TCBS en las diluciones

de 100,10‘1 andizandose 5 animdes individudes por tratamiento, y dos pools de cada

tratamiento, congdiendo cada uno de 5 animdes Las bacterias luego de s adadas
fueron identificades gendlicamente, bioguimicamente e inmunitariamente con  anticuerpos

especificos para la cgpa de V. vulnificus.

2.2.3.2. Seoundo experimento de infeccidn

Material Bioldgico

Tratamento de la cepa

1. Lacepa procesada de V. vulnificus, fue ssmbrada por € méodo de agotamiento en LB
agar (2 % de NaCl, 2 % de agar Agar), , e incubada por 8 horas.  Con un asa de
platino serepicd en 50 ml de LB B pH 7,2. Se pamitio d credmiento de la bacteria
en agitacion condante por 4 a 5 horas, para pasar a un Ultimo repique en 450 ml de LB
e incubacion por un tiempo de 8-10 horas con movimiento y areacion.

2. Paa reducdr los volimenes de medio/bacteria a adminisrase en las pecaas,
meterid biodlogico infeccioso fue ceantrifugado por 10 minutos a 3000 rpm., Y
resugpendido en ludon dinad 2 % en un voumen no infeior a 50 mil.

3. Paa leer la denddad optica la muedra fue diluida 5 veces en 0ludon dina d 2%.
Se redizd los cdaulos correspondientes a la concentracion de bacteria, asumiendo que
d factor de crecimiento en 1 D.O. esigud a 1,2E+09 bacterias/ml.

Animales

La sembra en las pecaras fue dedtoria a una denddad de 10 juveniles por pecera (1
anma/4 1) cuyo peso promedio fue de 6,43 g Edos animdes fueron dimentedos 8
horas después de su introduccion d sstema, a un 5% dd peso seco de la biomasa de cada
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pecera, d dimento fue edterilizado por 15 minutos, 12 1°C a 15 PS, con € fin de redudr
la contaminecion por d dimento. El nUmero de peceras utilizades fue de 3 peceras por
tratlamiento y 2 peceras por control.

Exposicion a las bacterias.

La concentracion de bacterias en € agua de las pecearas fue de 107 bacterias /| m y 108
bacterias/ml, en exposicion prolongada de los animales en e inoculo (15 cm de

profundided de agua). Se adminisré dos veces la bacteria a los tratlamientos, previo a un
recambio de 100% dd agua antes de la colocacion de la bacteria

Antibidticos

Los anttibidticos utilizados en este ensayos fueron: oxiteradidina a 40 ppm y doranfenicol
a 40 ppm. Manteniéndose las condderaciones de la ditima desinfeccion y d tiempo de
exposcion de 12 horas, antes de inocular |a bacteria

Protocolo seguido de desinfeccion e infeccion

1. Deypués dd2 horas de la desnfeccion con los antibidticos, s rediz6 un 100% de

recambio dd agua, para poderiormente subir d nivd a 15 litros, antes de introdudr la
becteria a la concentracion por mililitro deseada

2. Seranoculd 24 horas después de la infeccdn una segunda dos's de la becteria, con €
objetivo de asegurar su presencia Se muestreo 12 horas después de la segunda

infecdon @ agua y los animdes Después de ete muestreo las peceras, fueron
recambiadas en un 100 %.

3. See diss después de la infeccion, s tomaron muedras de animdes para redizar
obsarvaciones en fresco y para hisologia
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Tabla 9. Se obsava los intervdos de tiempo entre la desinfeccidon y glicacion de la
bacteria

~ Tiempo de duracion Actividad.
12h Deanfecaon con oxitetracidina y doranfenicol (40 ppm).
24 h Primera adminidracion de bacteria a la pecara
36 h Sggunda adminidracion de  bacteria

Muedras de agua fueron tomadas 12 horas depués de la primera infeccion, con €
objetivo de comprobar S la bacteria no fue diminada por resduos de antibidtico.
A las 48 horas los animdes fueron muestreados para microbiologia e histologia

Andlisis microbioldgico: Paa los andiss microbioldgico, s2 prepard diluciones de

2103 y Agar TCBS 10° 101, Bl nimero de

hepatopancress en Agar Maino 10
muedtras tomadas fue de 10 animdes por traamiento. Los andiss fueron procesados de

manga individud.

Una vez incubadas las muedras, fueron contadas las placas en las que crederon colonias
en nimero inferior a 300 y superiores a 30 colonias.

Se tomo bacterias tanto de agar maino y agar TCBS, para ser adadas en agar TSA ( 2%
de doruro de sodio suplementado con agar Agar), para la caracterizacion bioguimica de

las mismas Poderiormente e redizd las inmunopruebas,

2.233. Taca exngimento de infeccion

La tercera infeccion tuvo € objetivo de encontrar la concentracion de bacterias con
cgpacidad de introducirse, produciendo sintomas en los organiamos. Como tratlamiento se
aplicaron 4 concentraciones de becterias por d méodo de inmerson prolongeda (bafio)

con labacteriad V., vulnificus.
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Animales

Los animdes provinieron de la camaronera FINCACUA, tuvieron un peso promedio de
5,5 g d inido dd ensayo. La metodologia de desinfecaon fue igud a la gplicada en las
infecciones anteriores. Se tomaron 10 animdes por traamiento para microbiologia, y 10
animdes para higologia

Tratamientos

3 10% 10°

Las concantraciones utilizadas fueron 10 y 106 becteriag ml, a més de los
controles con animdes no desnfectados (Cl) y animdes desnfectados (C2). El nimero
de peceras utilizadas fue de 3 peceras por traamiento y 3 pecaras por control, a una

densdad de 10 animales/pecera.

Andliss microbiolégico e histoldgicos
En los andigs microbioldgico individudes diluciones de macarado de hepatopancress en
solucion sdina ( 2% de NaCl) fueron sambradas en un volumen de 100 pul por placa  Las

diludones enpleadas en Agar Maino fueron 102 ,10‘3 para todos los tratamientos y 10‘1,

1fue

102 para los controles no desinfectados, mientras que en Agar TCBS la dilucion 10
golicada a todos los tratamientos
Paa d examen higoldgico s tomaon cnco animdes de cada tratamiento y fueron

fijados, con la metodologia ya descrita

2.234. Cuato exoarimento de infeccidon

En eda infecddn, s repitic d expaimento anterior aumentando la concentracion  de
becteria, a fin de obsavar 9 exidia repetibilidad en d ingreso de la bacteria en camarones

juveniles  Los tratamientos condstieron en la aplicacion de bacteria V. vulnificus (S2) a

las concentraciones de 10%, 10°, 10°, y 107 becteriasim, control no desinfectado (Cl)
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otro desinfectado (C2), cada traamiento tuvo tres réplicas.

Disefio experimental

Las caracteridices edructurdes de la sda dd bioensayo fueron mantenidas como en la
anterior infecdon, la procedencia dd materid biologico (eanimdes) fue de la camaronera
CRISMAR.

El nimero de peceras utilizadas fueron 3 por tratamiento, y 3 por control, a una densidad

de 10 animales/pecera, d peso promedio de los animdes d inido dd ensayo fue de 6,35g.

La metodologia de desnfeccdn fue igud a la de los anteriores ensayos d igud que la
gplicacion de la bateria  Podeiomente a las 36 horas de infecdon 10 animaled
traamiento fueron muedreedos para andiss microbioldgico, y 10 animdes paa d

histoldgico.

Andliss  microbioldgico
B andiss micobidogico de los aiimdes fue de forma individud, empledndose las

3 1

diluciones en Agar Maino 10% ,10°, para todos los tratamientos y 10, 107 para los

controles no desinfectados, y en Agar TCBS 10"1 para todos los tralamientos.
Técnica de identificacion

Las bacterias adadas fueron identificades por méodos bioquimicos e inmunolOgicos
(Dot blot). Ver en materides y méodos (2222 y 2.2.2.3).



3. RESULTADOS Y DISCUSION

31 INTERACCION PATOGENO- HUESPED

En razon a los podulados de Koch, en un proceso infeccioso, son los microorganismos
como becterias, virus y otros, los agentes causdes de problemas patoldgicos. Pero, s
condderamos, no 9lo a los microorganismo como causdes, 9no también d huésped y
a sus mecanignos de defensa como factores importantes que influyen en la respueta de
los poshles padgenos, srd necesrio condderar también las interacciones dd  patdgeno
y su huésped en los procesos infecciosos.

Por ete mativo en este estudio en d que s ha utilizado d V. vulnificus, agente causd
dd dndrome de las bdlites en lavas de camaon (Mordes, 1992) y a juveniles de P.
vannamei como huégped, = condded necesrio evduar a nivd expaimentd las
interacciones camardn - bacteria, para lo cual se estudié in vitro la respuesta
inmunitaria de juveniles frente d padgeno, midiendo la produccon de radicdes libres
de oxigeno (O-J la adtividad fendloxidesa (PO), y la attividad antibecteriana ded
plasma Haciendo uso de la becteria V. alginolyticus como control.

En los ensyos = utiliz6 las bacterias tato en edado vivo como mueto (bacterina).
Por otra pate ¢ empled periplasma de ambas becterias. El periplasma es en gened
rico en (toxinas) exocitables. Por parte del huésped se utilizaron mezclas de
hemdlinfas, con la findidad de contr con d voumen affidente de muedras que
pamitan redizar vaias replicas por ensayo.

Los daos fueron andizados por andiss de varianza ANOVA ocon un 95% de nivd de

confianza.
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31.1. Produccion de Anion Superoxido (Q,), por los hemacitos & camaron vs. V,
vulnificus

En eda prueba s cuantificod la produccion de (O7,), por los hemoditos de P. vannamei
utilizando como etimulantes d agente de estudio Vibrio vulnificus, y d probidtico
control Vibrio alginolyticus, a mé de PMA (estimulante edtablecido en @ protocolo
edandarizado de cuantificacion(O7,). Se utilizd también en las pruebas peiplasmes de
las dos baecteias (toxines) paa obsava 9 edos antigenos bacteianos tenian la

capacidad de egimular o inhibir la produccion de O, .

7.00

6.00

5.00

4.00

3.00

2.00 f——

Produccion de Anion Superoxido

1.00 -

i1

PMA Il V i M

0.00

a Control BP.s 2

Figura 7. Produccion de Anion Superdxido, usandose varios tipos de edimulantes. Ili V= V. dginolyticus
vivo, Ili M = V. alginolyticus muer b V =V. vulnificus vivo, § ; M = V. vulnificus muerto, y PMA y
Laminarina. Bgjo tres condiciones: control (sin periplasmas), con periplasma de V. alginolyticus (P.11i),

con periplasma de V. vulnificus (P. S). Leras igudes nivel de sgnificancia (p=0.05).

En la figura 7 podemos observar las tasss de esimulacion producides por los hemocitos
de la misma muestra con los distintos estimulantes. Se observo alta e a llacion
provocadas por V. alginolyticus con respecto d otro vibrio, eso debido posblemente a

las cudidades probidticas dd primero y patdgenas dd ssgundo (San Migud, 1996).
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Una fuate edimulacion en la produccion de anidn superdxido, causada por € Vibrio
alginolyticus en comparacion a otros estimulantes, fue también observada por
Mufioz,(in  pres).

Debe recordarse que entre los caracteres de virulencia de la bacterias patogenas, eda la
cgpacidad de resdir a los componentes bactericidas dd huésped. Por otra pate V.
vulnificus presenta en su superficie una cgpsula polisacérida (Bush et al.,1997). Horré
et al.(1996) condderd a las capaulas de V. vulnificus como posble causd de la evasdn
a la fagodtoss, cuando encontrO dos tipos encgpsulados de eda becteria dtamente
virulentos

Las golicaciones de periplasmas no provocaon ningln efecto. Eda glicacion e
rediz0 condderando que toxines seordlades pudieran edar también implicadas en la
menor edimulacion provocada por V. vulnificus.

Por los resultados se observo que la esimulacion obsarvada con V. vulnificus puede ser
provocada por la pate extena de la bacteria viva, encontréndose diferencias de
edimulacion entre bacterias vivas y muertas. A pesar de las precauciones tomadas en la
preparacion de la bactering, no se puede descartar que € proceso de produccion no haya
edropeado  antigenos necesarios d  reconocimiento,  posblemente  dgin - componente
LPS presente en la bacteria viva se edropea d 5=, edas expuestas a 60 °C, por lo aud la
etimuadon fue muy bga cuando s utilizd bacterias muertas.

31.2. Edimulacion dd PO uor parte del V. yulnificus

La estimulacion de la PO por hemocitos de camardn se realiz6 usandose como
edimulantes becterina de V. vulnificus y V. alginolyticus, laminaing también =
estudio d efecto dd peiplasma Debido a que d tampdn utilizado en d ensayo es

hipotonico y tdxico, no fue poshle redizar la estimulacon con becterias vivas
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Figura 8. Densidad Optica relacionada con la estimulacién de actividad fenoloxidasa producida en tres
experimentos, utilizando en cada uno, una mezcla de hemocitos de varios camarones. Donde: Ili = V.

alginolyticus, S, = V. vulnificus, M1 = muestreo 1, M2 = muestreo 2, M3 = muestreo 3. Bgjo tres
condiciones, control sin periplasmas, periplasma de V. alginolyticus (P. Ili), periplasma de V.

vulnificus.(P. S,).

En d primer ensayo la bacteria S, indujo una respuesta esimuladora superior a los otros

edimulates No s encontré diferendas dgnificatives entre los edimulantes 1li y S, en
d sgundo y tacer ensayo (M2 y M3), aunque S e obsarvd una tendendia a que la
adtividad inducida por V. vulnificus sea mayor. Se observd diferencias de etimulacion
entre los dos vibrios y la laminarina en los tres ensayos, por |0 que podemos goreciar
gue los edimulantes como los vibrios tienen la cgpaddad de adtivar con fuerza €
dgema proPO, factor favorable en la deteccion de procesos de vibrioss en formacion.

Por otra pate a pesar de que en generd las paredes de los microorganigmos pueden
indudr la exodtods dd Sgema proPO, los resutedos muedran que € origen dd
antigeno es importante paa activar d dgema proPO en mayor y menor grado. Edos
resultados concuerdan con los reportados por Perazzolo y Barraco (1997), quienes d

investigar € enzima proPO en Penaeus paulensis y su relacion con e sistema



inmunitario, encontraron que ete proezima e adivado por componates de las
paredes cdulares de microorganismos tales como LPS y 8- 1,3 glucanos, encontrando
que los LPS provocan la activacion dd sstema mas que los B- 1,3 glucanos Semganza
de resultados encontré Sung et al.,1998 en P, monodon d edimuar los hemocitos de
edta egpecie con paredes cdulares de Vibrio vulnificus, B- 1,3 ducanos y laminaina

Los resultedos dcanzados con Vibrio vulnificus dgan suponer que ede vibrio debe
resdir la dta activacion de la PO por d provocada, obteniendo posblemente ventgas
de una dtuadon de inflamadion.

3.1.3. Actividad Antibacteriana

El ensayo de attivided antibecteriana redizado Sguiendo € protocolo de Tapia (1996),
tuwo d objetivo de obsavar d comportamiento de V. vulnificus, frente a la activided
antibecteriana. de varias muedres de plasmas. V. alginolyticus se Utilizo como contrdl
en tato que Escherichia coli es la batteia utlizada en ede tet. Se tomé como
referencia las concentraciones dadas por Tapia (1996), la figura 9 ensefia d porcentge
de inhibidon de quince muedras de plaamas con edas bacterias

Se encontré diferendas dgnificaives (p < 0,05) entre d porcentge de inhibicion a E.
coli con respecto a las otras bacterias. Estos resultados etén en concordancia con los
obtenidos por Tapia (1996), quien demogrd que la bacteria S, e lli desarrdllaben niveles
bgaos de inhibicon de la actividad antibecteriana del plasma de camaron.

La bga capacidad de inhibir d crecimiento de los vibrios por € plasma puede s
producto dd rgpido credmiento de edos vibrios quienes td vez utilizan d plasma como
fuente de nutrientes para crecer, Sendo ingnsbles a las moléculas microbicides dd
migmo. Edo no ocurre con la Escherichiu coli, bacteria cuyo credmiento S es inhibido
por d plaama de camadn. Es necesrio aotar Sn embago que la cepa utilizada

Escherichia coli D3 1, no s0l0 es gena d entorno dd camardn Sno que también e traa
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de una ogpa egpecid con defidendas en la paed cdula, Sendo paticulamente

snshble a moléculas microbicidas
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E. Coli V. vulnificus V. alginolyticus

Figura 9. Porcentge de inhibicion de crecimiento de tres tipos de bacterias por la ectividad antibacteriana

del plasma. Donde E. coli = V. Escheria coli. Letras diferentes existio diferencias significativas
(p<0.05).

Curiosamente se encontré ademés que la temperatura puede influir en la cgpacidad de la
becteria para residir la actividad antibecteriana dd huésped, obsérvese en la figura 9,
que d V. vulnificus tiende a dtear 2u senghbilidad con la temperdura, Sendo més
sengble a 27°C, probablemente dtas temperaturas como 37°C dectan la cgpacidad de
esta bacteria de dudir la accion de moléculas antibacterianas, 0 en su defecto que a la
temperatura de 27 °C, los vibrios seen més adtivos, por 1o cud pueden crecer mgior y no
ser dfectados por la accion antibacteriana dd - huésped.

Obgervando globamente los resultados obtenidos se puede asumir cque @ V. vulnificus
Seria también una becteria padgena de camaones juveniles, Sendo uno de sus factores
de virulenda la evasdn o neutrdizacion de la respuesa inmune dd huégped (activided
antibacteriana O7,), pudiendo por lo tato s utlizada en un moddo de infecddn
expeaimentd en camarones juveniles. Sin embargo se debe anotar que dla es cgpaz de

activar con fuerza d sisema proPO, § esto condituye una ventga O un perjuicio paa d
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huéped no ha sdo ducidado en ete edudio, cadbe anotar que dgunes bacterias
patégenas on cgpaces de provocar fuerte reacciones inflamatorias que dafian los tgidos
dd huésped, provocando de eda manera la liberacion de nutrientes indispensables a «u
credmiento, Sendo insendbles a la inflanadon de la cud s protegen a través de

cgpallas, cubierta protectora presente en la bacteria de estudio.

32. OPTIMIZACION DE UN PROTOCOLO DE INFECCION EN JUVENILES

Aumento de la virulencia bacteriana

Mordes (1992) recuperd en tanques de cultivos de larvas donde exigian mortdidedes
upeiores d 80% a una bacteria dd género Vibrio la misma que fue codificada como
S,. Pogeriormente edta becteria fue identificada como V. vulnificus por Solis (1996).
Sn embago San Miguel(1996), en ensayos redizados con las cepa padgena V.
vulnificus S,observé una digminudon de la virulencia de la cepa d exponerla a lavas
de camaon, aribuyendo esta pérdida de patogenicidad a cultivos sucesvos en medios
comaddes y a congdadones y descongdaciones repetides Por e motivo en d
presente estudio se consdeard reectivar la patogenicidad de la cepa antes de inidiar los
ensycs de infecaion.

Los factores de virulenda que s condderd necesrio incrementar fueron, ressencia d
sgema inmunitario dd huégped y capacidad de crecimiento de la bacteria en los tgidos
dd huésped.

3211 Confrontacidn con d Sgema inmune dd camaon

Seleccion de bacterias capaces de crecer en plasma de camardn.
En ensayos in vitro s 0mMeid en ocagones sucesvas a la bacteria V. vulnificus a la

actividad antibacteriana dd plasma
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Sguiendo @ protocolo de Tapia (1996), la bacteria fue expueta a la actividad de cuatro
muedras de plaama, las migmas que modraon diferencias entre dlas en d porcentge
de inhibidon dd crecimiento becteriano. Para los desfios poderiores s2 sdeccionaron
dos muesdras (M4) y (MI), por s la primea dtamente inhibitoria mientras que la
segunda mostro tener poca cgpacided de inhibicion.

Se omeio a la bacteria S, d plaama M4 en vaias expodciones repetidas, con la
findided de obsava una reduccion de la adtividad antibectaiana de ete plasma
Indicador dd aumento de la cgpacidad de crecimiento de eda becteria en d plasma dd
camaron.

S0Un los resultados obsarvado en la figura 10, la bacteria tiende a aumentar  nimero
de UFC d pessx por la muedras de plaamas, obsavéndose una reduccion en la
cgpacidad de inhibicion de la muesra M4. Se condderd eo como un Sgno de mayor
resgencia a los componentes bectericidas dd plasma de camardn y de incremento de la
virudenda

Cabe indicar que las muedras de plasmas fueron divididss en sUb - muedras antes de
empezar los andigs, por |0 cud e descata a la vez contaminecion de las muedtras de

plasma y reduccon de la activided antibacteriana por descongdaciones sucesvas.

400
350-
300
250"
200
150
100"

50

UC/wml

. 4
0 M4 M1 mCB mCP

Figura 10. Crecimiento en UFC/ml de V. vulnificus en dos muestras de plasmas, M4 = dtamente
inhibitoria, M1 = pocainhibicion, CB = control bacteria, CP = control plasma, por cuatro exposiciones

sucesves. Letras diferentes denotan  diferencias  significatives  (p<0.05).
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Sdeccion de bacterias con inhibicion incrementada al choque respiratorio.

La becteia sometida a cudro exposdones de plaama fue utlizada para inhibir d
choque respiratorio de hemocitos de camardn. En ede ensayo a mas dd V. vulnificus
pasado por plaama cuaro veces, otra cgpa dd mismo vibrio fue sometida d plasma en
dos ocasones.

Se obsavd que d V. vulnificus pasado cuatro veces por plasma, tuvo una respuesta

edimuadora igud d estimulante PMA.
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Figura Il. Produccion de Anién superéxido por dos cepas de V. vulnificus sometidas a plasma de
camrén. Donde A = bacteria sometida dos veces a plasma M4, B = bacteria sometida a plasma M4 cuatro

veces, y PMA edimulante base del protocolo. Letras iguales con nivel de significancia (p=0.05).

Exidi6 mayor edimulacion en la ogpa sometida por menos ocasiones a exposidones de
plasma, en comparacion a la otra cepa. La poca adtivided de la cepa B influyd para

condderarla adecuada para infecciones expearimentdes en camarones juveniles

Sdeccion por crecimento en medio de cultivo
Para la edandarizacion dd mango de la bacteria en un medio hipotdnico; condgderando

gue la hemdlinfa de camardn es hipotonica con respecto d agua de mar, £ expuso la
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beacteria antes de empezar los ensayos, a un crecimiento en dos concentraciones de
cloruro de sodio, fin de determinar cud concentracion era mas propicia para la bacteria
Utilizdhdose a la vez les cuaro muedras de plasmas attes mencionades, a fin de
obsarvar d comportamiento dd vibrio en los plasmas y en las dos concentraciones de

cloruro de sodio.

300
250 | " B
200 1- -]
E
3 150 H —
[
]
100 ¥ —
50 + —
0
MI M2 M3 M4 CcP CB
|u1% LB @2% EE]

Figura 12. Unidades formadoras de colonia/ml de V. vulnificus obtenidas de este vibrio en cuatro
muestras de plasmas, con dos concentraciones de cloruro de sodio en agar LB. Donde M1, M2y M3 =

plasmas pocos inhibitorios, M4 = plasma atamente inhibitorio, CB = control bacteriay CP = control
plasma.

No s encontré difarencias dgnificatives en d credmiento de la bacteia en las dos
concentraciones de doruro de sodio en las cuaro muedras de plaamas, en cambio 9
obsarvamos que a mayor concentracion de doruro de sodio d crecimiento en d  control
becteria (CB), fue mayor, sendo eto normd por s este un vibrio hddfilo.

La concentracion del 2% con cloruro de sodio fue seleccionada tomandose en
condderacion los resultados obtenidos por Tapia (1996), donde d Vibrio haweyi credo
megor a mayores concentraciones de iones de sodio.

Pogeriormente a la sdecaon de la ogpa bacteriana con buen crecimiento en d plasma

de camaon y ocon produccion negaiva de anion superoxido, la becteria fue sometida a



la accidn agresiva dd  hepatopancress dd camardn, para lo cud = la sembrdé en agar
hepatopancreas (Calero,1998), antes de congdala con los procedimientos ya descritos

en la metodologia ( 22.1.2).

3.2.2. Desinfecciones

A fin de assgurar € ingresn de la bacteria sdeccionada para las infecciones, antes de
inidar la fase expaimentd s procedid a determinar una concentradon de antibidtico
cgpaz de dimina la caga bacteriana propia de los animdes, incrementando los Stios
de adhestn y colonizacdn de la bacteria patdgena. En bese a la informacion obtenida
en ensayos redizados en lavas (San Migud, 1996; Sarano, 1996), y en nauplios por
Intriago (1998), <= utiliz6 dos atibidticos en forma conjunta, la oxitetracidina y d
doranfenicd,

Los andiss edadidicos de las pruebas fueron redizados por  méodo no paramérico

Wilcoxon Matched Pars Tes con un nivd de confianza dd 95% .

3221 Pime exngimento de desnfeccion

En e primer experimento se usd la oxitetraciclina y e cloranfenicol a varias
concentraciones. 20, 30 y 40 ppm, redizéndose muedtreos a los intervaos de 4, 8,12,24
y 48 horas En ede expaimento la recuperacion de becterias contables no pudo
redizarse, debido a que las diluciones usadas edaban fuera de los limites de deteccion
(menor de 30 UFC) por lo cud los andiss higoldgicos determinaron € grado de
limpieza debido a la acdon de los antibidticos Se obsarvd también d ettado de
organos como  hepatopancrees, estémago, intestino, y  branquias

En la tabla 10 s puede observar los resultados de histologia expresados en indices.



Edos indices Se obtuvieron en base a los resultados hisolOgicos consderando vaias
ponderaciones de importancia como son: la importancia de la enfermedad y su
influencia en los d9demas de produccion (ponderacion 1), d nimeo de animdes
infectados observados en los tratamientos (ponderacion 2), y d grado de dafio de los
tgidos (ponderacion 3). Va maeaides y méodos (2225). También se indican €
nimero de bacterias obsarvadas y cudificadas por higologia Sendo + pocas bacteries,
(1 - 5), ++ bacterias en cantidades moderadas (10-50 bacterias), +++ becterias en dtas
cantidades (mayor a 100 becteries), con acumulacion. El objeivo fue etimar d nive
de desinfeccon logrado con los antibidticos, a través de los indices de higologfa y de

cdificaddn cuditaiva dd nimero de bacterias observadas

Tabla 10. Indice de histologfa (I.H.) y nimero de bacterias observadas por histologfa, en

animdes expuestos a vaias concentradones de antibidticos

Tratamiento Tiempo (horas) |.H. No. bacterias
Control 0 2,0 +tt
Control 8 4,50 ++4
Control 12 140 ++++
Control 24 6,0 ++4
Control 48 1,6 tHt
20 ppm 4 50 +++
20 ppm 8 1,50 +
20 ppm 12 8,0 ++
20 ppm 24 2,0 {t
20 ppm 48 10,0 1
30 ppm 4 0,0 +
30 ppm 8 0,0 t
30 ppm 12 6,0 t+
30 ppm 24 3,0 it
30 ppm 48 8,5 u
40 ppm 4 46 tt
40 ppm 8 6,0 t
40 ppm 12 1,0 Y
40 ppm 24 12,0 tt
40 ppm 48 5,0 t

Donde IH. = Indice de Histologia (grado de dafio histoldgicos encontrado en los tratamientos después de

la aplicacion de los antibidticos en los tiempos 0,4,8,12,24 y 48 horas).
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De las obsarvaciones de los indices higoldgicos se detemind que la concentracion de
20 ppm logré desinfectar a las 8 horas, pero a medida que transcurrié @ tiempo d indice
aumento, lo que indicaria que e grado de desinfeccion por el antibidtico va
disminuyendo conforme pasa d tiempo. Con la concentracion 30 ppm d {ndice de
higologia tuvo d vdor de 0 alas 4 y 8 horas d tiempo 12 horas comenzd a aumentar
en rdadon d tiempo, lo que indicaria que eda concatracion fue efetiva en las
primeras horas. La concentracion de 40 ppm tuvo un indice de higologia dto d inido,
pero a las 12 horas edte indice disminuye condderablemente con respecto a los demés
traamientos, pero también d aumentar d tiempo esta concentracion se comportd como

los demés tratamientos

En cuanto d nimero de bacterias observadas en los Organos, a las 8 horas de expodcion
en todas las concentraciones de antibidticos, se obsarvo pocas bacterias (+), sobre todo
a nivd dd etdmago y hepaopancress dd animd, peo d pasx las 12 horas de
exposdon a los atibidticos d nimero de bacterias tendio a aumentar, sobre todo en
los tratamientos 20 ppm y 30 ppm. (Figura 13).

En bae a los resultados de higologia (111/ nimero de bacterias) condderamos que entre

8 y 12 horas fue un periodo gpropiado de exposdon a los antibidticos
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Figura 13. Presencia de bacterias observadas por histologia, en animales sometidos g desinfeccion con
varias concentraciones de antibidticos. Donde el control = sin antibiético, 1 = pocas bacterias (1-5),

2=bacterias en cantidades moderadas (10 - 50), y 3= bacterias en altas cantidades(superior a 100).

Figura 14. Observacion histolégica de tibulos

normales, |evemente lisados de animal
desinfectado con el tratamiento 40ppm. Aumento

40X

Figura 15. Observacion histoldgica de una
cépsula hemocitica y lisis de tibulos de animal no

decinfectadn Anmentn 40X
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2.2. Segundo exuerimento de desnfeccion

Ede ssgundo experimento de desnfecdon tuwvo d objetivo de contar con daos
microbiolégicos a mas de los datos higoldgicos paa lo cud = repitio d ensayo de
desinfeccion, utilizando la misma metodologia dd primer expaimento. Se obsarvo  por
turbidez d credmiento becteriano en mecarados de corazon en medio liquido y s
redizd microbiologia dd hepatopancrees. Al igud que en d primer ensayo los tiempos
de muedreo fueron 4, 8, 12 y 24 horas de exposcion de los animdes a los antibidticos
En lo que condermne a la microbiologia dd hepatopancress, a pesar de haber digminuido
las conceantraciones de dilucion de sembra, no fue posble la recuperacion de becterias
contebles y las UFC estwigon fuera de los limites pemitidos de conteo.(menos 30
colonias por placa).

Por las obsarvaciones de los indices higologicos (Tebla 1), se pudo encontrar que la
concentracion de 20 ppm presantd los menores {ndices en los tiempos 4 y 24 horas La
concentracion 30 ppm twvo un {ndice higoldgico menor a las 4 y 8 hores, que indujo a
pensx que fue en edos tiempos, donde se pudo reducir en mayor medida d nimero de
becterias. La concentracion de 40 ppm presantd un indice menor sdlo en d tiempo de
12 horas. Comparando d indice de higologia con € nimero de bacterias observado por
higologia, s puede asumir que las concantraciones de attibidticos tienden a disminuir

la carga bacteriana entre las 8 y 12 horas.
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Tabla Il. Indice de histologia (I.H.) y nimero de bacterias observadas por higtologia, en

animales expuestos a varias concentraciones de antibidticos.

Tratamientos Tiempo I.H. No. de bacterias
(horas)

Control 0 4,00 +++
Control 8 4,60 +++
Control 12 14,00 +++
Control 24 7,00 ++
20 ppm 4 5,00 +++
20 ppm 8 1,70 +
20 ppm 12 8,00 +
20 ppm 24 2,00 ++
30 ppm 4 1,00 ++
30 ppm 8 2,00 +
30 ppm 12 6,00 4t
30 ppm 24 4,00 ++
40 ppm 4 5,46 ++
40 ppm 8 7,00 +
40 ppm 12 3,00 +
40 ppm 24 10,00 -+

Al obsarvar la accidn de los tratamientos en los mecerados de corazdn las diferencias de
absorvancia fueron notorias en los tralamientos con antibidticos respecto d control. Las
concentraciones de 30 y 40 ppm de anttibidticos reducen condderablemente la presencia
de bacterias d tiempo 8 horas, manteniéndose poco crecimiento d aumentar d periodo

de exposcion (p = 0,05), pero no es as{ con d tratamiento 20 ppm donde a partir de las
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10 horas la recuperacion dd nimero de bacterias es refldado por d aumento de
turbidez. La répida recuperacion de bacterias en la menor concentracion de antibidticos
puede deberse a una pédida mayor 0 mas rgpida de la accion dd anttibidtico, o a
aguellas bacterias sobrevivientes 0 resistentes que empezaron a multiplicarse

gorovechando la disponibilided de espacio dgado por las bacterias sengbles.

0.5
0.45
0.4
0.35
0.3
0.25
0.2
0.15 §

0Dg.5 50

Tiempo en horas

—@—contro| =-M-20ppm ~—dk—30ppm ~I&-~40ppm

Figura 16. Densidad 6ptica de crecimiento de bacterias, medida en macerados de corazén de animales
desinfectados con oxitetraciclinay cloranfenicol en diferentes concentraciones. Siendo el control = sn

antibidtico.

3.223. Taca expeimento de desnfeccion

En base a los resultados higoldgicos y de microbiologia dd ssgundo experimento de
desinfeccion, s decidid tomar dos concentraciones de antibidticos (30 y 40 ppm) y dos
tiempos de muestreos (12 y 24 horas) para d tercer ensayo de desinfeccion.

En ede expaimento s aiadidé una segunda doss de antibidticos a las 24 horas después
de la primera gplicacion, con d objetivo de mantener bgos los nivdes de bacterias en
los drganos (hepatopancress, etdmago). Se redizd un recambio dd 80 % de agua,
antes de la segunda gplicacion de antibidticos.

Se obsavd una reduccion marcada de las UFC a las 12 horas de exposcion a los
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atibidticos. La ssgunda aplicacion de atibidticos resultd en un efecto muitiplicador
recuperandose un devado nimeo de UFC a las 48 horas en los dos traamientos
(Foura 17). 24 horas después de la ssgunda aplicacion la carga bacteriana hebia
recuperado la mitad del nimero origina de UFC al tiempo que se observd un
incremento de la turbidez en los mecerados de corazon (Figura 18).

Se encontr@ diferencias significativas (p=0,02) entre el control (tiempo 0) y el
tratamiento 30 ppm a las 12,24 y 48 horas, mientras que con d traamiento de 40 ppm la
diferencia 9lo exidio en d tiempo 12 horas Edadidicamente no exidié diferencias

entre los traiamientos con antibidtico d tiempo 12 hores.

Primera.dasis Segunda.dasis
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\ \
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UFClg.  Hepatopancreas

0 <2.95E+04 = 2.95E+05-3.00E+0402.95E+06-3.0E+050 >3.00E+06

Figura 17. Porcentge de animaes desinfectados y UFC/g. de hepatopancreas recuperadas, a aplicarse 40
ppm de oxitetraciclinay 40 ppm de cloranfenicol. Donde e control = sin antibiético. Aplicacion de los

antibicticos. \ 4
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Figura 18. Densdad Optica de crecimiento bacteriano en macerados de corazon, luego de la aplicacion de
dos concentraciones (30 ppm y 40 ppm) de oxitetraciclinay cloranfenicol. ¢Momentos en los que se

golico los antibidticos.

Se condderd que d crecimiento de bacterias observado luego de la segunda gplicacion
de atibidtico s debid a una dta proliferacion de becterias resgentes, las cudes
gorovechaon los gtios libres de colonizacion dgados por las bacteriass sengbles

durante ced 48 horas seguidas de traamiento antibidtico.

3.224. Cuato exneimento de desnfeccion

Eda desnfeccion fue redizada con d objetivo de corroborar los resultados obtenidos y
obsarvar con més detdle las caracteridticas de desinfeccion a las 12 horas de agplicacion
de los dos atibidticos antes nombrados. Ademé&s dd  andiss microbiolégico dd
hepatopancreas y microbiologico de individuos, s rediz0 macerados de hepatopancreas
formando “mezdas o0 pools’ con d objetivo de sber 9 edos podian s utilizados en
futures pruebes fadlitando, de eta manera, d muedreo. También e redizd macerados

de corazdn en forma individud (Tabla 12).
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Tabla 12. Denddad Optica de macerados de corazon (550 nm) de dos traamientos de

desinfeccion con antibidticos (oxitetradidina y doranfenical) y un control Sn antibiGtico.

Tratamiento Tiempo D.O.
horas

Control 0 0,257

30 ppm 12 0,054

40 ppm 12 0,080

B nimeo de UFC fue dgnificativamente menor (p=0.015) entre los animaes tretados
con atibidticos y los dd contrd. No exigio diferendas dgnificatives (p=0,138) entre
los dos tratamientos con antibidticos d tiempo 12 horas d igud que d anterior
expaimento. Habiendo la migma tendencia de tener menores cantidades de UFC con d
traamiento 40 ppm (Fgura 20). Utilizando los pools no s encontro diferendias en la
capacidad de desinfeccion de los tratamientos (datos no mostrados) debido
posblemete a la exigenda de animdes con mayor resdenda a la desinfecdon, los

mismos que devaron la cantided de UFC dd pool o0 mezda

100% 7
80% -
60% -

40% |
20%-

® Animales
desinfectados

0% T T f
Control 12horas (30  12horas (40
ppm) ppm)

UFC/g.  hepatopéncreas
d <2 95E04 H2.95E+05-3.00E+04
12.95E+06-3.0E+05 Q >3 00E06

Figura 19. Porcentaje de animales desinfectados y UFC/g. de hepatopancreas al tiempo 12 horas,
goicando 30 ppm de oxiteraddina dorafenicdl y 40 pom de oxiteraddina y doraffenicd. Donde las
UFC/g. de hepatopancreas (inferiores a 2.9E+04) son recuperado en un 80% de los animales
desnfectados con 40 ppm de oxitdraddina y doranfenicdl.
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Condgderando los resultados obtenidos, se conduyd que 40 ppm de oxiteracidina y 40
ppm de doranfenicol, fueron las megores dods para obtener un mayor porcentge de
animdes dednfectados en 8 horas de expodcidon y en una ola golicacion. Sendo por 1o
tanto recomendable inocular las becterias entre las 8 y 12 horas, después de un recambio
de agua paa diminar los attibidticos dd medio. Cabe recdca ademas que los
resultados sugieren que las mejores técnicas para evaluar la desinfeccion son,
macerados  individudes de hepatopancress, macerados de corazon y  observacion
cuditativa de becteias por higologia Los macerados en pools de hepatopéncreas
dieron resultados confusos y poco explotables. Por otra pate € indice de higologfa
mogrd que los animdes vienen con dafos en los tgidos desde la camaronera y que la
desnfeccion con antibidticos puede diminar las bacterias, pao eda diminadon no

acompaiia dempre de la recuperacion de los tgidos.
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3.2.3. Infecciones

Una vez encontrada la concentracion de antibiGticos cgpaz de liberar stios de adhesion,
fadlitando d ingreo y la colonizadon a nuevas becterias en los animdes, d paso Sguiente
fue encontrar la concentracion de indculo bacteriano cgpez de ingresar, multiplicarse 'y
provocar dafios en los tgidos dd huésped. Para redizar eto s utilizo la cepa de V.
vulnificus que fue expuesa in vitro d dgema inmunitario dd camardn, con la findided

de volverla més virulenta. .

3231 Pime exnaimento de infeccion

Por medio dd primer exparimento de infecdon se explord dos vias de ingreo de las

becterias en d animd, con la findidad de encontrar la técnica que permitiera que @ mayor

nimero de animdes sean infectados Se usd la concentracion 10® bacterias/ml y los
métodos de gplicacion fueron, bafio e inyeccidon dd indculo.  Se tomd como referencia las
infecciones experimentaes redizadas por Rogue et al., 1998 E ingren fue evduado
contebilizando las UFC/g de hepaopdcress en agar TCBS, agar utilizado por sus
caracteridicas sdectivas para vibrios. Los animdes fueron desinfectados por 12 horas con
40ppm de oxiteraddina 'y 40 ppm de doranfenical antes de la infeccion.

Los animdes infectados por d méodo de inmerson presentaron mayor nimero de UFC/

0. de hepatopancress, que agudlos donde la bacteria fue ingresada por inyeccion (Tabla,

13). Las bacterias recuperadas de los dos tratamientos fueron identificadas como V.

vulnificus mediante bioguimica, AP-PCR y Dot blot con anticuerpo monoclonales (Figura
20 ah)
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Tabla 13. Unidades formedoras de colonia/g de hepatopancress recuperades en agar
TCBS de animdes infectados con dos méodos de infeccion.

Tratamiento Bacteria amarilles Bacterias verdes

*Control Inyectado 90 +27° 2+1
Control sin Inyectar 84 + 42 10+5
Inmersgdn 24 £ 2° 514 + 38
Inyeccion 65 + 20" 25+ 17

*Animdes inyectados con soludon <ina edéil. Letras igudes no exidio diferendias
donifictivas  (p=0.05).
a) b)

by

S, S, S, S, Contral  (+)

Figura 20. Reconocimiento del V. vulnificus. 8 Fotografia RAPD, positiva para V. vulnificus y b) Dot

blot con anticuerpo especifico para S,

En base a estos resultados se tomd la decision de gplicar € méodo de inmerson como d

més goropiado en ensayos de infeccidn, sobre todo para objeivos de andiss inmunitarios,

ya gue d méodo de inyeccidn, ademas de no s dicaz, implicaria d riesgo dd ingreso de
becterias no deseadas, ad como también la gparicion de posibles patologias no asociades d

vibrio de interés y/o dafios asodados d trauma de la inyeccdn y no a forzosamente a la
bacteria introducida.
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3.23.1 Segundo _expaimento _de _infeccion

Antes de redizar eda infecdon, los animdes fueron desinfectados por 12 horas con 40
ppm de oxiteradidina y 40 ppm de doranfenical.

En ede experimento se digié dos concantraciones de bacterias para la inmerson, tomando
de referenda d trabgo redizado por Sen Migud (1996), donde la concentracion 107
bacterias/ml en larvas permitié mayor recuperacion de UFC/g a patir de macerados de
hepatopancreas.  Las concentraciones usadas fueron 107 y 10® bacterias/ml, gplicadas en
inmerson prolongada de 36 horas A las 24 horas de exposcon s hizo recambio y s re
- inoculd las bacterias dgandolas porl2 horas mas Se redizaron andiss microbioldgicos
e higoldgicos de los animades muestreedos a las 36 horas

En la figura 21 podemos obsarvar que a las 36 horas de infeccidn los animdes tratados
con V. vulnificus presentaron sgnificativamente mayor UFC/g de hepatopancreas que los
dd ocontrd (p=0.020). Por otra pate las obsarvadiones higologices de los animaes
inoculados con 107 mostraron dteraciones internas, en érganos como d  hepatopancress y
estomago (Indice higoldgico mayor dd contral) con la concentracion 10 7 b/ml (Figura 21,
Fgura 22).

e

" UFClg.

ILH
O =SNOAOON®

Control 10(7) 10(8)

wmIiH o CFU

Figura 21. Indice histologico y UFC/g. de hepatopancreas (E+06) de animales infectados con dos
concentraciones de V. vulnificus.  Siendo e control = tratamiento desinfectado con 40 ppm &

oxitetraciclina 'y 40ppm de cloranfenicol.
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V. vulnificus. Aumento 20X.

Las bacteias recuperadas dd andiss microbiolégico de hepaopancrees de los dos
traamientos de infecdon, fueron identificades como V. vulnificus con anticuerpos
especificos para ede vibro a mas de la identificacion bioquimica.  La figura 23, presenta d
porcentge de animaes infectados con V. vulnificus y UFC/g de hepatopancress en agar
maino. Como s puede observar las dos concentraciones utilizadas fueron eficaces para
permitir d ingreso dd V. vulnificus.

100% -
80%
60%
40%

20%

o%r/

Control 10(7)

% Animales Infectados

UFC/g de Hepatopéncreas

0<2.95E+04 m 2.95E+05-3.0E+04
a 2.95E+06-3.0E+05

Figura 23. Porcentsje de animales infectados con V. vulnificus (S,) y recuperacion de UFC/g. d&
hepatopéncreas, aplicando dos concentraciones de V. vulnificus en animaes previamente desinfectados con

40 ppm de antibidticos. Control = tratamiento desinfectado .
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A pesar de la recuperacion de V. vulnificus a patir de animales infectados  y de los dafios
higologicos presentes, no s obsarvd dgnos extarnos, ni e presentaron mortaidades,
pudiendo esto atribuirse a la corta exposicion de las bacterias 0 a la edad de los animaes,
en dfecto San Migud (1996) obsarvd mortdidades en doss de 1E+04 y 1 E+06 UFC/ml
por inmerddn en lavas més no en pod larvaes con la misma bacteria  ESos  resultados
eduvieron en concordancia con los obtenidos en infecciones experimentdes en nauplios
myss |-2, y larvas por Li er al (1996), donde por inmergon inoculd bacterias en doss de
10° y 10 UFC/ml por 24 horas, obsavando mortdidades dependientes de la dosis,
peiodo de expodcidon y edad dd camadn, habiendo resgencia a los vibrios en los

edadios superiores.

3233 Tercer experimento de infeccion

En este ensayo de infeccion se buscd encontrar la concentracion de bacteria adecuada que
desplezara la flora becteriana remanente después de la desnfeccon permitiendo ademés
infectar d 50% de los animdes Se decatd la DL50 (doss letd paa d 50% de los
anmdes), por deerminarse que edta bacteria sola, no es capaz de causar dafios vigbles ni

la mortdided en juveniles

En la figura 24 s iludra los resuitados microbiolégicos (UFC/g de hepatopancress) y €

indice higolégico. Como s puede obsarvar la caga bacteriana fue superior en los
animales infectados con las diluciones 10% 10° y 10° Los resultados histol6gicos
revdlaon paologias en los animdes aites de enssyo, Sn embago ede indice e
incrementd, en los animdes infectados con las diluciones 10° y 108,
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Figura 24. Indice histolégico (I.H.) y UFC/g de hepatopancreas (E+03) recuperadas, de animales

sometidos a las concentraciones de 10° 10%, 10° y 10° bacterias/ml.

Las bacterias recupgradas de los animdes infectados fueron identificadas como V.
vulnificus por Dot blot y bioquimica Se encontrd diferencias dgnificativas (p=0,043), en
la carga bacterina entre los animdes infectados y los animaes dd control desinfectados
(C2), lo que indicod que la bacteria pudo colonizar e invadir los gtios libres dgados por
tratamiento antibidtico. En la figura 25 s obsarva d porcentge de animdes infectados
o con V. vulnificus. Como s puede obsavar los animaes fueron infectados desde la
concentracion de inéculo de 10*. Sn embargo fue la concentracion de 10° en la que 2
obsavé lesones en los tgidos La inoculacion de 10° pemitié recuperar mayor nlmero

de UFC que lainoculadion 10* en @ orden de 3E+02 a 2,9E+03.
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0% . :
cl c2  10(3) 10(4) 10(5) 10(8)

UFC/g Hepatopancreas

O <295E+0l m2.95E+02 - 3.0E+01
Q 295E+03 -3.0E+02 Q >30E+03

Figura 25. Porcentge de animaes infectados con V. vulnificus, y UFC/g. de hepatopancreas, recuperadas

en animaes inoculados utilizando cuatro concentraciones  bacterias.

Los conteos de UFC < redizaron en agar maino. Donde :
Cl= control 9n desnfectar

C2 =control desinfectado

10 °= concentracion de 10 000 b/ml

10 * = concentracién de 10 000 b/ml

10 ° = concentracion de 100 000 b/ml

10°= concentracion de 1000 000 b/ml

3.234. Cuato expaimento de infeccion

Los datos obtenidos de la tercera infeccidn experimentd Srvieron para dissfiar una cuarta
infecdon Imilar a la anterior, pero en la cud s dimind d indéculo correspondiente a la
concentracion 10°, para aumentarse la concentracion 10'.

Los animales utilizados en ese ensayo etuvieron ya infectados con V. vulnificus desde €
indo (Cl). B tratamiento antibidtico hizo decrecer de menera dgnificativa (p=0.043) €
nimero de UFC a menos de 2.9E+03 (C2) (Fgura 26). Como en d anterior ensayo s
obsavé que las UFC de bacterias recuperadas fue mayor en los animaes inoculados con
mayor concentracion de bacteria, dendo recuperables UFC de V. vulnificus a nivd de
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hepatopancress desde la concentracion 10°.  Sin embargo edo no fue red paa la
concentracion  de 107 de inéculo, no encontréndose diferendias Sgnificativas entre d
nimero de UFC recuperadas de animaes inoculados con 10° y 107. Como en d anterior

ensyo las UFC recuperada en d orden de 10° eswieon en rdacion con lesiones

obsarvadas en higopaologia (Figura 27 y 28).

100% -
2 90%
@ 80%
B 70%
)= 60%
5 50%
= 40% -
g 30% -
I 20%
B 10% - : :
10(6)
UFC/g  Hepatopéncreas
0 <2.95E+03 m 2.95E+04 -3.0E+03
0 2.95E+05-3.0E+04 1 &d» & 3

Figura 26. Porcentse de animaes infectados y UFC/g. de hepatopancreas recuperadas en animdes, luego

de inocular cuatro concentraciones de V. vulnificus. Donde :

Cl= contrd dn desnfectar

C2 =control desnfectado

10*= concentracion de 10 000 b/ml

10’ = concentracion de 100 000 b/ml
10°= concentracion de 1000 000 b/ml
107 = concentracion de 10000 000 b/ml

En ede ensayo pareceria que la bacteria fue més virulenta infectando y lesonando a los
animdes a concentraciones de 10* dd inoculo, sn embargo no hay que olvidar que los
anmdes edwieon ya previamente infectados con V. vulnificus y que d traamiento
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antibidtico no dcanzd a diminar totdmente la becteria origind.
Los resultados de los cuaro expeimentos indicarian que € méodo de bafio es més dficaz
que la inyeccion, y que la concentracion de inéeulo de 10° se logra recuperar més de 10°

UFC dd 50% de animdes coinddiendo con la visudizadon de lesones en higopatologia

16
14
121
10

O LS I~ o))

B |HEICCFU

Figura 27. Indice histolégico y UFC/g. de hepatopancreas (E+05) de animales infectados con V.

vulnificus con varias concentraciones de 10%, 10°, 105, y 107 bacterias/ml.

Figura 28. Observacion histol dgica de hepatopancreas con tibulos lisados y encapsulados, de un animal

infectado con V. vulnificus en la concentracion de 10’bacterias/ml
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A ocontinuecion s presenta @ protocolo de infecaon experimenta sdeccionado luego de
los resultados obtenidos.

3.2.35. Protocolo para_infecdones en camarones iuveniles

1. Medios de cultivo

Agar LB para preparacion de la becteria

Aga TCBS y aga maino para recuperacion de la bacteria a nivel de hepatopancress.
Agar TSA para adamiento e identificacon bioguimica de la bacteria

LB B para crecimiento y congdacion de la becteria

2. Preparacion de la cepa bacteriana

Para d cultivo de la cepa bacteriana utilizar d medio de cultivo liquido LB B d 2% con
NaCl , sn glucosa (10 g. bacto triptona, 5g. extracto de levadura, 20g. NaCl, y pH 7.5).

Ceparutilizadad Vibrio vulnificus.

Sembrar en 50 ml de LB B por 4 horas una colonia de S, e incubar en bafo marfa por

agitacion a 30°C, en agitacion condante.

Repicar a un volumen de 450 ml de LB B d 2% de NaCl segiin las concentraciones de

inéculos a usar. Dga r crecer por 8 -10 horas en bafio maria con arescion con una

7, lO3una fiola de

temperatura no superior a 30°C. S = necegta concentraciones de 10
500ml con LB es suficente

Se recomienda centrifuger la bacteria después de 8 - 120 a horas de crecimiento por 10
minutos a 3000 rpm., dimina d Sobrenedante, resuspendiéndolas en Llucdon dina d
2%.

Leer la D.O. de la solucon diluyendo la misma dnco veces ensolucion sdina d 2%.

Redizar los cdculos corespondientes paa deeminar d volumen necesxio paa la

concentracion a utilizar.
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3. Animdes

Camarones de 4 - 8 gramos

Desnfectar los animdes con 40 ppm de oxitreacidina hydrodorada y 40 ppm de
doranfenical.

4. Diso

Preparacion de  laboratorio

- Dednfectar d laboratorio (paredes, piso, techo, peceras, mangueras, filtros, tuberias).

- Mangueras y difusores. con los anteriores pasos, se procedio a ederilizar por cdor a una
temperatura de 121°C, 12PSI por 15 minutos

- Todas las tuberfas de are y agua deben ser abiertas por 15 minutos para  la diminaddn
de aguay atros.

- Los filtros deben s lavados con jabon y doro antes de ser usados  Se recomienda
tgparlos con pgpd duminio para evitar crecimiento de dges

Todo la limpieza debe redizase un dia attes de la manipulacidn con animdes paa
permitir € debido secado de todo € laboratorio.

Tabla 14. Protocolo de desinfeccion en la sda expeimentd

Hora Actividad

6:30am  Adecuacion de la Ha Abertura de tuberia de agua sdada y are por 5 minutos
Llenado de peceras hagta 60 litros de su cgpacidad.

7:15am  Colocacion de antibidticos

7:25am  Pesn y didribucion de animéeles (10/pecera)

2-3pm  Alimentacién
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Tabla 15. Protocolo de infeccion en la sda experimenta

Hora Actividad

12 horas después de la desinfeccion  Con un 100% de recambio se afiade en 20 litros de

agua eséil la concentracion de bacteria a inocular.

8-10 horas poderior Alimentar
24 horas después Redizar segundo bao.
12 Muedreo de 15 animdes por traamiento d azar

5. Témicas de andiss

Microbiologia

Higtopatologia

Bioguimica para identificacion de bacterias
Dot - blot

AP - PCR

Tebla 16. Téonicas de andigs

Téonica Forma de andigs
Microbiologico Individud
Histoldgico Individudl
Conteo bacteriano Totd y por forma

Aidamiento bacteriano  Cinco animédes por tratamiento, en todas sus formas posbles
Bioguimicas y Dat Blot A todos los adados
RAPDs Cepas dudosas por su forma
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Tabla 17. Diluciones recomendadas para andiss microbiolGgicos

“Tratamiento Agar Maino  Aga 1CBS
Controles deanfectados 10.' y 10.‘ 105,‘ y 10'
: : 2 3 1 2
Controles In desnfectar 10y 10 10y 10
1 2 |
1073 107y 10 100y 10
1 2 |
104 10y 10 100y 10
5 2 3 1 2
10 100 y 10 100 y 100
6 2 3 1 2
10 100 y 10 100 y 10
7 2 3 | 2
10 100 y 10 100y 10
8 3 4 2 3
10 10 y 10 100 y 100

Las interacciones patdgeno ~ huésped, son vinculadas con € medio donde <e redizen edas
rdlaciones, y con d edado y/o edad fisologica dd huéped. La exigdencia de carencias
nutridondes, cambios extremos dd medio, defidendas de mango de los cultivos, ayudan
d eddbledmiento de los padgenos en los animdes, d punto que edos microorganismo
desarollan patologias, y heda la muerte dd huésped. Nuedros resultados modraron d
ingreso de una bacteria (V. vulnificus) a diferentes concentraciones en animales
previamente desnfectados, SN embargo edtas concentraciones no provocaron mortalidedes
0 dgnos extenos dinicos de enfermedad, debido posiblemente a otros factores que no
permitieron a la enfermedad causar dafios en d camardn tales como buena nutricion y
condiciones controladas de cultivo. AS por gemplo en P. stylirostris €l Vibrio peneicida
€S una bacteia dtamente patdgena capaz de causar mortdidades masva en pocos dias,
pero eda patogenidided se manifieta SAlo durante los periodos de cambios de temperatura
y inidad. El redo dd a0 a pesx de eda presante en d medio y en los animdes no

provocaron ninguna patologia
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Por otra parte d comportamiento de la becteria dentro dd animd, también e vinculada a
la capacided de diminacion o de limpieza dd huésped. AS autores como Sung,(1996)
utilizando la técnica de inmunofluorescendia indirecta hen estudiado la distribucion dd v,
vulnificus, en los tgidos dd camardn P. monodon, encontrando € antigeno en los tgidos a
los 5 minutos de inmerdon a nivd de plasama, hemodtos branquias estdmago, tgido
hematopoyético, intesino anterior e intesino poderior, pao no en d corazdn ni en €
organo linfoide Mientres que a las 6 horas poderiores a la inmerddn e encontrd la
becteria en d Argano linfoide y nivdles dtos en intesino y hepatiopancress, manteniéndose
rdivamente presente heda la 24 horas. Los drganos mas susceptibles d ingreso de la
becteria, como branquias y estdmago, carecieron de las mismes a los 7 dias de la infeccidn,
manteniéndoe un bgo nivd de baterias en d drgano linfoide Edo indicaria que
antigeno puede ingresy por dos medios via ord y via drculatoria Sendo posiblemente
la via and otro medio de ingren. Debe congderase que la presencia en d Organo
linfoide indicaria no SAlo d grado de infeccidn, Sno td vez la pueta en marcha de los
mecaniamos de limpieza, es de anotar que la literatura indica que este Organo edtaria
implicado en los mecaniamos de limpieza dd camardn.

Hamead (1995), demodrd que la dods y tiempo de mortdidad en expeaimentos con
bacterias en tres tipos de Peneidos depende de la concentracion y periodo de exposicion a
la bacteria, edad y especie de camaon. Obsarvando en lavas y pod- lavas mayor
mortdidad. La mortdidad estuvo rdacionada con d estadio dd animd, ya que a la msma
concentracion de bacteria ( 10* b/ml) se redujeron las mortdidades d pasar los animdes a
edadios superiores.

DelaPefiaet al., 1993 fide (De la Pefia et al.,1995) por medio dd méodo de inyeccion
obsarvaron camarones moribundos a una concentracion de 10° b/ml, mientras que por
bafio necesitaron una concentracion mayor para obsarvar camarones moribundos a las 48
horas podeiores a la infeccidn. Resultado que indicaria que la catidad de bacteria que
ingresa en d animd tiene incidendia en los dafios ocasonados, asf dtas concentraciones de
becterias y su manera de ingresd pueden s causa de mortaidades en animdes con €
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sgema inmunitario desarollado. De la Pefia 1993 también obsarvd dta proliferacion de
becterias en branquias y estdmago d inicio de la infeccidn entre las 3 y 6 horas de
infeccidn, empezando a desaparecer d patdgeno desde las 8 y 12 horas. Pero 12 horas
poderior d ingreso, las bacterias empezaron a presentarse en d hepatopdncress y  en €
organo linfoide. Encontrandose en todos los Organos excepto en branquias, y edmeago
24 horas después. Sus resultados no concuerdan con los obtenidos en este trabgo, ya que
en las infecciones de V. vulnificus end P. vannamei d bafio ,mostré s un méor @az
, recuperandose pocas UFC con d méodo de inyecdon. %@5

e,
e ﬁﬁ

Los resultados de De la Pefia indica una digribucion y acomodacion de la becteria en d
organismo en varias etapas, como son: edabledmiento, didribucidn, limpieza,
multiplicadon secundaria y  sdemdica infecddn. Sendo d estdmago d primer lugar de
establecimiento para poderior mutiplicacidon y digribucion por la hemdinfa a otros
organos como hepatopancreas, Organo linfoide, intestino y musculo, ademas de
directamente dd estOmego d hepaopdncress e intetino.  Por d contrario a"imalesgi
infectados en ede trabgo (datos no mostrados) obsarvados después de 7 dias indicaron Ia@
ausenda de lesones en hepatopdncress, invasion de tgidos y atro tipo de lesidn, lo que"
indicaria que d huégped mantenido en buenas condidones es cgpaz de diminar d V.
vulnificus. Exidiendo a las 8 -~ 12 horas de infecdon una daa evidenda de limpieza de
los drganos, seguida de una multiplicacion en d hepatopdncress y drgano linfoide a las 12
horas, en intestino y misculo a las 24 horas, y en d estmaego a las 36 horas.  Inidéndose
asi una multiplicadon ssgemédica en todos los drganos, modrando en este can que a
pesr de la puesta en macha de los mecanianos de limpieza d huégped es incgpaz de
controlar la infecaon.

La remocion de bacterias por la hemdlinfa de camardn fue determinada por Martin e
al.,1993 d inyectar bacteriasen Sicyonia ingentis. Concordando con De la Pefla que son
las branquiss los organos maes usogptibles a la infecdon en los primeros minutos de

exposdon, seguido de la hemadlinfa, habiendo una limpieza o remocion de la bacteria en
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horas poderiores.

Pero la digribudon y limpieza de la bacteria en d organiamo, dependen también de la
virdlenda de la bacteria y de la espedie (huégped). Ligthner,1983; fide (Matin et al.,1993)
encontr6 que la Aeromona viriduns en camaon es diminada rgidamente de la
crculacon, peo en la langoda Homarus americanus eda misma becteria causa la
enffemedad gakkemia

Sayin Roque et al., 1998, la vibrioss ocurre solo cuando d camardn es continuamente
invadido por becteriess En otras pdaoras para desarollar un moddo de infeccion
experimentd, con d méodo de inoculacion de becteria por bafio, e necesitan afiedir un
in6culo suficdentemente concentrado que permita recuperar UFC de la bacteria inoculada y

provocar lesones en los tgidos dd animd.



CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En ensyos de infecdones en camaones juveniles £ debe condderar la interaccion
padgeno — huésped, proceso que vincula tanto a la cgpacidad de agreson dd agente
invasor ( en este esudio bacteria) y a € Sstema de defensa dd huésped (camardn), junto a

las condiciones ambientaes

En los resdltados in vitro obsavamos que las bacterias en edado vivo activan los
mecaniamos de defensa dd P. vannamei como d Sgema fenoloxidesa, no esimulando la
produccion de redicdes libres de oxigeno sendo insengble a la adtividad antibecteriana
dd plasma, ddemas que responden dependiendo dd tipo de becterias usadas en la
edimulacion.

Al redizar las infecdones y enfrentar |a interrelacién in vivo de los animaes oon las
becterias, se pudo obsarvar diferentes grados de ingreso dependiendo de la concentracion
adminigdrada y su foma de adminigracon, exidiendo un limite de ingreso dd V.

vulnificus, d adminitrarse concentraciones de bacterias superiores d orden 107 a
concentraciones de inéculo menor a 10* no se observaron lesiones a pesar de recuperarse
UFC de V. vulnificus debido posblemente a la limpieza redizada por los mecaniamos que
d animd utiliza, para no permitir mayores ingresos en sus drganos intemnos

Més no se obsarvo sgnos dinicos extaenos de patologia causado por la bacteria, pero sf se

encontré a nivd microbiologico, y se obsavaron lesones en higtologia

El grado de lesones obsarvadas guardd rdacion con d nimero de UFC de V. vulnificus

recuperadas, habiendo rdacion entre la presencia de lesiones y UFC en d orden de 10°,

La carencia de mortdidad en los ensayos de infecciones, pudo deberse a la fdta de otros

factores productores de edtrés en los ensayos, ya que factores como sdinidad y oxigeno

edables, ademés de una buena dieta pudieron evitar un mayor grado de estrés paa
animd, ayudando a los microorganismos a dacar més agresvamente o a gorovechar los

cambios metabdlicos y/o dteraciones intemas dd camaron.
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Una segunda eapa de infecciones exparimentdes sarian la aplicadion de  edtresantes
ambientdes tales como cambios de temperatura, sdinidad y oxigeno.

Para ensayos de andlisis inmunitarios, donde se quiere evaluar las técnicas de
inmunodiagndgtico, se recomienda que @ animd debe ser o menos edresado, tanto a nive
ambientd como de manipuladon, ya que edas dtaraciones también £ medirian en la
produccion de radicdes de oxigeno y fenoloxidesa, junto con las producides por las
bacterias.

Es por esto que d méodo de inyeccion no es golicable para ese objetivo de investigacion
(inmunodlogia), ya que la misma introduccon dd contenido becteriano puede romper €
equilibio homeoddico que maaia d animd.

Es necesxrio expaimentar nuevas cegpas de bacterias reportadas como posbles causdes de
mortdidades en animdes adultos pues edtas serian de mayor importancia, porque d edar
caussndo dafios, tienen la cgpacidad de evadir d sdema de defensa dd camadn. En
ensyos de infecddn-inmunologico, invesigar la forma de interacdon de ede tipo de
becterias con d huésped, nos proporcionaria informacion para determinar por técnicas de
inmunodiagndgtico  anormdidedes patoldgicas por becteria con mayor rapidez, en los

Sgemas de produccion.
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Histologia

1. Fijador Davidson

Alcohd etilico d 95%.

Formal (d 37 - 39%).

Acido acdtico gladid.

Agua dedtilada (se puede usar también agua corriente).

2. Preparacion de la hematoxilina de Mayer

Los reactivos deben s agregados en d Sguiente orden:
Hemdtoxilina

lodeto de sodio

Alumbre de amonio o potaso

Addo citrico

Hidrato de dord

Agua dedileda

Eosna - Hoxina
Eosna Y (1%)
Hoxina B (1%)
Etanol (95%)

Addo écetico gladd

30 m
20ml
115 mi
335 ml

10g
02g
50.0¢9
10g
50.0 g
1000 mi

100 ml
10ml
780 ml
4aml
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Microbiologia

Medios para Bioquimica

Para un volumen de (40 ml):

OF

OF (OF Basd Medium ) 0376 ¢
NaCl, 0.600 g
Glucosa 0400 g
NB

NB (medio nutritivo) 0.32¢g
Arginina

Descarboxilasa 042¢g
L-arginina 044 ¢
NaCl 080 ¢g
Indol

Agua de peptona 060 g
NaCl 080 ¢
VP

VP medum 0.68 g
NaCl 080 g
Citraio

Agar Citrato de Smmons 0.9 g
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NaCl 0.40 g.
Omi tina

Descarboxilasa 0429
L- omitina 044 g
NaCl 0.80 g
Carbohidratos

OF 0379
NaCl 0.60 g

0,4g c/u Cabohidraio: (L(+) Arabinosa, D+(+) Cdlobiose D (+) Manose, Mannital,
Sucrosa, D (+) -Gdactosa, D-Glucoronic Acid y D- Gluconic Acid Lactone.

Nota

Para los carbohidratos Arabinosa y Sucrosa.- se debe preparar una solucion 10 X y
ederilizarla por filtracion (1g/40ml agua destilada).

Se preparan colocando 36 ml de H20 con otros ingredientes, edterilizar por 15 minutos a
121 °C, entonces colocar 4 ml de la solucion 10X.

Addo Gluconaio y Addo Glucoronao.- s ederilizan a 110 °C por 10 minutos a un pH
7,2 con Na (OH) 1 N, estabilizar con Hepes (5,7g/1 de Hepes o 0,2g. de Hepes en 40

m).
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Inmunologia

1. Medio de cultivo para la preparacion de primocultivos.

-Solucon sdina modificada de Hank's

Sdes de Hank's 100ml
Agua dedilada 900ml
Hepes 26¢g
Cloruro de sodio 190mM
PH 7,2

-Solucién sdlina modificada de sdles de Hank's 1 X (MHBSS 1X)

SAes de Hak's 100 ml
Agua dedilada 900 ml
Hepes 268
Cloruro de Sodio 190 mM
Cloruro de Cddcio 6mM
Cloruro de Magneso 13mM

PH 7,2
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-Solucion sdina modificada de sles de Hank's 2 X (MHBSS 2X)

Sdes de Hank's 100 mi
Agua dedtilada 900 ml
Hepes 264
Cloruro de Sodio 190 mM
Cloruro de Cddo 12mM
Cloruro de Magneso 26 mM
PH 7.2

-Solucion sdina modificada de sdes de Hank's 3 X (MHBSS 3X)

Sdes de Hank's 100 ml
Agua dedtilada 900 mi
Hepes 269
Cloruro de sodio 190 mM
Cloruro de Cddo 18mM
Cloruro de Magneso 39 mM
PH 7.2

Preparacion bufer de dectroforesis (TAE 50X)

Tris base 12114 ¢
Acido Acdtico gladd 571ml
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Na2 EDTA (100 ml EDTA ph 8 0,5 M) 37.2 ¢
Agua dedilada 1000 ml
PH 8.0 «8.5
Tampon PBS (Bufer sodio fodao) para (llitro) pH: 74
NaCl 8.0 ¢
KH,HPO, 0.2 ¢
Na,HP04, 12 H,0 2.9 ¢

Tabla 18. UFC/ g. de hepatopéancreas, Indice histoldgico, densidad dptica de macerados de corazén y
nimero de bacterias observadas por histologia, de animales expuestos a varias concentraciones de
antibidticos.  (Segunda  desinfeccidn)

Tratamiento Tiempo UFC/m D.O. [H. No. de
de (AM) mecerados de becterias
exposcion corazon
550nm 4
Contrdl 0 8,61x10’ 0,435 4.60 +++
Control 8 6,61x107 0,116 +++
Control 12 8,61x 10 0,227 i4 +++
Control 24 4,1x 10° 0,233 7 ++
20 8 3x108 0,036 5 4+
20 12 9,6x10° 0,035 1,70 +
20 2,9x10° 0,100 8 +
20 24 4x10" 0,278 2 ++
30 4 2,9x10° 0,029 2 ++
30 128 2.9x10° 008 0,0 6 4
40 24 2,9x10° 0,054 4, ++
40 I 2.9x10° 005 0188 547 ++
12 3 +
40 24 2,9x10° 0,049 10 +

40 2,9x10° 0,026 ++
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Tabla 19. Observaciones microbiolégicas y D.O. (550nm) de macerados de corazon. de animales
expuestos a varias concentraciones de antibidticos.(Tercera desinfeccion)

Tratamiento Tiempo UFC/ Hp D.O. macerados
de expodcion (AM) de corazén 550nm

Control ° 0 6,6x10° 0,257

30° 12 3,7x10* 0,054

40* 12 1,9x10* 0,080

30® 24 3,4x10°* 0,037

40* 24 4.0x10* 0,047

30° 48 4.8x108 0,138

40° 48 3,6x 10 0,115

Tabla 20. UFC/g. de hepatopancreas y densidad Optica de macerados de corazon de animaes desinfectados

con dos tratamientos de antibidticos, a tiempo 12 horas. (Cuarta desinfeccion)

Traamiento Tiempo UFC / g. Hp D.O. macerados de
de exposcion (AM) corazon 550nm
Control 3 0 2,66x10° 0,257
30" 12 1,88 x10* 0,054
40 12 1,44x10* 0,080

Tabla 21. Indice de histologfa y UFC/g. de hepatopéncreas recuperadas de animales infectados con V.

vulnificus, con dos concentraciones de bacterias. (Segunda infeccion)

Trdaneto Tiempo de exposaon IH.
UFC/ g. de Hepatopancress
Contral © 0 2,5 1,22 x10°
10 "b/ml ° 36 horas 8 2,66x10°

10% b/ml® 36 horas 3 2,11x10°
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Tabla 22. Indice histol 6gico y UFC/g. de hepatopancreas, de animales infectados con cuatro dosis de
bacterias de V. wulnificus. (Tercera infeccion)

Tratamiento UFC/g Hepatopancreas I.H.
Desnfectados 0 3.5
N o desnfectados 0 6,0
10° 2,8 x 102 5
10* 2,5 x 10° 3,75
10° 2,5x 10° 8
106 35 x 10" 8

Tabla 23. Indice de histologia y UFC/g de hepatopancreas, de animales infectados con varias
concentraciones de V. wvulnificus. (Cuarta infeccion)

Tratamiento I.H. UFC/g Hepatopancress
Cl 10 U

2 0,7 0

10* 9,0 2,7x10°

103 11,0 3,5x 10°

106 70 45x 10°

10" 155 33x 10°




	"OBTENCIÓN DE UN MODELO DO INFECCIÓN EXPERIMENTAL EN JUVENILES DE PENAEUS VANNAMEI, CON EL VIBRIO VULNIF ICUS"
	DECLARACION EXPRESA
	AGRADECIMIENTO
	TABLA DE CONTENIDOS
	INDICE DE FIGURAS
	INDICE DE TABLAS
	RESUMEN
	INTRODUCCION
	CAPITULO 1: ANTECEDENTES
	1.1. ENFERMEDADES PRODUCIDAS POR BACTERIAS EN EL CULTIVO DE CAMARÓN EN EL ECUADOR
	1.1.1. Generalidades
	1.1.2. Vibrios marinos asociados a enfermedades bacterianas en el camarón
	1.1.3. Características v Biolopía del Vibrio vulnitkus

	1.2. ANTIBIÓTICOS Y RESISTENCIA BACTERIANA
	1.2.1. Clasificación de los antibióticos de acuerdo a su actividad
	1.2.4. Resistencia bacteriana a los antibióticos
	1.2.5. Mecanismos bioquímicos imwlicados en la resistencia a antibióticos

	1.3 SISTEMA INMUNITARIO DEL CAMARÓN Y SUS MECANISMOS DE DEFENSA
	1.3.1. Mecanismos de defensa a mediación celular: Hemocitos
	1.3.2. Mecanismos de defensa humoral

	1.4. PATOGENICIDAD BACTERIANA Y SUS MECANISMOS
	1.5. INFECCIONES EXPERIMENTALES REALIZADAS EN PENEIDOS
	1.5.1. Interacción huésped-patbeno
	1.5.2. Modelos de infecciones experimentales


	CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS
	2.1. INTERACCION PATOGENO - HUESPED
	2.1.1. Protocolo para preparar bacterina
	2.1.2. Protocolo para preparar periplasma
	2.1.3. Producción de Anión Superóxido
	2.1.4. Cuantificación de la actividad fenoloxidasa
	2.1.5. Actividad Antibacteriana

	2.2. INFECCIONES
	2.2.1. Aumento de la virulencia bacteriana
	2.2.1.1. Confrontación con el Sistema inmune del camarón
	2.2.1.2 Selección Dar crecimiento en medio selectivo

	2.2.2. Desinfección de camarones
	2.2.2.1 Metodología de desinfección
	2.2.2.2 Técnicas bacteriológicas
	2.3.1.3 Inmunoensayos
	2.2.2.4 Técnicas de Biología Molecular
	2.2.2.5 Técnicas de Histología

	2.2.3. Infecciones Experimentales de camarones
	2.2.3.1. Primer exnerimento de infección
	2.2.3.2. Segundo experimento de infección
	2.2.3.3. Tercer exnerimento de infección
	2.2.3.4. Cuarto experimento de infección



	CAPITULO 3: RESULTADOS Y DISCUSION
	3.1. INTERACCION PATOGENO- HUESPED
	3.1.1. Producción de Anión Superóxido (021. por los hemocitos el camarón VS. V, -
	3.1.2. Estimulación del PO uor parte del V. vulnficus
	3.1.3. Actividad Antibacteriana

	3.2. OPTIMIZACION DE UN PROTOCOLO DE INFECCION EN JUVENILES
	3.2.1. Confrontación con el sistema inmune del camarón
	3.2.2. Desinfecciones
	3.2.2.1. Primer experimento de desinfección
	3.2.2.3. Tercer experimento de desinfección
	3.2.2.4. Cuarto experimento de desinfección

	3.2.3. Infecciones
	3.2.3.1. Primer experimento de infección
	3.2.3.2. Segundo experimento de infección
	3.2.3.3. Tercer experimento de infección
	3.2.3.4. Cuarto experimento de infección
	3.2.3.5. Protocolo para infecciones en camarones iuveniles



	CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
	REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
	ANEXOS
	ANEXO 1: Histología
	ANEXO 2: Inmunología



