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L ANTECERENTES

| ] EMFERMEDADES BACTHIIANAS BEPORTADAS BN LARVICULTURA DE

CAMARONES PENE[LIOS

Una de las causps que mas ha milwdo negativamente en ¢l rendiimiente de la industria
del culty de camaron, ha sido lo presencin de enfermedades  provocadas
principalmenia por agentes bacleriunes, Se b delenningdo que desde los primeros
estadios larvales de zoea, loy arimales absorben baeierias que se encuentran cn el
ricdio, las mismas que son taporlantes oo faente de alimentacian ¥ como pesibles
Iuemtes de epzimas pare la digestice v oasimilacidn del alicendo. Szosupone qus

diferentes poblaciones bacterianas se suceden desde fos esiadios zoca y post-larva hasta

los estadios aduitos { Yasuda v Fitoo, 1980}

Las mieracciones entez camarcm v bactena son probablements moditicadas en un
tiburatorio de produseién, de heeho s feats de un cecosistema artificlal, en donde por
sns carteteristicas se instala wna microeflors diferente o la def medio mazine nataral. Las
poblaciones bacterianas de tipe natural dan paso 2 una microflora de regeneracion,
caracteristica de les medios rcos sn matena otgamca {Martin, 1977 fide San Miguel,
19941, P.a utilizacion de antibidticos tambidn altera la miceellora de los largues v de las
piseinag, pues pusde provoear una reduceidn de la diversidad bactenana que pusde ser
en detrimento de ciertas baclerias [avorables v conteibur asi al desereollo de bacterias
piteenas hasta 2! punto de favorceer lueremente estas altimaos (e Dhitoux, TR58).

Ademis L alla densidad de camarones nlaye sobre 1as poblaciones de bacterias en los

siliog dz cultie.

Las infegetones bocterianss en camsrones, pucden vorresponder a ties lipos de

localizacipnes: un tipe pueds estar presente on da saperficie del cuemo (seore la
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celicutad el sepundo {20, fecalizade on ol tubo digestive asociado a Rznomenos de
diarrea, voun tereero intracorporal que resitta de b penetracion 2o las baelenias & drves

de la culicaia o e epilelio digestive, lo que corresponde a una septiceria (30, (1ightner

¥ Lewis, 19730, (Fig, 1)

En jo que conglerre a la presencia de bacterizs extiacorporales o internas del tneto
dipestivo, so debe considerar la posibilided de lralerze de situociones nonmales o
anorimales con acteras paldgenas o no patogenas, Lo sepiicoma corresponds a ura

situaeidn anonmal, pudiendo ds bactesias ser patdzenas u opariunistas cuya penctracion

fae fuciltacda por otra bactena (g 20
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Figwea T- Tipog o ieleaziones segnn sy azalizazion (Ceotesia de Blotecnodnra).
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Figura 2.~ Tipos de barteoas ssein sy interaceion von < ucsped {Cortesia de Dioleenadasat,

Considorands ostos tres lipes do infecatenes, bacterins azladas de larvas enderimas ban
sido dentilicadas recueriemenic comne aviemcbres Al grupo de wilioos (Cpilis, 1987
Jide Tlameed. A8 Subul, 19931 Se har detenninado comoe aseciadas al camardn

anposimadmnenie vemnte especies de wibries wdentificadas olequimicamente como:

F.oebuineviticis, V, aopendiforon, Voompneidl Vo doivete, Vo fschaed, Vo flaviadis, 1

Jrrnisii, ¥ lwarvend 0 Doflivae, Vo fagen Vo maries, Vongreis, 17 paraivemoldions,

nodaiie, U pendioteido, Vo spdendidhus |1 kpdvaddicdine SV tebiaakal VL vadnifions
] v b] '

I+

(Solis, 19908 e estas especies de silmos, 1 oangndforuwn, Vo alginedvtiors |V
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putahocnelytivs, Vo baeveni y V. wahnficns bar sido eatalogados como patégenos en
camarones peneidos (Vanderzant et al., 1970, Lichiner aod lewis, 1975, 1983 and

1988, Takahashi et al., 1984 and 1985 fide Hameed, A5, Sahul, 1995),

1.1.] Sindvome de holilas

Las pumeras mortalidades atribuidas a esta enfermedad causando grandes prohlemas
tanto en [ varmamed como ot I xadireseeis Tueron observadas o medtados de 1987 por
el equipo de bidlogos de INBIOSA v patdlogos de IFREMER (Criado 1988, Morales I,

1992 Betl T A & Lightner DUV, 1991}

La inefdencia del sindrome cs miyor durante los estadios de post-larva, pero se han
reportadn mayores mortalidades cusado se prosentan en cstadins mas jovenes como
zoca ¥ inys:s, pudiendo lHegar a prrderse el 90 % de la poblacion en 24 horas (Morales

L, 1992},

[Los signes climeos observados cn un microscopio Onlico corresponden a una
descamacton de kas cflulas epiteliales del Tepatopdnereas € intestino, aparcciendo estas
cclulas con aspecto globular ‘o que origing ef nombre sindrome de bolitas, Los animales
no se alimentan ¥ ésto se observa hasty poce antes de la mucrte que oocurre tapidamente

{Morales I, 19927,

Con microscopia fotonica v clectranica de transmisidn se comprobaron 13 ausencia de
henges, protoreus ¥ agentes virales en ¢l tractn digestive, mientras que sc cncontraron
grandes cantidades de bacierias ficihnente ohservables sobea frolis del intestino tefidos

con prranja de acnding. {Crindo Formelo e af., 19830,

e = rmm b

D e o o Y
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las bacterias aislades e macerados do laceas afectadas con sindrome de boltas

aparccen sobre of nedio LCBS cemo eoloniss verdes v fueron ddentificedas

&
.

moquimeamerie camo Vo fraeveyd, sicndo la cepa 82 considerada como reforencia de)

agente causal de sindrosmiz de bolitas. Al mizmo lompo en missiras de lanvas sanas no

L]
S -y

B

s 0dservaron cstas kacteriag, al menos de meners predominante {Morales 1, 1992,

o

[E

[in 1994 algeras cepas bacterianas [ueron aisladss de macerades de larvas que

presentaron sintomas del siodrome de belitzs en un laboratono de la Peoinsula de Santa

T R e

- Elena, Algunos aisfados fueron iécrii[?cudus.biuquimicamcntc como V. harverd, en
.

: rr parnentar [a cepa 22 (Jenny Arduz com pars, 19943,

- Dada la mvpertancia de esta enlermadad » Tas Hmijaciones de la identificacion

7 I bBroquintea paa distinguic cepas al oivel inlracspecifico, se lian preparado anticusrpos

- menaclonales contra la cepa 32 { Mendoza com. Pers., 19967 v e han realizado irabajos

. sobre [z caracterizacion gerética de esla bscleria, en base a marcadores toleculares de

- :

- , fipa RAPD [ Motte L, 199&). Las comparacionas de Jos cepas 82 v E22 on hasge 2 eslos

3 F dos Upos de marcadores, condujerun a considerarlas como similares pero reconocibles

* he .

; r pow la preseecia de una banda suplomeniatia en el perfii RAPD de B22. Estodios de
E‘ patologia expenimental permiticron reproducic con las des cepas, 522 ¥ 82, los sintornas

.

- v asociados a ¢sta entennsdad. Adends. se Liciecron estudios dirigidos a la prevencion ds
i

* £

la enfermuednd en base a 1a precolonizacidr def tracto digestive de larvas de camaron

Arh M

¢on 14 cepn CLI considerada conscouanlemenle como probidtics, [v que condujo a una

nieva estrategia para ¢l control de esta enfermedad. (San Migael, 1996; Scrrano, 1296),
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In los 0limos afios un nuevo prhloma ha aleciade a los laborstorios deo larvas a lo
Jatge del continentz americano, Lsta enlermedad provoca fuerles mortalidades Tevales,
priecipalgrle en dos estadios e woca 11, siendo éste es ol motivo por el cuad esta
enfermedad fue denominada “gindrome de zeca U7 Informacion sobre sste probloma
aun o5 eseara v caencehvente se basa on las experiencias de los productores de larvas
de cimerdn, Bl sindrome de zeea U alocta g larvos de los dos especics de camaron mis
cultivadas en Américar Povaanamed 3 Fosoolirosicn, siendo csla aliima menos sensible.
No hay reportes de que este sindrome hava sido cocontrado en oirgs especies de

camiaan {ivarsz L, 1997

Generalmente cuande se ha presentado o] sindrome, los nacnlios sembrados en los
langues de tarviealtura presentan wa apariencia v actividad normates hasta qua pasan »
zoca | on donde comicizan a abimentarse pormalments, Los sinlomas  conmicnzen a
nucerse evidenles a fas 36 v 48 horas despucs de Fa s g zoea B Uns iuterrupeion en
[a ahmentacion {anorcxia) cs muchas vecss precedido de una rapida evacuacion dal
contenido micsiinal de oy amwales que prosemen betargia, tadan erpdticamente, pierden
s normal piemeniacion, y mucrsn por maniclen, encontrdndose cotonces en el esiadio

=11 (earez Lo, 15997

Ademas, es importante indicar que se ha repontade [recucnieniente episodios de
sindrome e bolilas v zoea [l on asoclacidn. Se enconied tambicn similitud en {os
pertiles gengtivos de fipe RACD {Ranado Amplified Pelvmorphisin DNAY producidas
por AP-I'CR (Aleatory Primed-Polinerase Chain Reaction) a partir de! ADN de Fa cepa
57, causanite del sindrome de holites v e cepas pisiados de larvas erdermas con

stndrome de zoea i {Siavichay, 19970,
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: Lxamenes 2l microscopia de Jas krvas enlermss demcestran sienos de atrofiz ded
E LSy
o 2
- : hepatopincreas, auscnein o redoceidn del contenido intestinal o mblamacion de kg
- F . S . - .
; paredes del tracto digestivo, B cortes bistologicos, pueden ser defimdos cuatre tipos de
o v
b ; . ) : T :
p, : leslones ot itbesiras de animales enleomos (PManlopa of el [9975 2L primer tipo, tal ver
i
4 I - . . - - v
: el mils frecuenternenie sbheervido, conmsle en miveles bejos ¢eovacuolas en ef citoplasma
- L =
1
- i de las eéiulas epuleliales dz los wbos del hepalopaversas, o cual va ceompaiiedo de una
]
. atrofin del masculo esquelénco & wvarios nivelss, Bl segurdo tipo e lesion, e
- ’ caracleniza por necrosis idiopifica con [a presencia de nucleos pionoticos e tmagen de
i i 1 i i i i i 3
i carlorresis en ol epielio euticular, subouiicular, cosdon nervioso wentral v ocelulas
' ¥
- : reeulares de ios oos. En el tercer Lpo de desion poeds ser reconocida ta preszncia de
- ' N . " . . ¥
matenal finamzente granulade en el ciloplasma de lag cdlulas epideliales de los tabuleg
o
- ; del hepatopineress. Flnalmente, cnel cuarto tipo de lesidn hay prelileracidn bacteriana.
- : B
: {Famioja er af, 1997,
-
:
f J i
- _ Fy particulannesie nopertaote mdicar que al nivel detangques de produccién con larvas
- '. - - " v . "
j enfermas se pucds chservar onimales con sitemas dpicos de sindrome de roea TT,
o 3
- anmimnbes con sicdrome de bolity y animaies con oy dos tinds de sintemas, ey deair
L - s 3 = v P F
presencia de célelas descamadas en forma de boblitas ¥ atrofia aguda del hepatopancreas.
F
[ 3
- i Estas ohservacioney segicren que los dos tpos de sintomas correspenden de heeliwo a
] L . ) . ) .
i diversas formas de una misma enfenmedad, puodiendo el sindrome de zoea i
-, o
k-
] 1% correzponder o e formamds virulenda que 2 sindrome de bolitas.
% Muchos fratamientos han sido wsndes en odentar prevenis o deducle los problemas
i i
5% . i '
- e asociados con ol sindrome de zoza [
& i
Los secadns de [us instataciones de los laborstonior parceen elicoces ot condicion de
"
“ hacer un sole cicly de produccion entre cada operacion de secado, Asl algunoes
[
r
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laborstosios dmfertan Beror tedos Jos ooques  simaltineaments a'fin de obteRdr
rapadamente txlay Jog Javvas ab cstadio zoea I E sindromie parece tambidn controlable
con of uso de probidlicos naenlns que los apulidlcas son meroes soaliables debide a
lepdirenos de resislencia, F Garedesto de Tos nauplios con Arpentine @ (Compleio de
rpale), a varias concentraciones reveld ser poco eficaz debido ol contamiracidn ulterior

{(Julrez 1., 19975

1.2, AISLAMICNTO B iDENTIFICACION BACTERIANA

[L2 ] Adslamicnto.

14 aislamiente hacteriann consiste or obtoner colonias provenientes de un selo tipo de
bacteria. En la pricuen se lo realiza temeando tnma pequeia canbidad de Ta musstra con la

punta ée un ags de platino v sembrandola en una caja Patrr que conlenga wedio solido.

CLaocompoaicion exdcia para obloner ey medio salistectonio va o depencer de los

requerimicntios de fn bacleria que necesilan de fuzintes de erergia, carbone, nirogeny,
fisforo, azulte, oxireno v varios mineraies patu manlener i nelabolismo. En o que
concizrne al conmcepto de bactorlas patdpenas, estas peeden tencr  deficiencias
muoabolicas en relacion con la adapiicion pacasitaria, por elewple puede exstir la
negesidad de alounos tipos 2 micronulsicnies como nucteotidos, vitaminas o cofaciorss

SHFITIBLIOS,

Ademas de una adecuadn iormaula de nutrisntes, los medios de eultivo liguidos o sofidos
deben permitr 1o Fieil recupsracion de las bacterias. Los medios solidos peneraimente
son utitizados pasa mislar bacterias a partr e muesiraz, micnims qus 1oy medios

liquidos sivven par cultivar dopns purag.




- : Los medios de culdvo solidos deben su consistencia wencralmente a una sustancla
i
g b conocida comg agar BEloagor oes oun osaboners sulfalade gue esld compuoesio
~ E
- principalmente de D-palactosn, 3 6-unhydro-l-galacinsa ¥ acido D-glucurameo gque es
i exthizida de las alzas rojas.
F |
L3
e Los medios de cultivo senerales son medios no selectivos adecuados para una gran
= E viricdad dz microorganismos, micntras que los medios selentivos  favorecen ¢
]
- F grecimiente de micceorgatizmos particwlarss. Por ¢jemplo, la adicion dz sales biliares v
. i . - - Vo . ' ' 5 . iy
E'( tintes come fa fucsing basica v ¢l cristal vivleta ticnen la capacidad de inhabar cf
F
~ ¥ cregimicnto de bacterias Gram-positiva sin alecwar el creciniento de alpunas bacterias
] ! J : P . : .
Gram-nzpetivas, También g2 poede scleccionar bacterius en buse a la capacidad
i
i sspeciiica de matabolizar nutricaivs, Por gjenplo, un medio que contenga tan solo
1.l
i . , ) .
k. celulasa como fucnte de carbono v oenergia, s adecwsdo para alslar bacterias
r : consumidoras de ceiulosa,
£
r:
1.os medios diferenciales son mediog cue distinguen catre diferentes prupos d= bacterias
-
s y adumas permiten gae iwemiBencin tentativa de tos microorgamizmos basados en sus
3 x caracterislicas  Moloeicas.  Estos  medivs  difvrenciales  poseen en su Formula
; &
I: = et 5 - . g
i 5 componcntes cuz han sido delinidos considerando las caracteristicas metabolicas de la
r : e % o ; ez 3
bacleria que sc desen aisiar en particular |, como on ¢l case de los medios dilerenciales
[ 3
- pasi Fibens profeclpticns v Fibeia Baeveyd (Mumensa-Pérez, Jofre M, y Tianch AR
i : x ' A
1996; Lachlan 1., Owens L, v Smnth 5., 19901
[
-
- Entre los medies wibizados pora afslar bacterias presentes en cultivos de camaran ¢stin
- los medios selectivos o enriquecidos, los cupdes satisfacen las demandas fisiologicas
[
, mis o menos especificas de un grepe de microsrganismoes. Lntre Jos medws de
F) , \ - . B . S [ i 5 4
aiskumicnto slilizades on el caltiva de camardn estin ef TOBRS (Phinsalfate, Citrale, Bile
[
r
i
3
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Solte el Sucrome Acar), TSA (Trvptiz Doy Apary  Agar Warine y alpunos

Fovioatements coentral adus con esbiacta de muscolo de camardn {Calern, 1945)

Awar Maring

11 medio Agar Maring ex recomendain Er culiivar bacterias marinas leterotrolas,
I'sfe medio, presarado <o acuzrdo a fa formula de ZoBell conticae peptonas, sxlracio de

lvaluice come Siante de ricronufrientes v minerales que $e aseme)an ca grin Manti

i et pesicwn mineeal del apna de oz,

Senr TCUBS

11 eer TOBS (thivsulfate-eitzale-Sile sils-sucmes gear) es odihizade en bactericlogin

heomana pars £l sislmisite slestivo v cultive de Viber chislerae ¥y otros vibrios

----- wWe de neoerdo o la formola de Kobuayash,

Enemeto, Sakasaki v Kuwabara. g demosttade que o medio TCLRS perumie tambicn

ol srecintionty de waries vibrios, cor clanplon 1L pecufcenelpiens. Mlleirlbs que
iluanas copms de I fabiashi ¥ 17 visficis o paeden seor aislados sobre este meei.
Olpas hacteries cntéricas, counu las colilores v Profens son generzlmenle inaibidos en

cste medio, aungue alpunag cepis de Jreieuy ¥ EniLioeocos nucden crecer i color Y

e Turmi de pesneiias colontay (Dileo, 12551
Enrtquecimicnts de agares §CBE ¥ AM con caldo de miasculo ile camardn.

fos medivs TCBS v AWM Teeron claborades par fa haclerivlngin madics ¥ naring,
dejando b descubierto b necesicus de trabajos oncaminadas a la claboracion v

oplimizacion de medios espeoilizes e lizcterias asociadas al camaror,

5
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Lalere C1HEL realied abajos diripidos wf enrigueciniionts de loy medios provismente
vitados, TULEE woagar manne, con caldes de exnmews de o mdscule v hepatopanereas de
cartont. La acoer de caldo de mswscelo en ef medio agar moring seveld ser de muchsa
utilidlad g T coomtifieaeion de Moafnefiens v que Tes colomay e desarrollan de
tehera compei oondividualizades y no de manera extondida v amontonada, come oy

el e subie ol eredio agar macns (Colere, 10923),

En buse o sdenteficaciones bioguisnicas o bocterias alsladas sobre los medios aga:
merie o azac mosculo (hMus-Apa-5%1 Tue comostradi Ta equivelencia en wrminos de

Sovaredad de bas bacterias nisladss,

caconiparacién entre ol nedio TORS v su darivado con extracto de misegio (TCHES E)
st una meror selechividud deoeste Oltimo, sierdo bacterias Crame-positves y

Bacterins del pénern Photobactoriom aisiallas,

Froshieenle, Qig establecido que ol medio TSA (ipiye Soy Asars os relativanente
selective, probabiciacnte dubido a la falla de wieronulrientes que son aporiados
sereralinents por ¢ extracte de levadura en diversos medios, Tste camponsnte deberia
se1 eiinsaderido €0 la eloboracion de medios va i tad extrocio constiluyve uns excelents

fuente de nasizotides ¥ olisostementos.

Lacidentificosidn bloguimica es un proccso clave para Coterminar of nombre de una
bagteria por selorencia a oy cspecies descritos, va que esle sistemna de faxononia

bl e bassdo exclusivamene sobre criterios biooguinizos,

Las prechos bianimicas ciasicamenic cilzadas correspenden a ona mstodelogia

relalivamente costosa en tempe v oen reactivns. Recienlemente fue desareollado un

L
I




szl antietnrizdo en plaers v ode Fed wso e vibrigs (Sodis AL, 19960 Lsle
siglemmit pedmibe civetaar 16 prochas hisouimicns, gue con ¢inee prachad saplemeniaciag
50 necesarias v osuliereniza pora poder idemiBear al nivel sanpceificn cualquicr vibrio

comogide en ol cimardin Ch0ls A 1990,

Las 16 proebas <o este ziztema miniatarizado son ereeimionte en % MaCl milizscion
de lr plucose (21 uxidativo v fernenlative), nroduccion de indol, Vopes-Proshacer,
ciraly de Sinmons, woidina decarbesalasa, arginina dihidiolasa,  L-arabingsa,

caubiost, Damangag, D-maniiol sacioso, Dealucoronato, D-pluconato, 1- palactosa,
Las eiras cmeo pruelas ser: forma cetular, motilidad, tmeton de Gram, oxidasa
citelosa {olis AL 19901 Estas Cllovas son nnpartantes paca la tdentificacian a sivel de

ez diferenies sdneros de o famila Vibnooassa.

.f‘l( Ii]il ]I]TT'III]H]'IH"‘H”]

P23 Caraeter

L carpctenzacion mrsetowrien de o copa haetariona o basa en la utihzacién  de
UL CUSPpak: 1000 3 i Helomales RERE: FORCCIHIEEN @1 fonm {,R|"|.}'L.. Tenocon un C]"Hfl'!l]"C
Fete tiper o carasterizacion s variic aomenls inteeesarie ol oivel infraespecilico paa

cideniifeacion de serolinos.

menin este conceple, fusron propandos amfeeeees monsclonales contra fa copa 82,
causinie dal osindroaes de beddas v, sepumidwanente Toe demostrado un porentesco

anpgemen eatre 52 v 22 Dongso B, 19947,

Enlrs las técaicas lnamaldpicas pam caractorizzr una sustena, o det-blog ¢ el colony-
bl son paticalzzments adecidas debide ol aity especticidad s como o Ia
stmphicichil y rpicas, va que I colonis puaden eor Coteclacas con of anticuemo anles

de s cheervables o simple wista, Ambas tontes ansisten e colocar una sospension




Ly

baglariara o sdbenr wia colenia sobre unn nembrang corstiluyends esta la Zose soludy
domle se i oa realizr ol reconocicdenio dol antionerpo, marcady con g enzima @
mdirestimene detzeade conowy sezunde anticesise waccado T complew aniizene

anticuerpo erwime o rovelado por I adicion de suslato femslormado por ol enzima an

wn preducte colereaudo precipitable sobre Ta memoraes (i, 30

La teenica de coloav-iet pacde no solamerle ser ultlizada parz la carnzierizagion d2
ceputs Ce hasterias smo fembidn pore dolectar rdpidaments alpunas baclerias de wn

sergtine dade o0 mcestras de apud o de homogenizade de muestog de camaron

[
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[Fracién del aitigeno neubacion  anlicucrps  espeacifico
3 Dlaquen de fa membrana

I TR A

5 Eiminazign del ewxscso de anlizaorpos neubacién cen dn anticuerpo
E“ cgnjlinada a8 una enzima

1

: (e ()
E.

!l’

Eiminacidn del exceso da& aniiodnrpos Nhcubacicn con sustrato (MBT,GCIF)

Pl R oY

Ol Diagrostiza posilivo

T

T

pall=

Fiewra 3. Tdepisa <o det-Ron (hlediftondo de YWalznauela, | 2903

T
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| 24 Cpragterizaeion geoctacn pav 245 PD

Ly hactorins e razta de sualtn capseidnd do moliphicacdén v, subsecuentements de
frlacion son altanente varialies mandieamente. Teia variabilidad puovde sci rovonda
or hase gl thorien de APRPOR (Alstors-Pricad-Polimensse-Chain-ilcaction] quc
sepmite, recdiste ol uge de iniciadores oligoneeledtides con spcreneine eaoopidas
aleatorimsente, obtener producios deoamplificacion (e 4 Eslos producios <uyo
Amera ¥ EmaiRn gen propios de ouna cgpa, corrceponden aun pardil clectroforéticn

curaelerivicn Bamade RALE, L hase o esle metednlogia, se puede caracten al nivel

il pesilTen cualquier bactetiy sin conpeinziznie previo de su malerial gendtice.

AT RS TT e et A ST T TSI LT T A e N ST

Eommimm e _iim s p A, TIACNTOESo—mtmmm—epe— ez S A TTWEISIESS—smmmnoniio A

Cadena molde oG
e Baleaclores

= c o ollgenacleotidicos

Hibridacian ateatoria R
de los iniciadores :

Llongacion de los
iniciadores

Obtencion de un patrdn
gendtico especilico
para cada muestra

i -le o nse-Chnin-Rezclan], oy e

-

Fipmea do-Prizwipio s la APPCR (Alzntoe -

Hicbecelatad,
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A IRFLECCIONES EXPLRIMENTALES Y MATURALEYA DE BACTERIAS

Ldetemenaciln de la umiamsless probiotics, paldnena weporlunista de culguier cops

bacturieng aislade do camardn es primordisl enctenimimes de epidenvolouia anafitien

ki gsie senticks, un protocolo de potelogia cxpernintental fie desarrollade por San
Agnel (1996 v despuds eplimizade por Serrane (19965 5S¢ woveld que os posible,
siganvinly este protocelo, comra’ar s monecolomizacion del tracte digestivo de larvas
con Ja condicion gue se reatice lamleceidn en ol estadio MNauplio ¥ antes que la boca
sea funciomal, Ast, fucron demostrades fa natumloz pat:ﬂgcnu ¥ Mo pakduena de las

buclerias E32 = [LE jespeclivamente.

Coe el uso de acdicwerpos merocionales capeeilons de estas cepas fie posilde analizar
elelecto de tna monarolonizacidn bacteriang previa & la fnleecidn seoundaria por otra
cepa bactesina, Asi L bactezia ILT ceme colonizadora iaicini del taclo digeslivo
reveld ser copaz de impedic la colonsacion secundaria del taslo por o bacteria

patigeme 5, To que corresponds al concepto de use de bootering probigticas parg la

provenclon do enlennedages,

L4 CONTROL DE ENFERMEDADES

LA Aniihiotiens

Los antididlicos sen compucsos capaces de inhiar of crecimicte de las hactedas o
pau b, Caigien antibioioos que actian soboe vn impariaede rangeo de hacterias v so 1og

eongte cumo arlibionees de amplio cspecirg, otzes on cambio fetian especilicaments

suore un restrrgido prupo de baclerias, Ademady, se debe considerar Ta toxicidad pora el
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s, loocen corresponds ol medio w2rapiunien, cs goeir b refacion enlre la doms

e carte 1 Bacleria v o dosis toxics pera of hadapad {Sayers A, ¢ Wit D 9943,

(411 --I' i 1"»l'|{“H I.,:l'- .1LLIU‘1

luliibicion e [a sintesis de la pared celulpr

Ui diferemeia Tandaiental entre las cilules hacterionas v la e b cucarioles os 1a
presench en s baclzring de una pared eetulor naida por [uzea de e membrana eclalar,
Pt pared protege o fos células baclesunas gz b rowra gsn atica, debido a fa diferencia
e of dmierion de looedlula morendamente hiporosmdtice (hasla 229 atm) ¥ e medio
et dol hnésed {soosmwolar o Wpoosmolu, La estructura que contere rido v
cesmslenein o Lsis osmeticn a ta pared celular, oty en tas bagerios yram posiivas
como las g feptivas os of poptidepiuanno, uh slemo degrm lanaio, toe ciilaces
covglenios, e anvoelve o oz bpeterias, I los baclerius  @ram positivas, ¢l
peplidoglicang o iz copl exiema a la soishrana celdar y tiene zran grosor (20 &
it reys en lus bacierips gram negallvas, exisle 0na membrang exiesor o la capa de
septidoslucane, gue es oy e {Tum). Loes apenfes culmiolerzpeiiicos dirigidos
contra cusiguicn sasa de da sinesis, expalision, crsanildaje o enlozamiento transversal
Jel paptisloghueans condueanr a i inhibieion ol crezimivnto celilar basleriane v, oo la
: crgvoria de los easos, a la muerte celular, yaque el peptidoglacane es pan eslruclin o
confiers piley v resistencia a la lisis vamdnen da Ja pared eelutar, tantoe en las bacierias
wram sl lvas comia en lag @enim noganvas, Cred tados los aptisictices qug mbiben Ta
sivlesis do 1o pared colular bacteriana sor bacierividis, C8r o8 que TG POy TG

L wuene de la ofluia po Hsis aemanea {Gordon Lo, 1558)

Lehibician oo b osimlosis proteien
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s meyardn doodod auonles antbacteriangs g inkibon o sintens doof proteings
Tencsoran oo el ribosemes bactoriane. fa difenents compaaieitn con el rihosoma de
velotas cocarinies conliore sz soloclividad a astos compuesios,

; Los macealidos sejemphyeritroniciis ) 200 sntibnoticos que consisien enun gran anilo

: de lacioza 2l gue se unen wreceares, So lipan especifiesnents a la poreion 5005 del

' rihwsema bacteriang, Tras Ta waidn <ol AN mensaere ol Togac de o pietwon de la

b £ Ll T x A . = = = - ) "

: el 395 el ribovoima, B osusunidagd 3008 52 une ol componeats 3005 para [oomass

;

: ol omplefo ribmedmico de 7008, v se precuce o clongneidn de la cadena proleitica

i

E [Suyors Av Whie 3 19

s bl oplozsafenizal, may usado o alietaionios de produceddn de larvas, es un pequefio

artiliicn e con un s Lo asontatize ¥ o ecorte endkena ateral, seoene droversblamente a

1
tporcien 305 del ribeaoma Taeterizno, La vnier del elorantenicol iahike b formacion
e enbicey contidicos | Suyers A v Wit e 186

La termaciclivg consise on euatrs sndilos aremiticos son diversos grunos suslituyentes,
ternesoien roversiblements con s sabosidad 30 8 del obesorwe bacler@ano,

| Magueande fa unidn el amincacil ARNS 2l eomplejo ANR-rdosoma (Gordon

| 159,

i

: Infiihiciin de Va stniesiy o acthvidad de Tos Soidns nodleinog

|

L

3

I o s e i 4 Y

; antilidticoy como s quinolonzs, sen campuzstos eopaces de mhibic unp de Tas

cobenitdudes del emzdma girass S ADRN, quo os responsabie del sape ehrrol lamicnte

negelive del AN Le cenl os un conlaemazion esencial para L ropiicacion el ADN en

- — s e —

T et alan avems A w Sl B 1950
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(oo apdildorions sen copoers de mmimse esteoslhinmreile con ja ARN Politecras,

LA,

hiltenca sl in franserizeion dal AL ca AR [(Fig 5)

Les messluranos, son redectdes por an enzima bazieraae a srodicios inlermodios muy

renctivos, de vidn corta, de los que =0 picosan gue causen rotara de dos lilamentos de

ADN [Sayers Ay Wil 1219945,

Alerneinm e Ia permeabitidad de 1 membrana celelar

Las pelisizimas son polipdpiicos ciclicos Wisicos, Se comportan coma compuestns
sfiecus, aelivos en 11 superlicie, gue distorsonan Tz permeabilidad tanto en jas
merlbranas exterons como de la mombrana cioplusimitica de las baclerias gram

-'|I TS

i

]

H

; ARN mensajero
.

1

e )
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: S Traduccton
1
E! :]1 Aibieion de
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£ oy ail e protein oLy -5
A i antibidica T TR
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Figraire &0 Meopesns o anzian de 2as anibidticos, (0 ostesls S0 Bhvicorodala)
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Alvias Bacterias sen Judrinsccamoniz rosisionlos oo clorks clases oo antibioticos,

. Chamments exios Grenles awee pacter ser oilizades dsladamente en ol nacuzots de
P infezeignas cotwadas sor bacledas resisienios. 3in embirgo, bacloriag que S0
i

! halslaiinenss suseopeiblos a agentes snbbocterianas pueden adguisir rosistencia. Lo
:?

'[ pecencin adguinids os won de las pringpales lisitaciones a ta efieocin de la
: quirticterapia antibacteripra. La resistereia paede desarrollurse por mutacitn o por

e

wloniecian do oot pesies. Lo pueves eeres que medisn lacesislencia se dizeminan
i I ._

= Ty

abiinends de g edlelas nootas por clemaentios gendlicas méviles come plismidos,
i y lmeeridiagns sogln los precesos de conjugacisn {Flg. 6), varsferencian (Fig7) ¥

frgsduceion (Fe %1 Ademids la resistencis de una czpa puede ammentar mediante ol

e S ot Lot ST

procese de rnsposicidn di w eltmens complae (g, 9). Las poblaciones hocteriaag
* resialades [oreoun v s o o utitizecion de anthoerebianes, on lus que gesan de
g vamais seleclive respegtn a Ing poblicionzs senables,

Lows priczipales mgcaaisines por los cuales las Laclerias resislens o ia accion dh auenlos

g beicreliangs son e destruceion del compuesto, Is ableracion o litperproduecian del
I

Paren ded anclecterizng, la dismnzzicn deia peameabididad del revestmiento celular

ol apenle, v 1o climinaeion activa del comeente detinlerior de la i
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mpesirie on tos pozes del gel).

3. Depositer los 24 1l de muoestia en cada pozo del gel,

3 Conectar 1o cubeta de elestoolinesis a ta fuente e poder {E-C Aparatus Corporation

Mod, HE 135w ajustar el vollaje (73 v por espacio de 3 2ones)
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o el (NI icron trasspostadies desce ] labormtorio on Dandas plisticas con 30 1L
deapta con selmidad de 33 UPS. Ulna vezr onoia cala de infecciones o fundes e
sonlenian s neuplios faeron celecadas eo un tangoe con agua a 289, wmseratuea a

cuel fo lfeviuia a caiso L experimentasion,

Los animales fueron colovados en un cosechader de libra de videe para su posterior
desinlecern eor ax leiracielioa (40 pon, 24 horash, Luces de la Gesinfeecion los animales
lucvon lavadus con apue de mar esteniizada por [lrcidn (filttos de 5 1 ¥y 0.5 0m0 v
pastenierments por irtsise on uitravieicte (ACLUANECTIS SYETIMS [NC.

Les nuupling (MY Ticron cologados en botelas ol capacidad de 3.5L & rawdn de 250 por
vetallis, Las butellus Tucior colocndas on basdejans de fiora de vidro (90,7 x 712 x 20
ey, lis cuales contenian agua dulee para lomear of eleeto de bafio maria y asi maniener
conslanle 0 tenperaturs o 29%C0 A cada bandea se fe eolocd una pastilta de ¢loro

consvenlid par evile coa pesible contamimacidn con bacleris ajeras o cada tratunicnto.

=

L aireacion se sumimgted o las botelias por medio de mangucras consctades por un Jado ©

-

arificis de sicida de zive ¥ por ctra parte a pipctas Pasteurs proviamente auteciavadas

uliltzodas come cilusores dentro Jde cada boleta,
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Lt eepats contredes B30 001 patdgena v probisticn respoclivimends, fucron cutlivadas on
- el medio TSB {Trephie Soy Broth) on flofas o SO0 ml ¢ 28°%0 por 12 horas),
Pusteriormente s suszonciones beckerianas fusror centritugadas {3500 rpim por 15 min a
unL temperatora G 287 O v les bacterins fueren restspendidos despucs on solucion
saling {2,504,
[La svanficacion de Tos suspenciones bacierianas 1ue realizada expucirololdmatilcamente
Shnnadey LIV-Z 000 5350 ), sicondo T unddad de densicad Spricn eguivalente a 1,2x 1)
Facters /S ml.
. 2203, Infecciones expeimenta’cs
Las Inlecciones lueron renltzadas poc inocolwion de Tucterias en las hotellas ewsado las
- larvis aleanzaron el estadio NS ¥ 21 Bl moculo bacterizng fae de 107 bacimt por ura

durzcion de 24 0 26 horas. Lucee se hizo un recambio del 100% do agua ¥

subsecuentermente reesmbios diarios durante tode el periode de g CRNSTNNRNLACIMNG.

Las larvus toeron alimestadas  disramicote con algas  (Chaetceros ALY umiL

convenlracion de SO0O00 celiml,

Diariamente se woron 10 aninales por cada botzlls Fama ohservaciones en gl
microscapio 9 1 de detectar sintomaz de la entermedad, Cada anows i prosenluda nor

bes larvas ora foloyratiada con ] (Tn de terer respaldo.

W e mum i s et =
P S ¥ i
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aranulivaren los resulindes de sebrovivencia por medio deoan Avalisis ¢oovurianga
*

= ANDVAL Flintervalo de conlPanza de o 00,
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IRESULTAIS Y DISCUSION

El presente trabajo corrasponde a un estudio de epidemiologia anaditica def sindeaine de
ocit M1 gue afoes o dos laboratorios ceuatortanes de mancra endénniz, oon obelive

primardial la determinacian de s chiologia.

Los datos de epdemiolopia descriptiva de este sindrme sugieren sna etivlogia linfeeriosa,
siendo ts lurvas de difesoles segiones rapidamente infeetadas cupndo arriban o un
labweatora con problemas. La lipotesis de una cliedogia bacierianu fue considerada mds
probable que una etieingia viral, deldde a b apareote porsistancin dei agente causal entre
Tas infrassicuctrras, fo que es mas ditici] de concebir pera un virus, goe para lns baierias

que pueden persistir y mulliphcarse en el medio.

Ui privser pante de mvestizacion del sindrome, comsistio en el aislamicnio de bacterias 4

partir de animales enfermos paralelamente con aislaricntos a part ir di mmales sanos.

Tales nislanuentos necesitan la vlilizacion de medios adecuados, s decir medios que ne
son deinasiade seleetivos pare baclerias patdgenas, ¥ qre su adaptacion parasitaria puede
concucir & deficiencias para la sintesis de algunos melabolitos provistos por 2l hucaped,
Sin embaren, bacterias patogenas sin deliciencis GUpen s und vonlaja solecliva e

sirminos do capucidid de persistanzia en lay piseinas de camarones. Seoln esle conceplo,

fweron realizados mdlisis com diferentes medios de alslamiento, &lgomos clasicamenie

Wit iadas e seoicitln, conee TORS, otros recientemente desarrellados con telicin eon

extracto de fojido de camardn.

Simultancamente  al  aislomacote  de bacterias, 1+ congideradn su wenbficacitn

bioquimica, sicnda los criterivg binguimizes clisicumente uiilivados para la determiracion

al nived de especes sogin ¢l principio de axenomia inondal (Bergey’s manoal ],
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LEE L

Iishe sislomg taxonginizo binomial, vdoptade de o laxenomia de los BrEINISIMGS clieaoley

L

ten sepreduccon sexgal, es ol adapizde para procarioics con repreduccion por

L

esclaipnrzdad que pueden producir e pace tompo e extensa varicdad de genulipos,

SRBANRN

resflade de mutaciones Sin embargi el conceplo de ospecie bucterfanm on bese g

s

trtenios Blogquimieos deize sor considerado conio referenain or acuiculiurn como es ¢l caso

= =

en bocteriofogia. Con et fin, i adecuacion de log medios de deniificacion bioquiraica

| ]
g v

mira Baclenias aroctadas ol camarén fue considerade, en particular frente a la posilbilicad

|
%

deoone aluunas bactedus sstrechamante adapladas a una vida parasitaria podrian ser

Ly iiciles de idensifiear en base @ estos eritesios. Tambity por teleiencia a ta hacterinlogia
Jumana, g caracterizacion de las buclerias N complementadi por eriterios antipénicos v
y Ldicos, siendo estos Gltimos extremadamente Glifes ol nivel ilizespecifizg y

oventualinente  may  conliables  gue los  arfterios Broguinteos  parn relacionar

By SOOI CHNCTHG Copas hacterimas,

Er el fwicer puntg de cote estedio d. vpadurniotogia araditics del sindrome de zoee 15 e
By Trata de deleominar bueteries como aecoles cansales de la cilermedad. P relerencig al
postulado de Kouh, se dmemid repeoducic of sindrone de zoea [0 a partic e baclerigs
p aislidas de lareas enfermins Pieviamente, alguney mgjoramivntos del proccolo de
ifeceion expurimental fucron intendades, en pacticular parda hberar los nauplios de

bacterias one podiar interforic con las baclerias estudiadas,




197131111

1939599 %41%

44

510 AISLARMILNIOS B IDENTIFCACIONIS  BIOOUIMICAS 112 BACTERIAS

RICACIONADAS CON SINDROME DI ZOEA N

Un prmer mueslres hazierologico Tue realizado dwante ur cpisedio de produccion
carmal e labarateeio ubicado en la Penissile de Sacta Flena, que Tue afeclado por la
entermedin en anteriores ciclos de cultive, De hecho, observaciones al microseapio oplico

i Tas larvas anaiisadas no revelaron ningsn sieno carsctaistico del sindrome zoca 1L

Pora st 1nuestren s atilizaron [og wmedies agar maring ¥ TCRY que son comémnents

wsados on los lghoralmics para ol aislamicoto de hocleras Cwelales” ¥ vibrios,
rgspectivamyente. Suspensiones bactarsnus fueron preparadas o paitit ded hemozenizado de
larvas (10 % pesefvolument en solucidn saling (2.5 %), siendo ditucionzs ulteriores
preparagos para sembrar en caja Petdd (100 plf cagal Algunas colonias aisladas foeron
combradis sobee medios BU (Beain Fear Tofusion Agarp o 8584 (Triptye Soy Agor) pard
su paslerior identiffcacion bioguimica, utlizando microplacas de 96 pozos. Cada bacleria

sislady fue comservada o conpelacion (-80°C) ¥ ur codipn fue asigeado para su

reconoeanicnia poslerior,

Las sargclerislicas morfolégicas de las colomas baclerianay aisiadas sobre agar e o

TO6S v su idenlilicacion hiequimica fucron consideradas(Tabla 1), "
i
E i
F|' b F.'
-
P
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ersiderand las cinco vopas aislada por el bidlogo del Lub 1 durante previos cpisedias

idémicas, se observo gae hacterias det tipo NIE estuvleron Si€TIPre Prosenics (uraf. 1}

0 Lo que congicrne at ciclo de produceion normal se reveld una gran varicdad bacteriana

o - 3 H = f - v .
ba que de las 26 bactorias analizadas fueron identificadus ¥ cspecies en base & criterios

hioquiricos, siendo F. fiscaer (15,394 Vo pubicshii (15.5%), V. angiilioran (11.3%) las

sds frocuentcs,

: Labhoratorio 1 |

g o

” 387 |
4 | E_Er‘:l'"ﬂ |
¢ | 2.3%
; |
a | :
T |
- | .
: |
£ . .
| e R I
x RN h il 19,550 |
[ 11.5% i |
’l ; |
] i :
! 15.5%
« 4 !
o | |
i SR B B e s s |
| = B O ¥ mahiaahi L F fchierd 0 1, agrestars !
| ¥ wilegions B chenarae O ¥ laged O Tholir | |
i
| (B e i e dowmerns Rram | |
T PURUTTR, ; sy wd

Geafico, 1 - Prgentaje de lasterizs identificattss bioeimicamente (alerasors 1)

Gin embargn, Lra T8 proporcion de kas bactcrias (27%) no pudicion sot identifcadas
bioguimicamente, sicndo ol faciertas  aislades casi exclusivameote del medio agy
manno. De hecho en ninguna d= los 10 madios de iWdeatificacion se chservd craC iR

bacteriane, o que ShZICTe ¥d Sed ULA Eral deficienoia matahdlica do las bacterias o una

| o
i o
IF
i
f
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cendicion de coltivo deslivmuable gue podera deherse a S lomperatura de incelagion o a s
concentracion de sal. Belas baclerias Tieron eatonces sonetidas a fres oporaciones de
wenlicacien o diferenles emperaturas de incubacién (23, 28 v 32°Cr Adomids se
uutizaran sistemas comeictzlos come 21 AP o ane vondijo a confirmar la imposikilidad
de tdentilicar estas bacenuy debido a su neapacidad a crecer en los medios de
rdectilcacion. Consccucntemenms  estas bacterias, no dentiflicables bioguimicanienle
(MIB), podrian correspender a baclerias con deliciencias metabholicas ¥ rauerimientos

cspetilNees provisias por ceiulas del camarcn.

U sepundo muesireo fue seallzado durarce un episadio del sindrome de soen 11T enoun
lahoratorio tbizade en la Pendnsuta de Santa Elen Paca aislar baclerias se escogicron

larvas que presentaban tos sintomas en base a vme chservacion a] micrascopio aplico,

Constderanda o casos hiccuentes de copax de tipo NI3 en el nrover musstren, en el

;
seaido mgesires los aislamienios fieron renlizados sobre el madio apar TCHS-E, que
cormesponde o TCRS cnnguecide con 25% Jde caldo de nmisculo de camarin v sebre ¢l
medio Mus-Acar-88 quee corresponde 2 caldy de masculo de camaren mas 2% Jde apar-
agar {Calero, 19983, Las Boclerius wisladas Tucron seimboadas soboe TSA o BHI pae 1a

dentifieacion nequanica. Loz resultacos de los alslamientos w de las identftcaciones

biequinicas son presentucos en latabla 2
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Leron reconocidas, siendo ¥ fwhriosii la mds frecuente (22%). seguida per

ungaiflarimy [ 19.5%), Voodgsuldious (9 8% aral 2},

Laboratorio2 ]

4% o aoe
W o

b S HHLLLLLBLBERED W
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5.8%

I
: 2%, ‘
_ O xis R ik " .:rf.'j.,*!r.l'f.’r'.rr;l-f;'.r- aF a.".a;'."r:r}ajs.ffc';‘ I
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Grifica 2.« Porcentuje de bactesias identificadas bojuimicamente (Jaboratorio 2),

| I

i

E.

[ b . . . — %

2 Alizual gue en el estudio elinico anterior, alr=dedor de 30% de bactenas aisladss sobrs los
'3

[t dos tipos de medios no pudicron ser caracterizadas blogquimicamente, debido al no

8 crecimicnio en los medios do identificacion, Jo que conduwje a considerarlas comao NIE.

lJ

(1. Enconclusion en lo que cohcictne a las bacterias identificables, W comparacion entre los

I‘ dus muesticos |, no condujo a diteetar la predominancia de una cspecie en relacion con cl

 be  sindromie.
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o Jon ek nospuela i lgs Linetorias NI < PIESCOGiL Puitte constante on o8 lahosatorios

% W

Gl auneito siprincdtive do sy proporeian durants cpisodios da morlalidaces de larvis.

Pales  bacterias,  podrian hepeliciurse  directarmenic  paia mulliplicarse, e jos

e . 5 - 3 5 : - B
' psieremicientes del medio o, podian directamente causar dafics a los céluias, I que
Il
.- conduce a conziderarlas como opoTIULHStas o palofenas regpentivamsnte. A fin de evaluar
esta hipétosis, infecciones experinentates fugron desarrolfadas y deseritas posterionnente,
-
4. :
=~ Fioalmente se debe mengiopar que 1as obeervaciones de bacterias NIE purecen
o
- corresponder a un fendinero rec iente oo les laboratorios de 1o peninsuba, ya que en su largo
" st on 1996, K. Stavichay no detoctd este tipo de baclerias.
or Y
iy 1997, duranie €] Presonie ectudiv, toles haciorias Tueron mayeritanamentd detectaday
F i dus labotalorios noagstieados ol comn enown iereer estudin en donde el muestren se o
hivo luego de la desinloecion de nauphos, que sroveniun de un labaratoriey ajeno o 1os
sl anierores, 1o fenes dusis de axilatragiciing (Jablp 9, en ancxe 3
.
~ [ problena de no poder (dentilicar catas bacterias en base a b1 bioquimica, {ue superado
£ 2 . . . L, : =
aracias o ba léenica ce AP-PCR que penmite determunas los perfiles RAPD, o qua mueshid
ol -
2 ana pran varabilidad penolipica. Sin embargy derante el sindromne, ui perlil RAPD fLic
]
- Ahs recueniemenls gheepvado correspondicnie a las cepas, 12.14, 1230 y 1231, ¥
* cveuabmente 1.2.13, yaqui s Jiferencio de las ultimas por ia adicion de una bapda
. (Folol 2 ¥ 3 Iistas copis renresentan cl 2%, de las bacterias MNIB, T.2 patogenicidad de
c csie tipo de Bacterias fue consecucntemente considerado durante los experimentos de
. it ion,
i
.
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asadas vr anehas e desiivocion de Tauniics oom o% slaticing o concermiacionss de |3y 20 som.




Fote 3. Pertiles TAPD 3 bactering 1B wisliodas de rozerades de larvas del faberatooe 1y 2

Ln Gliimo aealisis considers la adecuscion tespootva de dilerenies medios pura alslar
estas bacteias de tino NIB. Los esuhados mostzados en fa bz 3 indicavon que sl 50 %)
ée lias no pueden ser aisiadas sobre TCBS, sendo 30%s de ellas tambdicn no miglanles

snbre TS enricuesidio con extracto de camardr LTI .

“erps cesulados mostrarn claraments o cordcer nodecnado det TOBS en los csmudion

sodemielogicos en cultivas de camaran
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SICT AL DT LAS THEAS BACTERIANAS,

SR |j_}ﬂiljil\"_ﬂ!}jﬂﬂmtmt_{wﬂh: i inlocetones

En base a Jos trabajos publicades por San Mipuel (1998) ¥ Serranod 15394G) par la
realizacion de prucbas de patogeiticidig g vive dhz yn cupa Daclerana 88 neeesario cvilac
la presencia de I lering "contaminantes” qsociadas o les nauplios, agun ¥ ajgas utilizadas

o whimentn, siendo cstas havlorias capacts & colonizar ¢l tracto digostivo & intecferie

con Tue copas i eatudia,

a9 ] | Siyaduacion de dusialieiads

bog allares previmnenle s Juidos Lratajaron sobre b L Cesinloeeion de losa wuplios wtilizando

sy proclueto cal fado conoida Coe AT fe

Isle producty o8 comanmonte utilizaco o0 g laboralerios  comerclales pard la

Gesinjvecton e pouplios provia o I siembry cn o8 fmues fye probada & ilos
conventraciongs {100y 200 ppim} con Ll durncitn de CRpOsicion doe S oy 10 minulos

{Tabla 41

‘Tubdla 4.~ Prucha o desinlvociin de nauploy 2an Acpanilied

v de ti-:-:m!'t':muu |

L( nnc'q_rl#_ﬂ.p]_!ﬂl ln-m|_m.eq__l_ _i_.|n1
R s g e il
T I TR SN N

C camral L~ .__1__u+___L.__ —

— e ppil
Ld Tl I

LIl Ly teaden MRomaearas g gl

| g pesiiados Jeimosirane e .:Kry_cnlmf:**--’ Lo dimminuye totalmente la carga

b o 5L
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37212 Dvaluicion de antibidtico

Poslerioreente, se hicieron prachas de desinloceion con oxflelraglina, antbiotico de
aniplio especlro. Las congentraciones probadas fucron de 15, 20 ¥ 40 ppm con un tiempn
de sxposicion de 24 horas, [ tramasicnto de desinlecedn se imets cuando Jos animales se

encontrabar en el estadio MNH-LT, hasta Y ¢ Tabla 5).

Paralelamente, para saber s estus concentracinnes de anlibiolices podrian afectar a los
pauplivs, se hicteron pruchas de sobrevivenzia Jucpy de 24 horas de cxpuosicion.  Je

seiibraron 230 nauplios por botella v cuda concentracton a probar tuvo 2 replicas.

Las resultacos de esta pricha mostraron eoa pequefia reduceién de la sobrevivencin con el
frafarniento do 10 pyme CTabia 51 Sin embarpo, exta concentracion fue esecogida para Lis
(lecciones experinwentales va que <] erdetio de suseecta de baelerius colrhniles s
mas impartane que la sobrevivencia de los nauplios al tratamicnts 22 dusinfeecion previo

a lo infoceion experunental

Tabln5.- hivestres havterioltaios despess de in desinfecciin de s oo Ivaluncin i b sobreviveneia

de ks neuplios Teern de log traiandenios.

[| e u.x'rh i Gt {'[T:'.].'}.‘-;} Wi e _[i.q';iirlfl.![.t'i-{tlri 1_TT-'I['_.'."||:! (AR ERY ; -.”:'u dr lli:hillff‘![‘.ti{]ll: [ Sriv 50y
Conlo T o L a0 :; N ; N
i |
o | R 5 BN T 'i_“ w7
i i
A o T TR o 05 T vs ;
i 0 0w P 0 Er T

LG = Limitlades lnmindoras de guloeas
Gsnly -+ Poscentaje de aobredivenci
| [z Cenzoiracion de oxilzecicting

Asi Nie estabiveide o i exiteliactlelina a A0 ppr deraate un dia permite ebience e
Jesinfeceinn totd de Jos nauplios. Fs imperarts wesordsr que la consentreeidn del

princigio active voria en medn de tamarea dei producto.
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322 Infecciones experimeniales

3.2.2.1. Primera infeceidn experimental

Ui primers serie e infeeciones expenmentales fue reslizada con Jus copas oblenidas del
Lahoratorio 2 durante un episodio de sindrome de zoed il S CECODIETORN  Copas
iepresentativas del atstamiznto. Del grupo de fas baclerias N 1B fucron escogidas: L2.10,
1212, v L2207, Asi se cscopizron dog cepus caracterizadas bim]ui111iu;;111'1ur1{-¢ como K
(L2101 y owra como [izbiasini (12203, tas cuales fucron [recuentements

il frran

=ncontradas on bod dos muestreos.
Paealolemente a fas feceiones con las cepuy anleriorments meneionadas, so lleveren tres
conlel s

b Sin Lacterias, 1o cual pennife determinar i tasa de mortalidad causada oL sibrciones

Ajenas al tralamienlo apticade,

e gontrol pepstivo whlizando Ta cepa iLE carnclerizady bioquimicaments come 17

PR

afigizodytives ¥ considerada probiotica Tsta copa fue moculads 2 la misma

concentracion que Tas duemils trataaivites. Con este control se descarla s posibilidgad

de mertalidud provoenda por caiga backerani,

5. Ton la benn baclutinee S22, cxraeterizula Dioquitticamente come ¥ooendnfficey ¥

consideradi npente causat deb 'sindronus de Dizlifas"

- —
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Los analisis vstadisticos de Jos porcenlijes ds colirevivencia condujo 1l reconacimiznio de
tros orupos . LA mejor $sa de sohrevivervia corresponidio & 1a inlecion con 181 v las

meap-es corresponeid a las vepas L2.2T y L2 13, sicnde las diferencias sigmlicativas

ctaadiaticamente (D005 Talua B praf 21

La mayor presencin de sintomag del sindrome de zoea 1 fucron observadus también en lay
Japvas infectadas con hocterias de las cepas L2 13 Y 1.2 37, En las larvas infectadas con

737 weenle causante del sindrome So bolis, los sintomas tipicos da csta enfermedad

T2l e

lueran eheaervados.
Esios tesultodos indiean gue las dos cepas hacterionas L2013 v L2227 de tipo NS son

capaces de inducir e sindrerms de zoeu 11 entre Jos dias 1w Loy el 1% v 17% de las lurvas
prezentaran Jos sinlomas e Ta enfermedad La copa 1210 parece menos palogena con

coamente 10% de lurvas con sintomas (vee {idos oo anexo 4 )

E| axamet micrescopio do fas larvas permiticron 1econacet difereytes fases del sindrome

Py la primers fase se podia notar uni Severd inflamacian de las paredes el

hepatepaneeas, (el diferencia con larvg sana Cn Galo 4%, el cual presentd restos ile:

afimenty, sin embargo gl infesting se podia notar un poce vacie (folo 31 B da scpunda

fase, Se aCChl UND SCYETH atrolia de los lobulos det kepalopdnereas, pore ¢slos aon son

distinpribles, pudiendose notat el intestino complelamente vacio indicandn este que Ia

larva dejn e alimeniarse {Folo Gy, L la tercera fase, yi o ¢ pueden distinguir Tog lobulos
gl hepatopdrerzas, vicrdose solo dna mrancha cait on el madio. Sn csta fase s¢ encuehin

al anioal roribundo, netindose solo os novintienios del cormzan v lenues movimiciios

peristaiticos {Fotu 7
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Fato 4. Zoea Ll con ias paredes de bos lebulos del hepatopdnereas normales, Larva proveniente de Ja botella
del ratanniento correspondienie 2 fa bacteria TLF (107 bac/ml} Aumente |00,
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Foie 4. Zoza IT con una redoceidn ohetencible deb tamafio do los Whulos dal hepatopinereas {muscados con
linea), no 52 chervan restos de abmente. Larva provenienie de la botella 2 tratemiento conespondienie a la
- hacterin 7.2 27 {109 bachmly. Aumenio 200X !
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Grifico #3.-Comparazidn do spbrevivensia v frecuencia de sintcmas an los tratamienres de la infeccion &
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3222 Seounda infregion caperimental.

Tine sveunda serie de infecciones Tue reatizada para confinnar la pategenicidad de ta cepa

L2 13 v pana probar fa patogentuidad de la cepa 1.2 7, wmbien de tine NI

Fn la sienyorg de la cena L2 13 realiveda en caldo marino s¢ pude observar que eila Cepi
crecio muy poce ¥ que la lectura obterida en ol sspectrolotdmelro {ue debido a ciertas
particulis del propio calgo ¥ no d L verdaders crecimiento bacleriana, Por esle motive se
ulidizo, seho pass este lpo de copa (1.2.138, o) crecimiento en agar o, Juceo de o cual
se tesyspend eron on solucién saling, ¥ luego se huwo la lectura al especlrofolometro. Taia
fas eapas KLy E22 siose wtilizo THE para su crecimiento, luero de fo cuel se Tizo fa

cemtrifugeeion ¥ por ultime la resuspencién v la lecture o espectrofotometre
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; ‘Cabla # 7o Infeccian 42, Corcenacin de bacterias en tratainietos 107 UTCaml. 24 harzs e sxnosiclon,
Caradio de infeseon zoea | Concentracion de alas: S0LKD celiml, Boeambio diano 190%
o - + . £
E Tratamicine | % sobobolela | % sehotrala [ de lasas zon sinienags F Lotal T larvis can
| dia 1 L dia 2 | din 3 Inrvas CON sint. gin, i 1vd
‘ 7 2 i i
J 1213 e T4, 50 0 i i 5 S
. 37 2 | o
!
I
; 74 0 0 4]
1L i -s£]1a 5 0 1l ] o 1
B V] [ Y &%
B 6 | 2 ] ,ﬁ
|,
127 85 G8,5423.3a 0 0 i 5 1
.
Ta s | l
bk f 0
S E23 o Enel 15,34 U i i 5 ﬂ
¥ 0 ] 4
i o) ] K 0
LS 36 maliila P K 0 ) 3 :
| s R Y T i
s Lostadie £l 21-2 72
sied Sinlomas . ;
= * heelly sio anepgicn ’ -
. L1213 MG
2N vafedinoheiens
3,127 Wi
g 4. 123 10 vidiificns
- 5. 50, Contrel sin bagferias
Na fue olservada difereacia sigmificativa al nivel de los norcenlajes de sohrevivencla pero
- si wintomas del sindrome de zoca L [ucren observados especisicamente en las infecciones
con £2.13 v L2.7 (Tabla T)igrall 4). Las mejores fusas de sobrevivencin podrian ser
explicadas por fa duracion de las infzeciones, 24 horys cn el presende cxperimento contra
36 horas oo o infeccion anlerior,
Advinas fueron rotades problomas docultivo de Ja cepa 1.7 13, convierlicndose cstos
problemas cada ver was criticos oo 2l guzrse del sogienie evperinenio.
G B i sy . . &
Se debe tambidn indicar gug en esta nylecaion sc introciujeron tas alyas ciurto horas antes :
ol paso de los animales del ccticlio ™8 af estadio de zova 1, ai contratio a o realizado en
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I infeccion anlerior en donde las alpas {ucron colocadas dos horas despucs de sty
metamorfosis.  Dacterias  conlaminantes  de  aleas  podran  nterferiz con la
monocelonizacidn del tracto dizestive v, subsscuentemente reducir ci cfocto patogens dz

lis Bacterias estudiadas.

les con sinftonias
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3.2.2.5 Mercera infeccion experimnental

La tercera serie do inloceiones fue renbizada con el ehjeto de clasificur Tos wesoitados
subze fa patopenicidsd o ne ée la copa L2713 v s wpurente plidida de patogenicsdad en
relacion con suocultive fe vire, Ademds, se decidin probar otra cepa baclenana
correspondicate al gruso NIB {L2.39) Nuevenente sc pucde advertic dificyllad para ¢
crecimivnto de la cepa L2113, esie vor sobre agar manae, en Jdonde sz debio sembrarta en

dos ncasiones, notandose sulicicrde crechnicnto despucs de 24 horas,

Al nivel de tasas de subrevivensiz se reconoctd dos prupos esladishicamente diferentes,
encontrandese ef conlrol sin bacleras entre estos dos prupas, Loy tasas de sabrovivenea
mas bajus correspendicron a la cepa E22 causante de boldas v la cepa LZ23% Se
observiron sintomas del sindeome de zoen N oen dorvas infectadas con la cepa 1239,

supiricndo sunaturleze palogena como agente causante cel sindrome (1abla $¥arall 5).

En lo que eoncicrne a Ja cepa L2113 parere vonlitmarse [a pérdida propresiva de

patopenicidad en relactén con su cultivg o vileo.

O
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A  Tublz § Infeccién £ 3. Concedtracian de bacteruy en tratamientos 107 URCAml 24 horas de exposicion.
Estadio de infeceion zoca T Concerracidn de algas: 30,000 ¢el/ml . Reeambio dianc 100%,

¥ Tralamicni: FTade galbrev. | % de sobrey # -lna_ian_alcq_}__nﬁﬁnmn_lua__ Bhelalde G e haivas
pur latefla i por tradamicn i L dial j_gg 3 bareas comgin | énn it dia Tl
3 o4 0 t
s SR s &3=7.2b 1 1 e 3 5
| 3 i) ! o
i
; &3 [ 0 0
ITLI 63 61,327 6b f 0 f 1 |7
' 53 1 0 i
51 0 o 0
88 58 5235 1ak i} 0 1] o 0
48 0 a 0
: * 1 7 -
L1239 38 ak2 81 ! 1 1 10 13
42 1 & !
37 0 1 il
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3103 Comparaciones antirénicss de bacterias WIB eausante del sindrome de zoea 11 y

baeterias causantes del sinmidrome da holitaug

La f‘re.cuf:nt-:: asoclacion de sintomas caractensticos del sindrome de bolitas ¥ de zoca
respectivamente condujo 4 considerar que se podria tratar de las mismas copas
bacterianas. Los anticuerpos mcnocionales 2C9 especificos de las bacterias 52 y E22
fueron evaluados por su reaccidn con las cepas 1.2.7, 12,13, 1239, L227 y L2100,
mientras que fos controlas F22 o T1T fucron reconocidos por sus respectivos acticuerpos

especificos 209 y 2B4, tespectivaments, [o que 1ndica la 2specificidad de los mismos.

Foto 8. Doebiot 32 bactedas N3 de las cuales se nrobd su patcgenicidad Wa se cheorva reaccion pasitiva
con Jo@ anticueries moneclanales 200 ¢ 2B6 de B22 e ILL Aungque se cheerva reaceion ca las bacterias L2 7
7 L2.39, esta s debe a la produceion de fosfaiase enddpena va qus en Ing centrales tambico se abserva esta
raatetin.

B Tl T
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Mo se encontraron reaccicess nesitivas de nineon anticucspo con las copaa T2 403, L3227
i & I :

R

L2 esto sugere gue ninpguno e dos artieuerpos ulilizados reconocid sledn epitops
cspecifica. Mo las cepas D27 v 1239 se ohservaron roacciones positivas incluso, en
donds no se abiae colocedo anticuerpos {aaticuerpe moenoclonaies v conjueados). Esto
sugererid una produceion de fosfatosn exdeena de ostus baclerias 1o gue provoca unn

reaccion con ¢l sestrato uttlizado v por consteiente se ohticne un resuitado falso-pusitive,




CONCLUSIONLES

Este estucio fue enfocads en base a la epidemiologia anatitica del sindrome de zoea 11
considerande el aslamizaio, In coraclerizacion v 1a demostracion de la patoeenicidad de

haclerias asocwdas con anictales cnfennns,

La naturaleza bacternana del o <2 tos ggentes causantes def sindrome fue considerade comao

Lipdles’s du wabajo debido a datos de epidemiclogia descriptiva ¥ do histopaiologta,

Al pived de lns opcraciones dz ajstamsicnie, e demostirado que ¢l medio TCBS pedria ser
dumesiade selective rante a alsunos vepas bactonanas, que no pueden crecer sobre esie
medio a pesar de ser muy imporlacles co tiines e epideniolegia on razon deosuabla
patogenicidad, Fn base a osie resullade, se debe recomendar un cambio ripido de fa
melodolegia de los labondtones de bacterielogin ol servicte Jde los faboralorios de
produceion debidoe o que sstin sciuahnente en invapacidad de detectar tales bacleras. Lo
csic sertide, ol medie apor marine podrin ser ulilizado come refersucia hasa que se

demuestre [ existencia d2 beetesias paidgenns v no aisiables sobre este medio,

Tal hipotesis es concebilre, siendo of precesn de adaptacion parasitana frecuentemente
correlacionadas con delicizngias metabolizas, Asi, bacterias patdgenas pueden siuirse
ontre dos siluaciones sxiremas conespondisnies espociivalbenie 4 TIEroereanismos ¢on
requerimeentes sene:llos brindados por un medio de cullivo basico, v al olro cxtremo. a

Focterias inlocelelares olilicstoriss coltivahios soloaente an edlulas cultivadas b wive o
Ey)

e e] huesped.

Estas  obscrvacivnes se relocionan con numerosas  miorenciones  adguiridas en
hacterioloaia homana, en partieular en F, #fefere paez 1o cual fucren descritas {ommas

vigbbes no cultivables pero aliamente inlecejosas,
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Durante lus operaciones de identificacion bioquimica, fucren obscrvudas nuevamemne

dificulindes de crecintenln para algunss cepas baclesiias, esta vz el 105 wedios de

dentificazion bloquiica. Estos medics tienen de kecha una compasicion muy senple a fin

Qe deterniar una actividud metabélica, To que los hace dmadecuadas para caraciedizar

buclerus con deficiensing comin resultado de ond aduplacion pargsdaria. Bn el presenle

esludio, cstas bactenas fuercn consideradas como o idenilicables bioquimicamente N1B,

oy qque sorresponde a unl CONLSE NUEYE enl ot campe de Ja bacteriologia del CATALL
tens altornetivay de caracterizacion bacieriana fue

Clraciis o desarroito tecionte de teon

positle progreses eu ef estudio de estas hactorins N3 Asi el caso de la AP-PCR pernuten

catablocer los perfiles RAPL ¥ 1eceneces dilerorles penotipos con solamante i tipe de

LA,

Tl genwlipo apargeit s recientemente gue atres (L2 10, L2153, L2360 v LI3T)

Parg evaar la capacidad de bas Dactesias aisiadas do reproducis of spdrome, fucron

ronhizadas infecciones cxperimentales con un patocolo optimizado ds eliminacion de

Bactorias contaminanles externas de jos nauplins, esto a ln de coulrolar mejor ol proceso de

monocolonisacion ded ltacto direstiva,

La cepas de bacterins NIB revearon ser ¢apaces do inducit los stomay casaecristicos dek

citdrome de coea 1 con LR DEpoT Feluceion A 14 tasa de sabreviversia, Al contrario, dos

copas anladag de consrones enlennos @ lenlificados como ¥ it y [ enpnitleraom

ne moslraren ni sinlonias cerdieeiin e la tasa de sobrovivenci,
zue el sindrome de zoea I lienc

ip base  ustos resuliados, se puode consiterar

efcetivamente ana ctiologia bicteriana, leniendo eslas bazierias delicencias metabolicns que

L Tween dilicilente selivailes e identilicaties hice vt uicamente. ebido al gran poder de

i
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distincion de los marcadores RATPD, serg mnporiante buscar cwrzclensiicns  sendticas
for )

comunes con valor de marcador de partosenicidad, por clemplo la carecterizacien de los

seres de toxings.
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Durapte lay operaciones de identiicacion bioquimica, fugron observagus nuevanenie
Difieutiudes de crecimicnlo para alguaas copas bactenanas, esla vez on los miedios de
identilicacion bioguimica. Ustos medios Lienen do hecho una conposicion muy simphe &
fi de detenminar wns actividksd metaboliza, Jo que log hace inudecuados prr caractorar
aeterias con deticlenciag como resultado de una aduplacion parasitacias Bn el presente
sstudio. estas bacterias fueron constderadas COMmd 10 ientificables bivgquimicamente NI,

ley quee coTtesponds 3 U0 CORCERI0 NUEVG Ch ol campo de la bacterialogin ded camaron,

Ciasias al desarrollo teclente de téenicas allernativas de enraelerizacion hacteriana tue
posihle pragresar en el estudio de estas heetering NIE Asd el caso de lo AP-PUR periuten
catalilecer los perliles RAPLY ¥ reconocer diferentes ganotipos con solamente un tipo de

yeiados.
I penolijar AParseie mis lreeuealements que atros (1210, 1213, sl et I

Purg cvilu Ya capacidad de las baelerias aisladas de reproducin ol sihdrome, Tueron
roalivadas wilcesones cxperimentales con un protocolo optimizado de eliminaciéon de
bacterias coatgminantss exlernag de jos nauplos. Ss1¢ 3 [in de controlar mepor el procese

A monocatonizacian dol lracto digesivo,

].a cepas de baclerias MDY revelaron seT crpaces de inducir fes sinfomas caracleristicos del
sinclrome de voca | con uea mayer reduseion e sy de sobrevivenoia, Al contrario, dos
cepas aisladas de camarones enformos o identiticadoy como Mo mbiusiiny B cingzuifleer sin

O Mkl raran hi ssktbemas ol rodiceins e la tosa de sobreyivenc.

i pase g estos tesullades, se pueds considerar que ol sindrome de zoea Il tiene
cfeclivamente 1mu ctobogia bactenina, temtendo eedaraclerips deficiencias metabalices

cre das hacen dificlmente cultivablzs ¢ idemificables bin | dimmcamenic, Lrebrde ol gran
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podder de distineidn de s marcadores RAPD, sora iniportante buscar caracteristicas
wenéicas comunes con valor de marcador de patopenicidad, por ejemplo la cotaclenizacion

de Jos genes de 1oxinas,




RECOMENDACIONLES

1.- Amved de los laboratonios de produceion:

Ublizar medios no selectivos 4 fin de poder mslar bacterias dificilmente cultivables.

2.- A mivel de los laboratories de diapnostico:

Caracterizar bacterias en base a marcadores cenéticos de tipo RAPD cn complemento con

criterios hioguimicos,

3o Acnevel de Tos laboretorios de investigaoion:

Uaracterizar cenéticomante e grupo de bacterias asociadas ol sindrome de zoea ! a fin de
determinar marcadores de palogenicidad. Paratciamente & los marcadores de RAPD sera

el caracterizar Tos genes de lesinas.
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N

Folo 9. Foea IT con sindrome de bolilas intectada 2o
digestivo Infeceiin L. Asmento 200K

o copa 22, Presencia de bolites en #l tracto

Y

Folo 10 Zoca 1 ena sindrom= de bolitay siectnla COA etia S Ve

s las superiones del bepatepancreas Tnfeccian L

sinzia do holitas dentre Ao los

i

C B

] L e




Fote 1. 1 arva con fipico siutoma asociada at sivdrenwe de zoca T, Fs muy dilicl] distingwin los lobules
thel heputepanereas por su reducide tamafio v deformacion

L

Paty 12 Larea com signiy de sindrome dz zoea 11 Tan scio s eoede distiaeic un galo [éhulo v una
MELACITEL O5C T




Aneso

Tabla 9, - Bacterias aislo: das o2 qnacoerad
CPsAse T FAC AR eS de efletrasicling 114 W

|11 digo | {‘Irlu_n

EL:[F

asde nauplisg, anles vodespeds de e
2 ppm,

Caras leristicas

rmtamsicnlo & dilerenes

i('{:ILITICdL]D 2 I"Iu Quiinica ca |

| 1 Nal.gp_ujnleq r*M!:r} AM | Redonds, ¥erdosy Cram +
a2 I Nanplios {a |tiﬂﬂ 4|L3'|r]_ Amarilln, redﬂndn. convexa ! M.LE.
L Maeplios {15 P} L AN Anar I”II |f~dnndu. COLVEXA N - ]
J \["{lli'_l‘ﬂﬂfts Ath,) AI\I Amarilln, spreader N.LA, o
s Maplios {20 ppm) |1 CHS \-’orde, CIEMosa LB,
_ Nauplios (20 Py TCRS Amarilln, re redenda, conyexa Y anpnillarum
8 ) Nanplios (20 ppm) | AM | Anuranjada N.1LB. 3
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