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RESUMEN

Desde hace algunos aiios, el uso de bacterias probidticas se ha
desarrollado en la larvicultura/del camaron Penaeus vannamei,
pero con una carencia de informacién sobre las cepas y sin una

2 \
demostracion fiable de su efecto.

A fin de explorar este concepto de probiosis, dos cepas
previamente utilizadas como probioticos, ILI y 158, fueron
estudiadas. Bioquimicamente, los dos aislados fueron reconocidos
como Vibrio alginolyticus. Genéticamente se diferenciaron por la
presencia de un plasmido de 7.4 Kb en la cepa 158. El analisis
antigénico mediante un anticuerpo monoclonal especifico de ILI
(2B6) permitio diferenciar estas cepas por la presencia de un

antigeno particular para ILL

Mediante infecciones experimentales.de larvas de camarén en
estadio zoea I (tiempo post-abertura de la boca) fueron
progresivamente optimizadas las interacciones larvas de
camaron- bacteria probidtica (ILI, Vibrio alginolyticus)- bacteria
patogena (E22, Vibrio harveyi). Se utiliz6 la técnica de colony
blot para el reconocimiento de bacterias introducidas, mediante
anticuerpos monoclonales especificos de la cepa E22 (9H4 o 2C9)
y de la cepa ILI (2B6).

Mediante una hora de exposicion, en concentraciones de 104, 10° ;
106 y 107 UFC/ ml, la cepa E22 no fue capaz de colonizar el tubo

digestivo que revel6 contener soélo bacterias previamente



asociadas con las larvas. Consecuentemente, no fue observado el

sindrome de “bolitas”.

En larvas expuestas a concentraciones de 106, 107 y 108 UrC
E22/ml durante 4 horas de contacto se observo la presencia de
esta bacteria y enfermedad. Finalménte, al introducir 107 UFC
E22/ml sin cambio posterior de agua, se observo colonizacion en

las larvas asi como sintomas de "bolitas".

En lo que respecta a la cepa ILI, con la introducciéon de 107
UFC/ml sin recambio de agua se observa colonizacion en la larva
pero, 48 horas después de la infeccion se dan altas mortalidades
atribuidas a la excesiva proliferacién de esta bacteria lo cual
dafiaria la calidad del agua. Subsecuentemente, la cepa ILI fue
introducida s6lo durante 4 horas a concentraciones de 106, 107 y

108 UFC/ ml.

A fin de explorar el efecto de probiosis de la cepa ILI, se
realizaron pruebas en las cuales la bacteria probittica fue puesta
en contacto con las larvas 24 horas antes que la bacteria patoégena
E22. Diferentes tiempos de contacto y diferentes concentraciones

bacterianas fueron experimentadas.

La puesta en contacto de zoea 1 con la cepa ILI a concentraciones
de 108 y 107 UFC/ml durante 24 o 4 horas de contacto, y
posteriormente con la cepa E22 en 10% y 107 UFC/ml durante 4
horas de exposicion, condujo tnicamente a la observacion de

colonias de tipo amarillo en las larvas. Sin embargo, con E22 a



una concentracion 100 veces mayor a ILI, sOlo colonias E22 en la
flora de la larva fueron observadas, lo que indica una limitacion

en la capacidad probidtica de ILI

La presencia de las dos bacterias en proporciones mas o0 menos
equivalentes en la flora bacteriana de las larvas se dié cuando
E22 fue puesta en contacto en concentraciones 10 veces mayor o

igual a ILL

Sobre la base de estos resultados se puede considerar que ILI
tiene una capacidad probiodtica frente a E22 con el proceso de
colonizacion del tubo digestivo, que es de tipo no exclusivo y

dinamico en funcion de las condiciones experimentales.
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INTRODUCCION

La construccion de laboratorios para la producciéon de postlarvas
de camaron en el Ecuador, se inicié en 1979. El factor esencial
que influyo en su creacion fue la necesidad de liberarse de la

dependencia de un suministro (de larvas) estacional variable.

A mediados de 1984 con la implementaciéon de tecnologia para la
produccion de larvas se inicia el "boom" de la construccion de
laboratorios para abastecer la demanda de larvas del mercado.
Pero algunos factores han limitado el desarrollo de la larvicultura,
especialmente las enfermedades causadas por agentes infecciosos

como las bacterias.

Tradicionalmente, para controlar estas enfermedades causadas
por bacterias se han utilizado antibioticos en pequefas dosis y
sobre largos periodos de tiempo, lo que ha permitido un
incremento de cepas bacterianas resistentes haciendo dificultoso

un tratamiento efectivo.

Actualmente, algunos laboratorios intentan con la utilizacién de
probioticos controlar a las bacterias patégenas. Sin embargo este
enfoque es empirico, porque por una parte no existe conocimiento
suficiente sobre las caracteristicas de las bacterias asociadas con
las larvas de camaron y, por otra parte, no se ha demostrado el

efecto de probiosis de estas cepas contra aislados patégenos.
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Esta carencia de informacion explica la necesidad preliminar de
contar con sondas moleculares especificas de cepas posiblemente
patogenas y probioticas, que permitan analizar con precision las

interacciones entre bacterias in vitro o en la larva.

En el presente trabajo se efectud la caracterizacion bioquimica,
genética y antigénica de dos cepas deVibrio alginolyticus,
utilizadas como "probidticos" por un laboratorio de larvas de
camaron. Posteriormente se realizaron una serie de infecciones
experimentales en larvas con estas cepas bacterianas,
consideradas "probioticos" (Vibrio alginolyticus ) y otra patdégena
(Vibrio harveyi), siendo el objetivo establecer un modelo de

estudios in vivo en sus interacciones.



CAPITULO' 1.
ANTECEDENTES

1.1 LARVICULTURA DEL CAMARON EN EL ECUADOR

El cultivo de camaron en el Ecuador se inicia a finales de los
anos sesenta y principio de los setenta, en la provincia de El
Oro. Mediante ensayos iniciales se determiné que la especie
mas adecuada para el cultivo era el camarén blanco Penaeus
vannamei, y que el P. stylirostris podria también ser

cultivado aunque con resultados inferiores (Horna, 1987).

A fines de 1973 las camaroneras cubrian una superficie de
600 Ha, todas ellas en la provincia de El Oro. Hacia 1978 -
1979 se inici0 la construccion de camaroneras en las
provincias de Guayas y Manabi. Posteriormente se
construyeron estanques en la provincia de Esmeraldas. Es a
partir de1981 cuando se inicia la fiebre de la construccion de
camaroneras en el Ecuador, que trajo como consecuencia el
espectacular aumento de las exportaciones de camaron

blanco a los Estados Unidos (Horna, 1987).

Para satisfacer la demanda de larvas de camaron, en 1979 se
inicio la construcciéon de laboratorios cuando atn no se
presentaba un problema serio de aprovisionamiento de

semilla. La liberacion de la dependencia de un suministro



estacional variable, la posibilidad de contar con semilla de
talla homogénea de la especie deseada y la existencia de
tecnologia, fueron incentivos suficientes para convencer a
algunos empresarios de invertir en la construccion de

laboratorios.

A mediados de 1984 se empez0O a sentir seriamente la falta
de postlarvas para la superficie de estanques construidos.
Ecuador contaba solamente con cuatro laboratorios
operacionales que producian menos de 0.3 billones de
postlarvas. Muchos de los primeros laboratorios fueron
disefiados para la obtencion de nauplios de maduracion, lo
que les causo considerables problemas porque la maduracion
del camaroén resultaba una disciplina poco conocida en la que
pocos especialistas, aun de ‘paises técnicamente mas
avanzados, habian experimentado con P. vannamei. Las
empresas ecuatorianas encontraron serias dificultades para
atraer el personal altamente entrenado que se necesitaba
para realizar las etapas de maduracién, por lo que los
resultados iniciales fueron descorazonadores. Sin embargo la
actividad de los laboratorios logré expandirse rapidamente a
partir de 1984 alentada por la escasez y alta demanda de
postlarvas. En 1986, operaban casi 40 laboratorios que
producian en conjunto alrededor de 2.0 billones de postlarvas
anualmente (Depto. de Comercio de los Estados Unidos,
1991).

22



En 1988 la larva de laboratorio abastecia el 16 % de la
demanda; a partir de 1989, como resultado de un ciclo de
escasez de larva silvestre, los productores camaroneros
estuvieron dispuestos a pagar por la larva de laboratorio un
precio de sustentacion. Como resultado, crecio el nimero de
laboratorios y su produccién (Libro blanco del camardn,
1993) llegando a poseer esta industria en 1990, 150
laboratorios que produjeron casi 8.0 billones de postlarvas,
para abastecer casi el 70 % de la provision de larvas
requerida por todas las piscinas ecuatorianas (Depto. de

Comercio de los Estados Unidos, 1991).

En la actualidad, ha disminuido notablemente la dependencia
de las piscinas camaroneras de la larva silvestre. Para 1992,
ante una demanda anual estimada en 14 billones de larvas,
los laboratorios cubrieron el 60 % de esta demanda, con una
produccion anual de 8.4 billones de larvas (Libro blanco del

camaron, 1993).

1.2 ENFERMEDADES BACTERIANAS QUE SE HAN

PRESENTADO EN LA LARVICULTURA DE P. vannamei.

El rapido crecimiento de la industria de cultivo de camarones
peneidos en América y Asia se ha visto frenada a causa de
las enfermedades (Sindermann y Lightner, 1988). Varias
enfermedades han afectado a la producciéon de los
laboratorios ecuatorianos, especialmente a los de mayor

tamano. Los gérmenes pueden ser de naturaleza viral,
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bacteriana, parasitaria o micotica (Depto. de Comercio de los
Estados Unidos, 1991).

Las bacterias estan implicédas en enfermedades y
mortalidades de peneidos cultivados, especialmente en los
estadios de larva, postlarva y juvenil. Las infecciones
bacterianas en camarones, pueden tomar tres formas
generales: erosion de la cuticula cubriendo la superficie del
cuerpo, branquias y apéndices (necrosis bacteriana y
enfermedades cuticulares); lesiones localizadas dentro del

cuerpo, y septicemias generalizadas (Lightner, 1992)

Sin duda, la enfermedad mas comun, conocida como “bolitas”,
ha provocado desde su aparicion en 1987 elevados
porcentajes de mortalidad en los laboratorios afectados. Los
sintomas observados consisten en una descamacion de las
células de las paredes del hepatopancreas e intestino de las
larvas, que mueren en pocas horas, pudiendo perderse casi el
100 % de la poblacion (Morales, 1992). Esta enfermedad,
causada por una bacteria identificada mediante pruebas
bioquimicas como Vibrio harveyi, se ve agravada por
factores como los altos recuentos bacterianos en los tanques,
las bajas temperaturas o nauplios débiles (Depto. de

Comercio de los Estados Unidos, 1991).

Algunas de las enfermedades de los peneidos son

consecuencia del sistema de cultivo empleado (intensivo,

semi-intensivo y extensivo) (Sindermann y Lightner, 1988).



Por ejemplo, una de las posibles causas de la proliferacion
bacteriana en piscinas es la alta densidad de camarones
(sistema intensivo), lo que permite la adaptacioén y selecciéon
de cepas virulentas de bacterias oportunistas asociadas al
camardén y/o cepas patdgenas que se encuentran
normalmente en el medio acuatico. Ademas, estas
condiciones de cultivo pueden estresar a los animales y
afectar su fisiologia y su capacidad inmunitaria, trayendo
como consecuencia la sensibilidad de los animales a bacterias
oportunistas y normalmente poco patégenas (Le Bitoux,
1988).

Algunos casos de septicemia se han presentado en piscinas
'que han tenido varios ciclos completos de produccion
seguidos, sin espacios de tiempo de secado, lo que provee el
tiempo necesario para la seleccion de cepas bacterianas

virulentas (Jiménez, 1992).

Dentro del ecosistema “artificial” que constituye el criadero,
se instala una microflora diferente a la del medio marino
natural. Las poblaciones bacterianas de tipo "primario"
segun Martin (1977), dan paso a una microflora de
"regeneracion", caracteristica de los medios ricos en materia

organica.

La utilizacion de antibiéticos también altera la microflora de
las piscinas, pues puede provocar una reduccion de la

diversidad bacteriana que puede ser en detrimento de
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ciertas bacterias favorables y contribuir asi al desarrollo de

bacterias patogenas (Le Bitoux,1988).

Finalmente, se puede observar un aumento de la
patogenicidad en cepas bacterianas por cambios genéticos
(conjugacion, transformacion, transduccion) y seleccion
(mejor adaptacion a las condiciones de cultivo y al camaron).
Por ejemplo, la transferencia de material genético entre
bacterias, como plasmidos en los que se localizan genes
responsables de alteraciones en la regulacién osmotica a

nivel del tubo digestivo.

En la acuicultura, se puede temer no solamente la aparicion
de numerosas cepas patc’)genas'sino también su dispersion
debido a la ausencia de medidas profilacticas y de
diagnostico. Otro riesgo esta relacionado a las perturbaciones
del medio ambiente y las contaminaciones porque los
animales cultivados no se pueden adaptar tan rapidamente

como los microorganismos (Le Bitoux, 1988).

La habilidad para limitar la aparicion de bacterias patogenas
en los cultivos larvarios intensivos de camarones peneidos es
un aspecto primordial para la produccion y calidad de la
larva. En los laboratorios comerciales del Ecuador, la mayoria
de las practicas de manejo tienen como objetivo controlar el
desarrollo de bacterias patogenas mediante la desinfeccion
del agua (tratamiento con UV, clorinacion, filtracioén, etc.),

utilizacion de stocks de algas estériles, limpieza de artemias,
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y practicas de higiene tales como desinfeccion del equipo,
baflos para pies, etc. (Garriques y Arévalo, 1995). Ademas,
para prevenir o combatir las enfermedades provocadas por
bacterias, se ha hecho uso de los antibioticos, los cuales
utilizados en pequefias dosis y sobre largos periodos de
tiempo, han permitido un incremento del numero de
poblaciones bacterianas resistentes haciendo dificultoso un
tratamiento efectivo, fen6meno que ha sido ampliamente
descrito en medicina humana y animal (Smoragiewicz et al.,
1993)

Al parecer la mayoria de las bacterias que afectan al
camaron son patégenos oportunistas que forman parte de su
microflora normal (Lightner, 1983). “os vibrios han sido
identificados como el género doniinante de la flora bacteriana
normal de muchos crustaceos marinos (Vanderzant et al,
1971; Sizemore et al., 1975; Yasuda and Kitao, 1980;
Dempsey and Kitting, 1987; Sugita et al., 1987; Dempsey et
al., 1989; Suzuki et al., 1990; en Garriques y Arévalo, 1995) ’«'y
también como las principales bacterias involucradas en las

enfermedades del camaron.
CARACTERISTICAS DE LOS VIBRIOS

Las bacterias que mas frecuentemente se asocian con las
enfermedades del camarén son las del géneroVibrio

(Mohney, Lightner, Bell. 1994). Se encuentran clasificadas
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dentro del grupo V segin el Manual de bacteriologia

determinativa de Bergey.

Pertenecen a la f_amilia Vibrionaceae. Son microorganismos
procariotas de tipo Gram negativo (Fig. No. 1), de estructura
simple en su pared y anaerobios facultativos (Drlica, 1992;
Lechevalier, 1977).

Fig. No. 1 Bacilos cortos Gram negativos.

Normalmente son bacilos curvos o rectos, de 0.5 - 0.8 u de
ancho y 1.4 - 2.6 n de largo. Presentan motilidad gracias a
uno o mas flagelos que estan encerrados en una envoltura
continua con la membrana externa de la pared celular
(Singleton, Sainsbury, 1993).



Algunos vibrios son patégenos para humanos y otros para
vertebrados e invertebrados marinos. Los patogenos
humanos mas notables sonV. cholerae, el agente causal del
colera; V. parahaemolyticus, causante de envenenamiento por
ingestion de peces y moluscos contaminados; yV. vulnificus
que provoca una septicemia en muchas ocasiones fatal. Estas
y otras especies estan asociadas con infecciones intestinales,
diarreas y una variedad de infecciones extraintestinales
(Holt, et al, 1994). Debido a que ciertos vibrios son
patoégenos para humanos, tal comoV. cholerae, se han
desarrollado reactivos y pruebas confiables y seguras para su

caracterizacion y diagnostico.

1.3.1 Caracterizacion bioguimica

Se basa en un patrén de caracteres comunes a todos
los miembros de un mismo grupo (familia, género,
especie, cepa) y que los diferencia por tanto de otros
(Holt, et al., 1994).

Las pruebas bioquimicas consisten en la utilizacion de
medios de cultivo especificos, para la identificacion de
una caracteristica metabolica. La técnica empleada se
refiere a la bacteriologia clasica involucrando la
siembra de bacterias, previamente purificadas, en los
diferentes medios y la consiguiente lectura de la
positividad o negatividad de cada reaccién especifica

de un criterio bioquimico (Néder, 1989).
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La utilizacion de estas pruebas bioquimicas es el
fundamento de la caracterizacion y de la distincion de
cepas O especies bacterianas mediante lecturas
diferenciables entre los aislados bacterianos (Néder,
1989).

Caracterizacion genética

Hasta hace poco, la taxonomia de las bacterias estuvo
basada en criterios tales como reaccion de Gram,
morfologia, requerimiento de sustrato, presencia y
yosicion de flagelos, etc; tales criterios servian para la
elaboracion de esquemas taxonomicos. Actualmente
se da mayor énfasis a criterios moleculares que
permiten el conocimiento mas exacto de un

microorganismo (Singleton, Sainsbury, 1993).

Entre los criterios para la caracterizacion genética de
una bacteria se encuentran la presencia de plasmidos,
tamano del plasmido y el mapa de restriccion (namero
y tamaifio de fragmentos obtenidos tras la digestion del
plasmido con una enzima de restriccion) (Drlica, 1992).
Nuevas metodologias estan siendo evaluadas

actualmente, tal como la técnica de RAPD.
1.3.2.1. Plasmidos

Los plasmidos son pequeiias moléculas de

ADN circular, independientes del ADN
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cromosOmico y presentes en numerosas
bacterias (también en algunas levaduras y
hongos). Tienen sus propios origenes de
replicacion, replicandose por tanto de forma
autonoma, y son heredados de manera
estable (Prescott, 1993). Los plasmidos mas
pequefios tienen cerca de 5000 pares de
nucledtidos en comparacion con el genoma de
E. coli que contiene ligeramente mas de 4
millones de pares de nucledtidos
(Drlica,1992).

La informacion genética de los plasmidos no
es esencial para el huésped y, bacterias que
no lo presentan funcionan normalmente. Su
importancia radica en que estas moléculas de
ADN extracromosoOmico les confieren ciertas
ventajas como resistencia a los antibioticos,
produccion de proteinas letales para otras
bacterias (bactericinas) o produccién de
enzimas que les permite degradar sustancias
tales como pesticidas, compuestos aromaticos

y azucares (Prescott, 1993).

Algunas bacterias poseen la capacidad
genética para sintetizar compuestos conocidos

como bactericinas que son proteinas
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bacterianas que destruyen otras bacterias.
Las bactericinas actaan abriendo poros en la
membrana plasmatica aumentando asi su
permeabilidad, degradando ADN o ARN, o
debilitando la pared celular (afectan al
peptidoglucano) (Garcia y Quintana, 1992;
Prescott, 1993). Estas sustancias toxicas
pueden ser simples polipéptidos o
macromoléculas muy complejas. La
caracteristica de ser una cepa “asesina” es
codificada frecuentemente por genes
plasmidicos, aunque también puede ser
codificada por genes cromosomicos (Garcia y
Quintana, 1992).

La bacteria Escherichia coli contiene
bactericinas conocidas como colicinas,
codificadas por dos genes. El gen cma
codifica para la colicina M la cual va a
permitir la fijaciobn de la bacteria en el
receptor de la superfice celular de otra,
introducir la toxina a la bacteria y destruirla
al bloquear la biosintesis del peptidoglucano
y del antigeno O. El gen cmi codifica para
otra proteina que le confiere inmunidad a la
E coli mientras la colicina M actaa sobre otra
bacteria (Harkness, 1991).
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1.3.2.2. Perfil de restriccion de ADN

plasmidico o gendémico

El ADN es cortado por enzimas conocidas
como endonucleasas de restriccion las cuales
reconocen y cortan secuencias especificas de
ADN (Fig No. 2). El corte de ADN con estas
enzimas produce fragmentos de ADN. Por las
diferencias en la composicion de ADN se
producen distintos tipos de corte por enzimas
con la produccion subsecuente de fragmentos
de diferentes tamaifios. Este tipo de analisis
produce un perfil de fragmentos de un ADN
plasmidico en un gel de electroforesis que es
caracteristico de cada plasmido tratado con

una enzima de restricciéon particular (Drlica,

1992).
sitio de restricddn de la erzima Hpal
ADN bicatenario Haemophylis  parainfliendia
57 3
IIIIIIIIIGTTIAACHIIIIIII
3 L UIILLILICAAITTG 1011 5
STTTTITTTITRTTS S AR
3 dLLIIIIIICAAS P ITGEILIIIILl 5
ADN cortado dejando extremidades francas

Fig. No. 2. Corte de ADN por una enzima de restriccion.
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1,3.2.3. Sondas nucleicas

Las sondas nucleicas representan una
tecnologia relativamente reciente para la
caracterizacion y la identificacion de cepas
bacterianas que consiste en la deteccion de
una porcion especifica de material genético

del microorganismo.

Una sonda es un fragmento monocatenario
marcado de un acido nucleico (ADN o ARN),
que tiene la propiedad de hibridarse por
complementariedad de las bases nucleotidicas
con el ADN o ARN complementario. Este
fragmento es especifico de la secuencia que
complementa, de ahi su gran interés en el
diagnostico para detectar directamente la

presencia de esa 'secuencia (Fig. No. 3).

MARCADORES

C

HIBRIDACION + G f A NG
g " i © SECUENCI A
L1

COMPLEMENTARIA
I -

Fig. No. 3. Sonda nucleica
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Para la taxonomia y la caracterizacion de
cepas bacteriands se podrian preparar sondas
nucleicas de aislados bacterianos de interés y
utilizarlas para la identificacion de aislados
con las mismas caracteristicas genéticas.
También se pueden utilizar sondas nucleicas
en la identificacion de cepas patégenas, por
ejemplo cuando se conoce un gen de una
toxina y se pueden preparar sondas nucleicas
para identificar la presencia de este gen en

aislados problema.

POLIMORFISMO POR PATRON  DE
AMPLIFICACION.

RANDOM AMPLIFICATION OF
POLYMORPHIC DNA (RAPD)

La técnica de RAPD, desarrollada por
Williams et al, (1990) y Welsh vy
McClelland(1990); esta basada en la reaccion

de la polimerasa en cadena (PCR).

La PCR es una de las técnicas mas
ampliamente utilizadas en Biologia Molecular
y fue desarrollada por Kary Mullis en 1985.
Permite producir un gran numero de
fragmentos idénticos (copias) a partir de un

solo fragmento de ADN del que se conocen las
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secuencias que lo flanquean. Es un proceso
ciclico que esta dividido en 3 fases: la
primera, en donde la cadena doble del ADN es
separada por elevacion de temperatura en 2
cadenas individuales y Se conoce como
desnaturalizacion; la segunda fase,
hibridacion, donde los iniciadores o
secuencias conocidas que flanquean el
fragmento a ampliar hibridan con sus
secuencias complementarias y "disparan" la
siguiente fase o polimerizacion en la cual una
ADN polimerasa, resistente a temperaturas
elevadas, cataliza la produccién de nuevas
cadenas complementarias a las dos
anteriores. La region amplificada esta
limitada lateralmente por cada iniciador al
hibridarse con su correspondiente cadena.
Este proceso se repite n veces y cada ciclo
implica una duplicacion del numero de
fragmentos presentes, consiguiendo al final
21 copias (Erlich, 1992).

La técnica de RAPD involucra el uso de
iniciadores (oligonucle6tidos arbitrarios) de
10 nucleodtidos que amplifican (copian)
segmentos aleatorios del genoma. Una

electroforesis en agarosa de la muestra, nos
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revelara distintos patrones de fragmentos de
amplificacién, en base a la diferente
composicion de los ADN de origen. Cuenta
con la ventaja adicional de poder utilizar un
numero casi ilimitado de iniciadores para
detectar mas variacion genética y marcadores
especificos de familias o poblaciones (Baird et
al., 1992; Woodwérd et al, 1992; Neto et al,
1993; Procunier et al.,, 1993 en Garcia et al.,
1994).

1.3.3. Caracterizacion antigénica

Los criterios inmunologicos corresponden a la
formacion del complejo antigeno-anticuerpo. Un
antigeno es una sustancia que, cuando es inyectada
en un vertebrado, es reconocida como extrana y
provoca una respuesta inmune celular y/o humoral
con la produccion de anticuerpos. Los anticuerpos
son proteinas inmunoglobulinas producidas por las
células B en respuesta al antigeno. Cada célula B
produce solamente un tipo de anticuerpo especifico

de un antigeno (Singleton/ Sainsbury, 1993).

Aunque estos criterios tienen enormes valores para
diagnostico e identificacion especifica de cepas
bacterianas, tienen valores limitados si se utilizan

solo en clasificacion porque pueden ser no
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suficientemente sensibles para reconocer especies

bacterianas relacionadas.

Por tanto, la caracterizacion antigénica depende de

la preparacion de anticuerpos, que son de dos tipos,

los anticuerpos policlonales y los monoclonales que

poseen caracteristicas y ventajas diferentes en

relacion con su uso (Fig. No.4).

ANTICUERPOS ~ POLICLONALES

ANTICUERPOS MONOCLONALES

‘7/1:1\ O
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- Heterogeneidad de AC especificos.

- Poca cantidad de AC especificos.

- Variabilidad de AC entre cada grupo
de suero.

- Producciéon limitada: se necesita de
repetidas inmunizaciones.

6)/6 (\EJ\ & ?Vfﬁ/ Clones de
OYO Q_] ) (v)7) hibridomas

- Homogeneidad de AC especificos.

- Gran cantidad de AC especifico.

.- Produccién ilimitada (cultivo de
hibridomas).

Fig. No. 4. Comparacion de propiedades de anticuerpos
monoclonales y policlonales. Triangulo, cuadrado y circulo =
determinantes inmunoglobulina especifica para el determinante
antigénico; triangulo, cuadrado y circulo dentro de circunferencia
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= linfocitos secretores de inmunoglubulinas especificas para el
determinante antigénico.

- Anticuerpos policlonales: 6 inmunosuero, se
obtienen a partir de un animal inmunizado y es
por tanto una mezcla de inmunoglobulinas que
tienen diversas especificidades. Esto reduce la
espéciﬁcidad del inmunosuero porque reaccionara
contra otras bacterias que tengan ciertos
antigenos idénticos (Singleton/ Sainsbury, 1993).
Los anticuerpos policlonales pueden presentar
dificultades para desarrollar métodos de
inmunodiagndstico cuantitativos y reproducibles
(Mialhe et al., 1988). |

- Anticuerpos monoclonales: son poblaciones
puras de anticuerpos idénticos que reconocen el
mismo determinante ‘especifico (epitope) en un
antigeno simple o complejo. Se obtienen mediante
la fusién de mielomas (células inmortales) con
linfocitos B (células ‘productoras de anticuerpos)
formandose una célula hibrida que se caracteriza
por permitir la multiplicacion y produccion de un
tipo de anticuerpo (Singleton/ Sainsbury, 1993).
Después del clonaje del hibridoma, las células hijas
producen solamente un tipo de anticuerpo,

monoclonal, que son reactivos hiperespecificos de
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un epitope y por lo tanto permiten identificar con

gran especificidad un tipo de microorganismo.

Debido a su especificidad, disponibilidad ilimitada
y homogeneidad, los anticuerpos monoclonales -
pueden ser estandarizados para su uso en
inmunoensayos altamente sensibles y especificos,
especialmente para la deteccion de cantidades
pequefnas de agentes infecciosos en especimenes
clinicos. También pueden ser valiosos detectando
la variacion antigénica entre diferentes estadios o
especies de parasitos, lo cual podria ser un
procedimiento mas dificil de efectuarse con

-anticuerpos policlonales (Mialhe et al., 1988).

Inmunoensavos

Diferentes inmunoensayos son empleados en salud
humana y veterinaria, se basan en las reacciones
especificas antigeno - anticuerpo con diferentes
marcadores. Los inmunoensayos son adecuados
especialmente para detectar antigenos en estudios
epidemiologicos de enfermedades bacterianas,
particularmente a través de las técnicas de Colony
blot y Dot blot (Mialhe et al., 1988).
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Colony-blot

Esta técnica se utiliza para la identificacion
especifica de colonias bacterianas de una misma
cepa. Consiste en la siembra de bacterias en cajas
Petri sobre un medio de cultivo adecuado. Después
de 6 a 8 horas de cultivo, las colonias bacterianas
que crecen en el agar a partir de una muestra son
transferidas a una membrana de nitrocelulosa.
Posteriormente son incubadas con una solucion
bloqueadora para reducir la capacidad de fijacién no
especifica en la membrana. Los epitopes del
antigeno reaccionaran con los anticuerpos
monoclonales y se producira el complejo antigeno -
anticuerpo. Un segundo anticuerpo conjugado con
una enzima va a reconocer al primer anticuerpo en
este complejo. Al afiadir el sustrato adecuado se
activara la enzima originando un precipitado

coloreado sobre las colonias positivas ( Fig. No. 5).

Es un método sensible, especifico y rapido que
permite conocer el porcentaje de bacterias de la caja
que reaccionan con el anticuerpo especifico para una

determinada especie bacteriana.
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Fig. No. 5: Colony blot
Dot-blot

La técnica de dot - blot también se utiliza para
diagnostico- por medio de la reaccién antigeno-
anticuerpo. El procedimiento a seguir es similar al

colony-blot, con la diferencia que la fijacion del
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antigeno en la membrana se hace a partir de una
suspension bacteriana preparada en un tampon

liquido.
1.4 BACTERIAS PROBIOTICAS

Este término, probiotico, se define como: "preparaciones que
contienen microorganismos cuyos metabolitos, cuando se
utilizan como aditivos alimenticios benefician al huésped. En
la mayoria de los casos, los probidticos incluyen
microorganismos que son capaces de crecer y/o funcionar en

el tracto digestivo del animal" (Smoragiewicz et al., 1993).

En agricultura, la utilizacion de Lactobacillus sp. fue
reportada con resultados satisfactorios por Fuller & Turvey,
1971; Parker, 1974; Roach & Tannock, 1980; Fuller, 1978;
Smoragiewicz et al.,, 1993 (Austin etal. , 1995).

Comunmente se utiliza Lactobacillus acidophilus  para
controlar y prevenir infecciones por Escherichia coli y otros
microorganismos patogenos en el tracto digestivo de algunos
animales terrestres (Morishita et al., 1971; Tortuero, 1973;
Muralidhara et al., 1977; Ellinger et al., 1980, en Garriques y
Arévalo, 1995).

En Acuicultura, el uso de probiodticos en laboratorios
comerciales de P. vannamei en el Ecuador, ha sido reportado
por Morales (1992), y Garriques y Arévalo (1995). Los

probioticos surgen como una alternativa al uso de
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antibioticos en las estrategias de control de enfermedades en

larvas de camaron (Austin et al, 1995).

Los mecanismos de accion de las cepas probioticas son poco
conocidas, existiendo diferentes caracteristicas que pueden

conferirle su capacidad probistica:

Produccién de vitaminas o enzimas que ayuden a la larvas

en sus procesos metabolicos.

Competencia por sitios de fijacion con la bacteria patogena.

Competencia por nutrientes con el patogeno.

Produccion de sustancias que inhiban el crecimiento de

patogenos oportunistas (Prescott, 1993).

Smoragiewicz et al. (1993), concluyen que los probiéticos no
matan otras bacterias pero compiten con ellas, inhibiendo su
desarrollo, finalmente conllevan a la restauracion del balance

biologico.

Las bacterias utilizadas como probidticos son cepas de la
especie V. alginolyticus (Austin et al.,, 1995; Garriques y
Arévalo, 1995). Trabajos efectuados por Garriquez y Arévalo
(1995), reportaron mayor sobrevivencia y peso humedo en

tanques a los cuales inocularon la bacteria probiotica.



CAPITULO IL

MATERIALES Y METODOS

2.1 MATERIAL BIOLOGICO
2.1.1 Animales

Las larvas de Penaeus vannamei, estadio zoea 1,
fueron obtenidas de diferentes laboratorios localizados

en la peninsula de Santa Elena.
2.1.2 Cepas bacterianas

Tabla No I. Cepas bacterianas utilizadas en las
infecciones experimentales.

CEPA PROCEDENCIA UTILIZACION DE CEPAS
Y CARACTERISTICAS

E22 Larvas de laboratorio con Utilizada como la cepa patégena

bolitas. en las infecciones experimentales.
Colonia verde luminiscente.
(R Laboratorio de larvas de Cepa utilizada como probi6tico

camar6n en el cual se en las infecciones experimentales.
utilizé6 como probiético.  Colonia amarilla no luminiscente.
Aislada del mar.

158 Cepa utilizada como Utilizada en la evaluacion de
probibtico en un patogenicidad.
laboratorio de larvas. Colonia amarilla no luminiscente.
Aislada del mar

134 Aislada de larvas de Utilizada en la evaluaciébn de
laboratorio con bolitas. patogenicidad.
" Colonia verde luminiscente.
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2.1.3 Anticuerpos

Los anticuerpos utilizados para la caracterizacion
antigénica de las cepas de V. alginolyticus y en las
infecciones experimentales, fueron obtenidos mediante
inmunizacion de ratones balb-c y posterior hibridacion
linfocitaria. Los anticuerpos 2C9 y 9H4 proceden de
hibridomas obtenidos tras la inmunizacién con una
cepa de V. harveyi (S2). El anticuerpo 2B6 procede de
un hibridoma obtenido de ratones inmunizados con la

cepa ILI de V. alginolyticus.

Los anticuerpos 2C9 y 9H4 provenian de liquido
ascitico obtenido tras la inoculacion intraperitoneal de
ratones balb-c con el hibridoma. Como estos
anticuerpos se encuentran muy concentrados en el
liquido ascitico, se utilizaron en diluciones de 1/10.000
y 1/1.000 respectivamente. El anticuerpo 2B6
procedia de cultivo celular del hibridoma y se utilizo

sin diluir.
2.2 METODOLOGIA
2.2.1 Mantenimiento y siembra de animales

A su recepcion en CENAIM, las larvas fueron
transferidas a un tanque con agua de mar a 35 UPS,
filtrada (cartuchos de 5, 1 y 0.5 p) y esterilizada
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mediante tratamiento de UV (AQUANETICS SYSTEMS,
INC). Después se procedio a la siembra de las larvas
en botellas de 3.5 litros. Cuando los animales llegaron
en estadio nauplio V fueron mantenidos en un tanque
con algas hasta que mudaron a zoea 1 y fueron
sembrados en cada botella a una densidad de 100

larvas/ litro.

Los materiales utilizados como botellas, mangueras,
pipetas, etc., fueron lavados con jabon neutro y
autoclavados (SIBATA SCIENTIFIC TECHNOLOGY LTD.
modelo DS-300) a 121 °C, 15 libras de presion, durante
30 minutos. Antes de empezar las experimentaciones

los filtros de cartucho fueron desinfectados con cloro.

Las botellas se colocaron en cajones de fibra de vidrio.
Se utilizd el sistema de Bafio Maria para el
mantenimiento de la temperatura a 28 °C, siendo
regulada por medio de calentadores o termostatos (Fig.
No. 6).

La aireacion fue suministrada a través de una tuberia
de PVC (con varios puntos de salida de aire),
suspendida encima del cajon donde se colocaron las
botellas. A la tuberia le fueron colocadas mangueras
para distribuir el aire hacia las botellas. Para prevenir

una posible contaminacién de las bacterias hacia las
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tuberias y de una botella a otra, se colocaron tapones
de algodon a las pipetas Pasteur que llevaban el aire a

cada una de ellas.

Fig. No. 6. Sistema utilizado para las infecciones
experimentales.

Las bacterias se inocularon un dia después de la
siembra con el fin de recuperar a las larvas del estrés

causado por la transferencia.

Fue necesario recambiar el agua de las botellas para
eliminar las bacterias que no se fijaron a las larvas, a

pesar de que en este estadio la renovacién de agua no
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es realizada en los laboratorios comerciales debido a la

fragilidad de los animales.

Se coloco en cada botella un pedazo de manguera de 4
cm de diametro con malla de 100 micras en la parte
inferior, en la que se introdujo una manguera de 4 mm
de diametro con la cual se succionaba el agua. Este
sistema buscaba evitar un estrés excesivo de las larvas

con el sifoneo.

Las larvas fueron alimentadas con algas (Chaetoceros
sp) a una concentracion de 100.000 cél/ ml y
microencapsulado (Frippak CAR # 1, 0.1 g diluido en
100 ml de agua destilada) en tres tomas diarias
(08:00, 14:00 y 20:00 horas).

2.2.2 TECNICAS DE BACTERIOLOGIA
2.2.2.1 Preparacion de bacterias para

infecciones experimentales

Después de su descongelacion, las bacterias se
sembraron en tubos con 50 ml de caldo LB
(Luria Bertani Medium) y se incubaron
durante toda la noche a 28 °C en bafio Maria,
con agitacion constante con el fin de recuperar
a las bacterias después de la congelaciéon. De
esta suspension bacteriana se tomaron 5 ml

para sembrar en 200 ml de medio LB
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enriquecido con 1 % de glucosa (SIGMA
CHEMICAL CO., St. Louis, USA) y 2 % de CINa
(WAKO PURE CHEMICAL INDUSTRIES, LTD.
191-01665). Se incubaron durante 8 horas a

28 °C en agitacion constante.

Transcurrido este tiempo, se centrifugdé a 3000
RPM por 10 minutos (KOKUSAN ENSINKI CO.,
LTD. modelo H-103 N) y se resuspendio el
sedimento en 20 ml de solucion salina al 2.5 %
de NacCl, incubandolo por 1 hora a 28 °C con
agitacion constante para reactivar las
bacterias. Se realizé la lectura al
espectrofotometro (SHIMADZU UV-2100) a
550 nm de longitud de onda para la
cuantificaciéon (1 DO = 1.2 x 109 bact/ml).
Después de ajustar para la concentracion

necesaria, se procedio a infectar a las larvas.

Siembra de Dbacterias para realizar

colony-blot

Después de 24 horas de la infeccion, se
tomaron 10 larvas de cada botella, lavandolas
con agua de mar esFéril para eliminar bacterias
superficiales y restos de materia que se

encuentren en la cuticula del animal. Una vez
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limpias, las larvas fueron maceradas en
microtubos Eppendorf y resuspendidas en 100
ul de solucion salina fisiologica (0.85% NacCl).
Esta mezcla se sembrd en agar TCBS (DIFCO
0650-01-2) incubando a 28 °C por 8 horas. A
continuacion se efectu6 la cuantificacion y la
observacion de luminiscencia en las cajas Petri
y se colocaron las membranas de nitrocelulosa

para Colony-blot.’
2.2.3 TECNICA DE PRUEBAS BIOQUIMICAS

Las cepas bacterianas a analizar (ILI y 158) fueron
sembradas para aislamiento en agar TSA (Acumedia
Cat. No. 7100) y posteriormente fueron inoculadas en
tubos con los respectivos medios para pruebas
bioquirﬁicas (Fig. No. 7). Las lecturas se realizaron a
las 24, 48, 72 y 168 horas después de la siembra, Es
importante mencionar que los culti\}ds bacterianos que
se utilicen deben ser puros y frescos (no mayores de
24 horas).

Los medios de cultivo se prepararon de acuerdo a las
instrucciones del comerciante. En la tabla No. II se

indican los principios de los caracteres analizados.



52

"9judIpuodsalI0d
BUIWE B| Opualonpold opepelBap se oipsw |8 us opioeoulwe |9 ‘epeidoide ewizus g aonpo.d esejolpiyaq euuibiy
owsiueb100101W |3 IS "SOIBIISNS SO1ISO eJed SeIlyoadse sewizus ap ugidanpold e Je3da1ap BSB|IX0qJe3saQ
esed uaAlls (8seq Y1o.q asejAxoquedsp Jajjaop) [eseq oipaw je sopebaibe sopioeouiwe soT BUIUWIQ A eulsi

‘ooejuowe Jionpoud A esealn ewizus

e} ap oipaw Jod eaun e| JepesBap eied sowsiuebi001o1W SOLBID ap pepioeded ej ud eseq 9 eadN

"03BJISNS OWOD BSOON|D B| JEZIIAN |B OARBIUBWID) O OAIREPIXO OWSIogeIsw ap odn |8 eaipuj 41-0
‘ouabixo jo J1onpal ap

zeded s@ anb ‘esepixo - OWOIO03ID BWIZUS B| 8P Bloussasd e| e10818p os eqerud B1Ss uo) BSEPIXO

20 2/1+ O¢H ---- eseje1ed + 202H
-ouaboupiy ap opixgiad o 8AnIISsp anb eSEjEIBD BWIZUD B| 9P BIOURSaId B BDIpU| esejeie)

‘JOUB) |3 OWOD
021uef10 81UBAJOS UN UOD SEPEIO|OISP UCS OPUBND BID|OIA 3P |BISLID |@ JoUS1a. 9P SBWSIW SE|
ap pepijiqey ej A Jenjao pased | ap BINIONIISS B UNBas (+) Wweis) o (-) WeI uos Is ealpu| weis

"SBJOY $2 B JOABW 13S 8Qap OU OARND {8 ‘PEPI|IIOW B| JBAIBSQO BiBd
"91uatpuad e106 e| ap e21UDJ] | UOD BUILIBYBP 8S ‘sojabey; ap erouasne o e1ouasald e BIIpy| pEPINONW

"BLI}OB( B| 9P BULIO) B| JBID918P 91IWidd e160j0j oW

‘'sedrwnboiq seqoanad
Se] U2 sopezijeue sodruinboiq £ sodi8ojojiowr sarsldered sof 9p soidulld ‘I ON ®BIdel




53

(ssouans

‘SaJeljiq 9liq 91BJUD 81ByNSOIYy 1)

sajes ap euasald e| A 0yje Hd | Jod epep B1SS PEPIAIIOSISS NS "SOLIGIA Bied OAI1D8]9S S3 sSgol
‘pepijow ej A jopul ap (pepop

uoiDewlOoy B ‘ousboipiy ap oinyns ap ugonpoid | ap uoIdeUILLISISP | eled BZI|IIN O] 8S

A jopuj ‘0Inyns) WIS

"eunejab ej Jed1yanoy| sp eLd1deq e| ap peploeded e| e21puj

BUIE[PD

"B11810BQ B| Jod 031U B OIBLMU BP UQIDONPa B| BIIPU|

OLIMIN

‘ouaboupiy
ap oinyjns ap ugidonpold g| Jod A ‘es01ons A BS010E| ‘BSOJIXBP :SSIBINZE S8i) Sp UQIOBIuUBWIDY
B| ua asopueseq ‘soanebau - welb sodugIud SOJIDE] Bp uQIdedIIUSp! B Bled BZ||1In 95

(uoJ Jebng adul) IS1

oo '3
op Sedad U BSOIOE| 8p UQIDBIUBLLISS B| UD UQIDEIOUSIS)IP 9P BIUSIWELISY BUN OWOD OPEZ||IIN S3 |opu|
"OUOQJBD 8P 81UBNJ BOIUN OWOD OIBIID [9P UQIDEZI|IAN B| UD BSEQ 85 018431D

"OpPBSO0. 10J02 9p 03SandWod |8 JBWIO}
ejed BUIUIIBSID B| UOD BUOIDJES) 0135andWO0D 8153 ‘|l39deIp Jewlos eled alie ap elouasald us
OUI|EJ|E OIPSW U@ OPEPIXO S3 |BNJ [ ‘|OUIGJED|[IBW|1}18J. 8P UQIDBWIO) | 9p spuadap eqanud e

(4eneysold seboA) dA

"dA - YW OPJED |2 UD 0IUSIWIZBID U BLIS1deq eun Jod epionpoid zapioe ej apiw 1S3} 9153

(oj3dw ap ofol) YW




54

4 : . "SEUOWOJIE dluswierdadss
‘soAnEeBau - Weis SojIo.g SOJI0 8P SOLQIA 3P UQIOBIOUDISHP Bl UD SjCRIO|BA S1USWIBPEBLIAIIXD
s8 A souqia so| ap pepatdoid eun OwWOod BPIDOUOdDI djusweldwe S8 62 /0 B PepHiqIsuss e

62l /0

"BN|D 8P UQIDBIUSOUOD ] B BIDUEIS|0 UOD OUBLIDIOBM OJUSILIDAID BIIpUL
Opeqnoul Opfed |9 Ud zapigun] ap eloussald B "% 0L ‘% 8 ‘% 9 ‘% £ ‘% O 9P Sopepiules

BljijOjeY 9p Seqanid

"OUOGUED B 33Usny BIIUN
OWOD OIpaLL |2 U dluasaid 01B1JE 9P UQIDBZIIAN B| EJIPUI OIPSLU [9P UQIJEIO|0D 8P OIqUIED |3

|BIJUBIBYIP 01BIBJY

‘(Jo422116 ‘jouuOpE ‘Bs010ni) ‘esolgisw ‘BsOldB| ‘BSOIqOo[8d ‘Bsojeyall ‘esoulqele
‘esojix ‘esoloejeb ‘josa21b ‘j011qI0s ‘es0IONS ‘BSOUBW ‘BSOIIXIP ‘|0USOUIoIU ‘|OTIUBW)
olpaw |8 ud 31uasald OIBIPIYOGIED |8 JEIUBWID) S BLIAIOEQ Bl 9p pepioeded ej UBdIpu|

SO3BJpIYOCIED Bp
UQIOBIUBULIB) BP SBganld

"BSOuUIBNIoE SBUOWOPNISY 8P UQIOBDIHIUSP! & O1UBILIE|SIE |3 Bied OAI1D9JaS OlpaW un S3 apiWwIL)
"SBLI9}0BQO0IAIUT SB| 3P O SaWIOH|0) SO| Sp BljiWey B| ap Jas apand ELS1deq |
anb eoipur ‘oAnlos)as sebe un ap osielell Jo4 "BSO1DE| B[ JjILLISE 3pand BLIS1JEq B IS BIPUY| Kaxquo) oep




55

Fig. No. 7. Pruebas bioguimicas.

2.2.3.1. Siembra de bacterias para pruebas

bioguimicas

La siembra depende del medio de cultivo.
Para las pruebas bioquimicas se utilizaron
medios liquidos: lisina (Wak()@b, ornitina
(Wako@, arginina (Wako®), indol (Difco®),
nitrato ( Difco®), caldo MR-VP (Difco®), agua de
peptona (para pruebas de halofilia) (Difco,
semisolidos: OF (Difco@, gelatina (Difco,
dextrosa (Difco, sacarosa (Difco®), manitol
(Baker®), mioinositol (Difco®), sorbitol
(SIGMA®), glicerol al 87 % (Merk, solidos:
urea (DIFCO®), TSI (Nissui®), citrato de
Simmons (DIFCO®), cetrimide (DIFCO®), TCBS



(DIFCO®), Mac Conkey (DIECO®), ACD (DIFCO®)
y SIM (DIFCO®),

Para inocular en medios liquidos y semisolidos,
se' prepar0 una suspensiéon bacteriana en
solucion salina estéril al 0.85 % de NaCl. Se
tomo6 una colonia con un asa de platino a partir
de la siembra en agar general (TSA, Nutrient
agar, Beaf Heart Infusion agar). No es
recomendable tomar la bacteria a partir de un
agar selectivo porque pueden obtenerse
resultados falsos que interfieran con una

correcta identificacion bioquimica.

De la suspension se tomaron 0.5 ml para
inocular en los medios: liquidos y semisoélidos.
Para observar si existe crecimiento en
condiciones anaerobias, se colocd aceite
mineral en los tubos de OF, lisina, arginina y

ornitina.

En los medios s6lidos en pico de flauta tales
como: urea, TSI, citrato de Simmons, TCBS,
Mac Conkey, cetrimide y acetato diferencial, la
siembra se efectud con el asa de platino en
punta. Sobre la superficie del medio se trazo6

una linea recta y, sobre ella un estriado. Para

56
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la siembra en SIM, se introdujo el asa en punta
en el centro del agar sin tocar el fondo ni las

paredes del tubo. '

Para la prueba de oxidasa, se tomd una colonia
bacteriana con un asa de platino, frotindola en
papel reactivo (Cytochrome-oxidase reagent
"Nissui", Yaku Code 05180). En la prueba para
catalasa, se adicion6 una gota de peroxido de
hidrégeno (H202) a un in6culo bacteriano. En
esta prueba, se utilizé un palillo de madera
estéril, porque el asa de platino puede inducir

a falsos-positivos.

Para la lectura de resultados, es necesario
adicionar reactivos para obtener una respuesta

a los siguientes medios:

MR (rojo de metilo): Se colocan de 5-6 gotas
de rojo de metilo por cada 5 ml de cultivo. La

lectura del resultado se hace inmediatamente.

V P (Voges Proskauer): Se adicionan 600 pl de
solucion #1 (alpha naphtol, 5g; alcohol
absoluto, 100 ml) y 200 pl de solucion #2
(solucion de KOH al 40 %). La lecturas de los
resultados se efectiian después de 4 horas de

la adicion del reactivo.
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Indol: Después de 24-48 horas del in6culo
bacteriano, se adicionan 200-300 ul del
reactivo de Kovac. El resultado de la reaccion

es instantaneo.

Nitrito: Se agrega al medio el reactivo #1
(acido sulfanilico 1 g, acido acético 5 N, 125 ml)
y el reactivo #2 (N-(1-naphthyl)
ethylenediamine) o el reactivo #3 (alpha-
naphtol 1 g, y acido acético 5 N). La lectura se

hace inmediatamente.

Gelatina: Después de 24 horas de inocular la
bacteria en el medio, se coloca el tubo en bafio
Maria a 22 °C durante 10 minutos para
observar la coagulacion o no coagulacion de la

gelatina.
2.2.4 TECNICAS INMUNOLOGICAS

Técnica de Colony blot (Protocolo segan Evelyne
Bacheére (1992), con modificaciones a la técnica

descrita en la tesis de Edward Donoso - Espol).
2.2.4.1 COLONY BLOT

Se realiz6é un cultivo bacteriano de 6 - 8 horas
en cajas Petri con agar TCBS. Se colocaron las

membranas de nitrocelulosa (S&S NC™ de 82.5



mm de didmetro, con poros de 0.45 micras) en
la superficie del agar sobre las colonias durante
15 minutos a temperatura ambiente. A
continuacion se dejaron secar por 30 minutos y
se conservaron en refrigeracion hasta su

utilizacion.

Las membranas con las bacterias fueron
incubadas con PBS - leche descremada al 5 %
agitando suavemente por 45 minutos a
temperatura ambiente para bloquear la
membrana. Después se realizaron 2 lavados de
3 minutos cada uno, con PBS - Tween 20 al 1%
(Fig. No. 8).

Las membranas fueron incubadas con los
anticuerpos monoclonales (2C9, 9H4 6 2B6) por
2 horas a temperatura ambiente, diluidos en
una solucion de PBS - leche descremada al 0.5 %
- Tween 20 al 1 %, después de lo cual se
efectuaron 3 lavados de 3 minutos cada uno,
con PBS - Tween 20 al 1%. A continuacion se
incubaron con un segundo anticuerpo anti-Ig G
de raton (conjugado a la enzima fosfatasa
alcalina) por 30 minutos a una dilucién de
1/10.000 en PBS - leche descremada al 0.5 % -

Tween 20 al 0.1 %. Se efectuaron 3 lavados de
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3 minutos cada uno, con PBS - Tween 20 al 1 %
para eliminar segundos anticuerpos no fijados

que pudieran dar resultados falsos positivos.

Fig. No. 8. Colony blot. Incubacién de membranas
con solucion bloqueadora.

Finalmente, las membranas fueron incubadas
en obscuridad con la soluci6én sustrato

preparada al momento:

(Nitroblue Tetrazolium)
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Tampon de fosfatasaalcalina .......eceeeenvenenn. 10 ml

Una vez que las manchas alcanzaron la
intensidad deseada, la reaccion enzimatica fue
detenida lavando la membrana con EDTA 2 mM
(100 ul de EDTA 0.5 M diluido en 25 ml de

PBS).
2.2.4.2 DOT BLOT

Al igual que el colony-blot, consiste en el
reconocimiento de un antigeno especifico por
un anticuerpo monoclonal a partir de una
colonia bacteriana resuspendida en 100 pl de
tampon PBS. Se realiza el depdsito de cada
muestra (1 ul de la dilucién bacteriana) en la
membrana de nitrocelulosa. Los siguientes
pasos son iguales a los descritos en la técnica de

colony-blot.
2.2.5 TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

Las técnicas descritas a continuacion son de acuerdo a
los protocolos del manual: "Molecular Cloning"
(Sambrook et al., 1989).

Estas técnicas fueron utilizadas para extraer el ADN de

la bacteria y analizar mediante electroforesis en gel
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de agarosa la presencia de plasmidos. Las cepas

caracterizadas fueron "ILI"y "158".

2.2.5.1 EXTRACCION DE ADN PLASMIDICO
e Método de lisis alcalina: Miniprep

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

Se realizo un cultivo bacteriano de las cepas
ILI y 158 hasta la saturacién, en 50 ml de
medio LB estéril (enriquecido con 2 % de CINa
y 1 % de glucosé., ver anexo 1) a 28 °C. Se
centrifugo el cultivo bacteriano a 3200 RPM
por 5 minutos y se resuspendio el sedimento
en 2 ml del sobrenadante (para concentrar a
las bacterias en un volumen menor). Se
tomaron 1.5 ml de cada suspension bacteriana
para microcentrifugar 2 veces por 25
segundos (microcentrifuga HERAEUS Sepatech
Biofuge 13). El sedimento fue resuspendido
en 100 pl de solucion GTE (anexo 1) y se
incubé durante 5 minutos a temperatura
ambiente para permitir la ruptura de la pared

celular, quedando el protoplasto compacto.

El protoplasto fue lisado afiadiendo 200 ul de

solucibn NaOH/ SDS (anexo 1) que se
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mezclaron invirtiendo el tubo 10 veces e

incubando sobre hielo (5 minutos).

Para neutralizar la lisis bacteriana, se
adicionaron150 pl de solucién de acetato de
potasio, pH 4.8,"5 M, (anexo 1), mezclando
inmediatamente e incubando 5 minutos sobre
hielo. Se microcentrifugé por 3 minutos para
sedimentar a las proteinas y los restos de
bacterias, quedando en el sobrenadante sélo
los acidos nucleicos que fueron transferidos a
un tubo nuevo. Se afiadieron 800 pl de etanol
al 100 % para precipitar acidos nucleicos y 1 ul
de glicégeno (para ayudar al alcohol a
precipitar los acidos nucleicos), dejando a

temperatura ambiente por 2 minutos.

Se microcentrifugé durante 3 minutos para
extraer el etanol. El sedimento fue lavado con
1 ml de etanol al 70 %, microcentrifugado,
secado al vacio, y resuspendido en TE (anexo
1).

Para eliminar ARN se utilizdé la enzima
ARNasa. Esta enzima debe ser almacenada a -
20 °C.



En cada tubo que contenia acido nucleico se

afiadio 1 ul de ARNasa a una concentracion de

10 mg/ ml, incubando a 37 °C por 1 hora.
e (Cuantificacién de ADN

La concentracion de ADN obtenida, se
determin6é mediante espectrofotometria
(Pharmacia, 80-2103-98) utilizando 1la
propiedad de las bases puricas y pirimidicas
de absorber las radiaciones ultravioletas a 260

nm.

Una unidad oOptica a 260 nm corresponde a

una solucion de ADN bicatenario de 50 pg/ ml.

Como las proteinas poseen el pico de
absorbancia a 280 nm, para determinar si
existe una contaminacion proteica se efectua

un control de densidad 6ptica comparando la

razon DOzgp /DOygy que tiene que situarse

entre 1.8 y 2.0 para tener un ADN puro.
e Digestion con enzimas de restriccion

El ADN plasmidico fue sujeto a digestiones con
enzimas de restricciobn para establecer un

perfil de restriccion.
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Para la digestion se diluyé el ADN en un
volumen final de 30 ul con 1 ul de enzima y 3
ul de tampodn 10 X, dejando en incubacién por
2 horas a 37 oC

e Electroforesis en gel de Agarosa

Efectuadas las digestiones con las diferentes
eniimas: Alu, Bam, Eco RI y Hha, se realizo una
electroforesis en gel de agarosa con el fin de
separar los distintos fragmentos obtenidos en

funcion de su tamaiio.

Se prepard un gel. de agarosa (GIBCOBRL Life
Technologies, No. EM 3202) al 1% en TAE 1X
disolviendo la agarosa por ebullicién. La
solucion se enfrié hasta 60 °C y se afiadio
Bromuro de etidio a una concentracion de 0.5
ng/ ml para la visualizacion de ADN en la

mesa de UV.

En el molde se coloc inmediatamente la
solucion agarosa dejandola enfriar al ambiente
unos minutos. Se inserté el peine en el gel
para crear los pozos donde se colocan las
muestras de ADN (La peinilla no debe tocar el
fondo de la cubeta) y, se puso en refrigeracion

hasta su completo endurecimiento.
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El gel fue colocado en la cubeta de
electroforesis y cubierto completamente con el
tampoOn TAE 1X (anexo 1). Se prepararon las
muestras de ADN con una apropiada cantidad
de tampon de deposito 10X y se depositaron
en los pozos con una micropipeta (GILSON
L11595G). Para poder determinar los
tamarfos de los fragmentos obtenidos, se corrid
simultaneamente una muestra de marcadores
que contiene 8 fragmentos (ADN del
bacteriofago lambda digerido con Hind III)
con los siguientes nimeros de pares de bases:
23130, 9416, 6557, 4361, 2322, 2027, 564y
125.

En la electroforesis, se produce la migracién
del ADN (cargado negativamente) hacia el
anodo o polo positivo, a 1 - 10 V/ cm del gel
(Fig. No. 9). Para la electroforesis el tinte azul
de bromofenol del buffer de depodsito (ver
anexo 1) debe migrar lo suficiente para que
los fragmentos de ADN estén bien separados.
Una vez que el ADN ha migrado, la

observacion se efecttia en la mesa de UV.
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Fig. No. 9. Electoforesis. Migracion de ADN (carga
negativa) hacia el anodo o polo positivo.

2.2.5.2 Purificacion de fragmentos de ADN a
partir de un gel de electoforesis (kit

Geneclean)

Los fragmentos a purificar son recuperados
cortando el gel de agarosa bajo iluminacion en
la mesa de UV. Se colocaron en microtubos
eppendorf para ser pesados (balanza METTLER
AE 240). Se toma en cuenta la siguiente
relacién para calcular el volumen de muestra

que hay: 1 g=1ml
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Se incubo a 45 °C durante 5 minutos con una
solucion de Nal (para eliminar la agarosa) en
conjunto con polvo de vidrio (Glassmilk) con
gran fuerza iOnica permitiendo asi la absorcion
de ADN (se aftaden 5 pl de Glassmilk/pg de
ADN). Se centrifugdé a 13000 RPM por 25
segundos dos veces para precipitar el
glassmilk. El sobrenadante se desecho6 y se
tom6 el sedimento que debe estar

completamente seco.

El polvo de vidrio fue lavado 3 veces con una
solucion de lavado (New Wash) para eliminar
restos de agarosa e impurezas, centrifugando
después de cada lavado, 2 veces a 13000 RPM
por 25 segundos. Después de la ultima
centrifugacion, el ADN es recuperado a baja
fuerza i6nica en tampdn TE (Tris-EDTA) (anexo
1), posteriormente se incubd durante 2-3
minutos en bafio Maria a 52 °C y se centrifugo
durante 30 segundos a 13000 RPM para
separar el ADN del glassmilk. Se tomo la
suspension con ADN y se almacend a - 20 °C

hasta sus utilizacion,

Con el ADN purificado (Geneclean), fueron

creadas dos sondas (III y 1V) por el
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departamento de Genética para el
reconocimiento de ADN plasmidico de la cepa

158 mediante la técnica de Southern blot.

Southern Blot

Consiste en la transferencia de ADN desde un
gel de agarosa hacia una membrana de nylon o
nitrocelulosa, lo cual permite analizar los
patrones electroforéticos con sondas nucleicas

especificas.
e Digestion del gel

Se cortd la parte del gel que se iba a hibridar
sobre la membrana y se sumergié en solucion
desnaturalizadora (anexo 2) durante 45
minutos a temperatura ambiente agitando
suavemente. La incubacion desnaturaliza €l
ADN (separa las cadenas) antes de la
transferencia. Se lavo el gel en agua

desionizada.

e Neutralizacion

Se incubd durante 30 minutos en solucion
neutralizadora (anexo 2) con agitacion suave a
temperatura ambiente (esta solucion elimina

las sales presentes en el gel).
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e Preparacion del sistema de

transferencia

Durante la neutralizacién se cort6é un pedazo

de membrana del tamafio del gel.

En una cubeta se puso la soluciéon de
transferencia 10X SSC (anexo 2). Se mojo
una banda de papel Whatman, que sirve en la
transferencia de la soluciéon a través de la
membrana, y se la depositd sobre el soporte
dejando las extremidades en la solucion. Se
colocé el gel y sobre éste la membrana
cubriéndola con dos pedazos de papel
Whatman del tamaifio del gel después de
haberlos mojado en una solucion de 2X SSC.
Una serie de papeles absorbentes y un peso
(para comprimir) fueron colocados encima. La
operacion de transferencia tomo6 6.5 horas.
(Fig No. 10).

La membrana se lavo en buffer 5X SSC por 5
minutos a temperatura ambiente para
remover los restos del gel y contaminantes
particulares que fueron introducidos como

resultado del proceso de transferencia.
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500 papel
‘ absorbente

solucion de transferencia

Fig. No. 10 Southern blot. Transferencia de ADN
hacia una membrana de nylon.

W
e Fijacion del ADN sobre la membrana

Se colocd la membrana humeda sobre una
pieza de papel toalla y se fijo el ADN a la
membrana mediante radiacién UV, en horno

U.V. crosslinker (SPECTROLINKER XL-1000).
e Prehibridacién

Antes de realizar la hibridacion, la membrana
se introdujo en una funda plastica que
contenia 20 ml de solucion de prehibridacion
(anexo 2) por 100 cm? de area de membrana.
Se sell6 la funda y se prehibridizé a la
temperatura de hibridacion, 65 °C, por 2

horas.
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e Hibridacion

Se incub6 la membrana en una funda plastica
con el tampon de hibridacién (anexo 2) mas la
sonda marcada con digoxigenina durante 3
horas. (El tiempo de hibridacion depende de
la sonda y su concentracién). La sonda
utilizada fue ADN de doble cadena por lo cual
se desnaturaliz6 calentandola en agua
hirviendo por 10 minutos previo a la
hibridacién y fue enfriada rapidamente a -20
°C para evitar que las cadenas se unan

nuevamente.

Antes del revelado, se efectuaron 2 lavados.
El primer lavado se hizo con una solucion 2X
SSC; SDS 0.1 % (anexo 2) a temperatura
ambiente durante.5 minutos, repitiéndolo una
vez mas. El segundo lavado, se efectud 2
veces de 15 minutos cada uno en una solucion
de 0.1X SSC; SDS 0.1% (anexo 2) a 68 °C.

e Revelado

Se lavo la membrana 1 minuto en el tampo6n
1 (anexo 2) y se incubé durante 30 minutos

con el tampon 2 (anexo 2).



Se removi6é el tampén 2 y se incubd la
membrana 30 minutos con la solucion de
anticuerpo conjugado diluida: diluir Ac
conjugado 150 mU/ml (solucién madre 200u1
a la concentracion de 750 U/ml a 4°C) en el

tampon 2 (estable 12h a 4°C).

Para remover los anticuerpos se lavo la
membrana 2 veces con tampon 1 durante 15

minutos.

Se equilibr6 la membrana durante 2 minutos
con tampon 3 (anexo 2). Para el revelado de
la sefial, se incubé la membrana en una funda
plastica con la solucion de coloracion (anexo 2)

manteniéndola en un lugar obscuro.

Para parar la reaccion se lavé la membrana
durante 5 minutos con el tampén 4 (anexo
2).
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CAPITULO III.
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 CARACTERIZACIONES

3.1.1 CARACTERIZACION BIOQUIMICA

La caracterizacion bioquimica corresponde a la
metodologia de referencia para describir y reconocer
aislados de bacterias. La taxonomia bacteriana
descansa esencialmente en estos tipos de criterios que
son absolutamente necesarios para iniciar cualquier
trabajo de investigacion en bacteriologia. Teniendo en
cuenta los criterios de caracterizacion de vibrios para
las especies actualmente descritas, una serie de
pruebas bioquimicas fue realizada paralelamente para

las cepas ILI y 158.

La interpretacion de las pruebas bioquimicas (Tabla
No. 1lI) de las cepas ILI y 158 de acuerdo al manual
de Bergey indicaron que estas bacterias pertenecen al

género Vibrio, especie V. alginolyticus.
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TABLA No. III. Caracteres morfologicos y
bioquimicos de dos cepas deV. alginolyticus
comparadas con los caracteres de V. alginolyticus,
segun el Manual de Bergey (Holt et al, 1994).

CARACTERES V. alginolyticus Cepa ILI Cepa 158

(Manual de Bergey)

C. MORFOLOGICOS

Forma bacilo bacilo bacilo
Gram - - -
Motilidad + + +

C. BIOQUIMICOS

Catalasa
Oxidasa
O-F
Urea
Lisina
Arginina
Ornitina
MR

VP
Citrato
Indol -
TSI acido 4cido acido
Nitrito
Gelatina

SIM

TCBS
MacConkey
Cetrimide
Acetato
diferencial
Dextrosa
Manitol
Mioinositol
Sucrosa
Sorbitol
Glicerol
Salinidad 0 %
Salinidad 3 %
- Salinidad 6 %

T R I S
U+ 4

e
+'+0a'+'++0
N’
[}
1

+

1 + 1 +

~~

++ 0+ o+ o+

N

+F U+ 0+ o+ o+
+ 4+ 0+ + 4+ 4+
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Salinidad 8 % + + +
Salinidad 10 % + + -
+: 90 - 100 % de las cepas, son positivas.

+): 76 - 89 % de las cepas, son positivas.

): 11 -25 % de las cepas, son negativas.

d 26- 75 % de las cepas son positivas.

D: Diferentes reacciones pueden darse en diferentes clasificaciones
(especies de un género o género de una familia).

- 0 - 10 % de las cepas, son positivas.
(
(_

3.1.2 CARACTERIZACION GENETICA

La caracterizacion genética de cepas bacterianas
puede consistir en diferentes ensayos como los
descritos en el capitulo Antecedentes. Debido a la
facilidad tecnolégica y a la posible significacion
bioldgica, el analisis genético estuvo enfocado a la

puesta en evidencia y la caracterizacion de plasmidos.

Mediante la extraccion del ADN total de la cepa ILI, se
demostré que esta bacteria carece de plasmidos y
solamente se visualiz6 ADN cromosémico en el gel de

agarosa (Fig. No. 11).
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V. alginolyticus V. alginolyticus xarcador
cepa 158 [ L1 peso
E epa molecular
T
ADN concatenado —| = o —— ADN - —— 3130 pb
ADN linear — - Plasmidico - —|cwim
ADN Circular —_— -— - . 4361ph
|

o —— 2,322 pb
- —|2,027ph
- — | 56pb

Fig. No. 11 ADN de las cepas ILI y 158. En ILI se
observa ADN cromosOémico mientras que en la cepa 158
se visualiza la presencia de un plasmido en tres formas
aparentes (concatenado, linear y circular).

Al contrario, la cepa "158" mostré un patron
electroforético de 3 bandas (I, II y III, con tamafios
aparentes de 23.13 Kb, 7.4 Kb y 4.9 Kb
respectivamente), mientras que una ultima banda en
posicion cuatro (2.2 Kb) aparece ocasionalmente en las
distintas extracciones. Para comprender las relaciones
entre estas bandas, en un primer tiempo fueron
purificados las bandas Il y IV, que estaban en mayor
cantidad. La purificacion de la banda IIl condujo
después de electroforesis, a reidentificar las cuatro
bandas. Por el contrario, la purificacién de la banda IV
nunca permitiéo la observaciéon de bandas
suplementarias después de electroforesis. A la vista

de estos resultados, dos hipotesis podrian ser
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consideradas. La primera, que existen dos plasmidos,
uno presente en sus diferentes formas I, II, III y el
otro en una forma, IV. La segunda hipdtesis, mas
probable seria la existencia de un tnico plasmido, en
las formas I, 1I, III, y IV. La forma IV del plasmido
seria un producto de la extraccion a partir del cual no
se pueden obtener las formas restantes. Para estudiar
estas hipotesis, dos sondas nucleicas fueron
preparadas a partir de la bandas Il y de la banda IV.
Las pruebas de hibridacién mostraron la presencia de
reacciones cruzadas entre las sondas y las distintas
bandas, indicando que la cepa 158 tenia un solo
plasmido susceptible de estar presente en 4
diferentes formas dependiendo del protocolo de
extraccion utilizado. Refiriéndonos al manual del Kit
Qiagen, se asumio que las bandas I, II, III, IV,
correspondian a las formas: concatenada (1), linear
(II), circular(Ill), y superenrollada simple cadena
(IV).

El patron de restriccion del plasmido de la cepa 158
fue establecido para las enzimas Eco RI, Bam HI, Alu I
y Hha (Fig. No. 12).
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Marcador Marcador
158 de peso 158 , 158 158 de peso
sindigerir molecular + Bam HI "+ Alul + Hha molecular
ADN concatenado — | === - _— =pes 293'}32&?
ADN linear ] -t = p—— S pb
ADN circular = g - .| 4361 pb
Super enrollado p— pr— praie - | 2322pb
monocaten ario = - | 2027pb
RS
D R
T T
== =S
P, o | 564 pb
BN
TS

Fig. No. 12 Patron de restriccion de la cepa 158. La
primera columna corresponde al ADN sin digerir y las
siguientes a ADN digerido con las enzimas Eco RI, Bam HI,
Alu I y Hha respectivamente.

Con Eco RI se observaron dos bandas de 4.4 y 2.21 Kb,
en igual posicion a las encontradas en el plasmido no
digerido, lo que indica que esta enzima no corta al

plasmido.

Al cortar el plasmido con Bam HI se produce una
linearizacion del mismo, encontrandose una banda de
1.4 Kb,

La digestion con Alu I mostré6 cinco fragmentos de 1.2
Kb, 1.1 Kb, 680 pb y los dos ultimos menores a 564
pb, menor peso del marcador utilizado, por lo cual no

fue posible estimar los tamafios de estas dos bandas.

La enzima Hha mostré un patron de restriccion de

cinco fragmentos, con los siguientes tamanos: 1.6 Kb,
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La enzima Hha mostr()l un patron de restriccion de
cinco fragmentos, con los siguientes tamafios: 1.623
Kb, 1.234 Kb, 1.028 Kb, 687 pb y la ultima banda
menor a 564 pb.

Las dos cepas, 158 e |ILI, identificadas
bioquimicamente como Vibrio alginolyticus y
utilizadas empiricamente en un laboratorio de larvas
como probioético, considerando que era la misma
bacteria, mostraron finalmente diferencias genéticas,

al menos, en la presencia/ausencia de un plasmido.

CARACTERIZACION E IDENTIFICACION
ANTIGENICAS

Las bacterias son microorganismos fuertemente
inmundégenos cuando son inyectados en vertebrados,
lo que significa que es posible tener anticuerpos que
reaccionan con antigenos bacterianos. Los
inmunosueros, conteniendo anticuerpos de tipo
policlonales y por tanto poliespecificos, no son
adecuados para distinguir dos cepas de una misma
especie bacteriana, debido a que su composicion
antigénica es muy similar. Al contrario, los anticuerpos
monoclonales y por tanto monoespecificos de un
antigeno pueden constituir reactivos muy resolutivos

para reconocer dos cepas estrechamente relacionadas.
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Con esta perspectiva, fue utilizada una colecciéon de
anticuerpos monoclonales preparados con la cepa ILI
y seleccionados en base a su ausencia de reactividad
frente a otras especies de vibrios. La reactividad de
los anticuerpos fue realizada con una prueba de tipo
dot-blot. Los resultados condujeron a reconocer
diferencias antigénicas entre las cepas ILI y 158
mediante el anticuerpo 2B6 (Tabla No. IV). Estos
resultados muestran el gran interés de utilizar
criterios antigénicos para céracterizar las bacterias ya
que permite reconocer facilmente dos cepas de una

misma especie aisladas de un mismo laboratorio.

TABLA No. IV. Listado de dieciséis
hibridomas, tres reconocen a las cepas ILI y
158 y trece reconocen solo a la cepa ILI.

HIBRIDOMA IL1 158
2 B6 + 4+
2 G1 ; ++ +
2 H5 +++
4 E1 + +
12 E6 ++ + + +
12 G6 + + + +
13 F3 + +
13 G6 ++
14 A1l ++
14 D4 + +
14 G7 + +
14 H7 +++
15 B5 + +
15 E2 + +
15 D11 + +

19 G4 +++ +
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Tomando en cuenta la estricta especificidad del
anticuerpo 2B6 para la cepa ILI, fue escogido para
desarrollar una prueba inmunoldgica de tipo colony-
blot que era una herramienta necesaria para
analizarin vivo las interacciones entre bacterias
probidtica y patdgena. El colony-blot es una prueba
particularmente conveniente para reconocer colonias
correspondientes a una cepa entre una mezcla
bacteriana. Para analizar las interacciones in vivo es
importante reconocer especificamente la bacteria
probiotica y la bacteria patégena y cualquier otra
bacteria presente en el tubo digestivo del animal
experimental. El uso en paralelo de una prueba
colony-blot especifica de la bacteria probidtica y de
otra especifica de la bacteria patdégena, permite
reconocer colonias correspondientes a cada una de
estas bacterias y, por deduccion, las colonias
correspondientes a las bacterias presentes en el tubo

digestivo del animal experimental.

La prueba cdlony—blot fue relativamente facil de
desarrollar de acuerdo con las numerosas referencias
existentes en esta area, consistiendo el trabajo en
optimizar las concentraciones de anticuerpos primario
y conjugado, y determinar el momento Optimo del

cultivo de colonias que permita obtener seiiales
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tiempo de incubacidén en el agar de mas de 8 horas.
Todos los controles, en cuanto a anticuerpos y cepas
bacterianas fueron impecables, en particular las
bacterias de la cepa 158 y la E22 (posiblemente
patégena) no mostraron reacciéon con la prueba

colony-blot.

3.2 ANALISIS DE LAS INTERACCIONES in vivo ENTRE
BACTERIAS "PROBIOTICAS" Y PATOGENAS

Las cepas utilizadas en las interacciones, ILI y E22, como
posibles probidtico y patdégeno respectivamente, fueron

escogidas en base a los siguientes antecedentes:

Las cepas ILI y 158 fueron utilizadas como probiotico en un
laboratorio de larvas, la primera fue usada durante varias
corridas con éxito relativo, no asi la cepa 158 que fue aislada
cuando se presentaron problemas en los tanques de cultivo
del laboratorio. Para establecer la cepa que se utilizaria
como probiotico en el modelo de estudio in vivo, un primer
experimento fue realizado en él cual se evaluaron estas
cepas en términos de patogenicidad o inocuidad, no
encontrandose diferencias entre ellas. De acuerdo a estos
resultados y, tomando en cuenta el comportamiento de estas
cepas durante las corridas, los trabajos posteriores fueron

realizados con la cepa ILI.
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La cepa E22 fue aislada durante problemas de mortalidades
con sindrome de tipo "bolitas" y su caracter patégeno fue
estudiado en infecciones experimentales realizadas
anteriormente (Arauz, 1994). Asi también, se cuenta con dos
anticuerpos monoclonales que reconocen a esta bacteria (9H4
¥2C9),

Una vez establecidas las cepas, fueron posteriormente
utilizadas para analizar sus interacciones sobre la base de
infecciones experimentales de larvas en el estadio de zoea 1.
Este estadio fue conscientemente seleccionado debido a que
en este momento las larvas son muy susceptibles a
infecciones bacterianas, ademas en este estadio las larvas
abren la boca y se puede inciar el proceso de colonizacion del
tubo digestivo por las bacterias presentes en el medio.
Consecuentemente, es un estadio adecuado para realizar
infecciones experimentales con bacterias con el propésito de
determinar su patogenicidad, inocuidad o su capacidad de
inhibir a bacterias patdgenas mediante un proceso de tipo

probidtico.

El principio de los analisis consiste en una serie de
observaciones secuenciales, aunque no todas fueron
realizadas en todas las experimentaciones : (i) la observacién
microscopica de los animales para detectar anomalias y en
particular sintomas de tipo "bolitas", (ii) determinacion de la

actividad de las larvas, presencia de luminiscencia y



