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RESUMEN

En el presente trabajo se detectd la actividad aglutinante de la
hemolinfa de Procambarus clarkii (acocil) sobre bacterias propias
y no proplas.

Las bacterias no propias, fueron obtenidas de pacientes con
diversos cuadros clinicos de infeccidn; las propias se aislaron de
cuticula, branquias, hepatopdncreas e intestino. Todas las
bacterias presentes en el acocil se caracterizaron por habitar
fuentes naturales de agua, suelo y no se consideran patdgenas, a
excepcion de Aderomonas hydrophila , reportada como patdgena para
organismos dulceacuicolas.

Se estudid la capacidad aglutinante de la hemolinfa del acocil ¥y
se encontro gue ninguna de las bacterias propias fué aglutinada;
de las no propias, sélo aglutind a: Lactobacillus, Staphylococcus
aur-eus cepas SEA y MS-76 y Streptococcus pyogenes (f3i=hemolitico).

También se observd que la hemolinfa no inhibid el desarrollo del
crecimiento de las bacterias mencionadas.

La capacidad del acocil para eliminar diferentes especies de
bacterias, se analizéd al inocular dichas bacterias a tres

B 8

diferentes concentraciones: 1) 0.3 x 10 UFCrmL, 2> 0.6 x 10

UFCrmL y 3 0.9 x IOB UFCs/mL. Sdlo deromonas hydrophila fué capaz
de matar a los acociles inoculados con las concentraciones de los

incisos 2 y 3.



INTRODUCCION

Han sido descritas mds de un milldn de especies animales, de las
cuales el 5 X aproximadamente poseen columna vertebral, por lo que
se designan con el nombre de vertebrados. Las especies restantes,
que comprenden el 95 X del reino animal son invertebrados. Entre
las 31,312 especies conocidas del subfilo Crustdcea, se encuentran
muchos organismos muy comunes, como los cangrejos, camarones,
langostas, langostinos y cochinillas de la humedad. Ademds , hay
miriadas de crustdceos diminutos que viven en los mares, lagos ¥y
lagunas del mundo entero y ocupan una posicidn bdsica en las
cadenas trdficas alimenticias acudticas (Barnes 18986).

Los artrdpodos son el grupo de organismos que mds €xito han tenido
dentro del reino animal, tomando como base el gran nimero de
ellos, su diversidad de especies, el amplio rango de habitats gque
ocupan y la gran diversidad de alimento gque consumen. Muchos
investigadores consideran que el éxito de los invertebrados es
producto mds de su gran capacidad reproductora que de su capacidad
de adaptacidn y respuesta del medio ambiente C(Rosales 1987).

La Clase Malacostraca es la mds importante entre los artrdpodos,
gue es principalmente acudtica. Casi todos los crustidceos son
marinos, pero hay también muchas especies dulceacuicolas.

En lo que se refiere a su filogenia, los crustdceos, tanto
entomostrdceos como malacostrdceos, existen desde el periodo
Cimbrico, pero su origen y sus relaciones con los demds grupos de

artrdpodos son obscuras (Barnes 1986).



Esta clase, posee el orden decdpoda del cual se conocen alrededor
de B,500 especies, y su tamafio es muy variable dependiendo del
hdbitat en que se desarrollen.

La forma del cuerpo es muy diferente y estd determinada por su
forma de vida y habitat, pero todos los decdpodos se caracterizan
por poseer tres secciones o©o tagmas gque son: pereidn, pledn y

telson CFigura 1).

Antenas

Anténulas

Parerion

Pleodn

Telson
Urépodos

Figura |.Anatonfa del acccil Procambarus clarkii



En el pereidn se encuentra basicamente un par de o jos
pedunculados, un par de anténulas unirrdmeas y un par de antenas
birrdmeas. Ventralmente se observan las mandibulas, las maxilulas,
y las maxilas que tienen una funcidn trdfica. En seguida, se
encuentran tres pares de maxilipedos gue corresponden a los tres
primeros segmentos fusionados del pereidn, los cuales los
toracdpodos han perdido su funcidn ambulatoria y se han
transformado en alimentadores. Detrds de estos dltimos, se
observan cinco pares de apéndices locomotores 11 amados
pereidpodos, que son ademds portadores de las branquias.

La siguiente seccidn, el pledn, posee seis segmentos que llevan un
par de apéndices por segmento denominados pledpodos (a excepcidn
del dltimo segmento), y que puede funcionar para la natacidn. En
el caso de los machos, el primer par se transforma en gondpodos o
petasmas, que son drganos copuladores, y en las hembras, del
segundo al gquinto par pueden desarrollarse para 1llevar los
huevecillos. Sin embargo, de acuerdo a los hdbitos gue tenga el
organismo estos apéndices pueden estar modificados de diversas
formas.

Por dltimo,se encuentra un par de apéndices birrdmecos muy
desarrollados denominados urdpodos, localizados en el dltimo
segmento del pledn y que sirven para la propulsidn junto con el

telson.



El acocil se encuentra en las aguas dulces de todos los
continentes. En el mundo, existen mds de 300 especies de estos; la
variacidn es muy extensa en cuanto a color y tamafio, se encuentran
acociles con diversas tonalidades, de amarillo, azul, rojo o
verde., Igualmente extensa es la variacidn en cuanto a tamafo.

La temporada de reproduccidn del acocil generalmente ocurre a
fines de Mayo o principios de Junio, en aguas abiertas como
arroyos y rios. En el medio silvestre, un acocil puede crecer
cerca de B mm en cada muda, ¥y son 11 mudas para madurar
completamente lo que significa un tamafio miximo de 8 a 10 cm.

Los acociles son omnivoros, es decir, comen materia vegetal o
animal, wviva o muerta. Prefieren la carne fresca y se usa
frecuentemente como carnada. Generalmente, cerca del 20 X de la
dieta del acocil consiste en gusanos, larvas de insectos y otro
tipo de materia relativamente inactiva. El material vegetal
también contiene grandes cantidades de organismos microscdpicos,
particularmente cuando esta en proceso de descomposicidn y durante
el proceso, el contenido de proteinas es considerablemente mds
alto debido a este material animal.

Los paises con mayor demanda de acociles son Francia y Estados
Unidos, y en éste Louisiana es el 4drea de mayor produccidn y

consumo CDavis 19B7).



La especie de Procambarus clarkii pertenece a la clase
malacostraca, orden decdpoda, suborden pleocymata e infraorden
astacidea. Dentro de este orden se encuentran muchos organismos de
importancia comercial como los camarones, las jaibas, las
langostas, los langostinos, etc; estas especies constituyen una
fuente alternativa de alimento, empleos, y divisas para beneficio
de nuestro pais.

La respuesta inmmunitaria con sus caracteristicas de
especificidad, inducibilidad, memoria y transferibilidad, es
exclusiva de los vertebrados. Estas caracteristicas, son el
producto de cambios del sistema inmune a través del tiempo.

Se sugiere, que el origen de este sistema ocurric durante 1la
evolucidn de protozoarios a metazoarios, cuando las células de
estos uUltimos adquieren la capacidad de unirse entre si por
receptores para determinantes propios (Kolb 1975). Por otro lado,
Rotenberg (citado por Cooper 1982) considera que la inmunidad
comienza con la habilidad de 1las células fagociticas para
distinguir lo propio de lo extrafio, y este reconocimiento es
regul ado por carbohidratos que se encuentran en la superficie de
las células.

Los invertebrados poseen respuestas de tipo humoral y celular, si
bien no podemos hablar de verdadera respuesta inmune, pues no son
especificas ni inducibles. La respuesta humoral se lleva a cabo en
los artrdpodos por la presencia en su hemolinfa, de diversas

sustancias capaces de aglutinar, opsonizar y lisar eritrocitos.



Es muy poco lo gque se sabe de las caracteristicas de la hemolinfa
de los acociles. Los estudios realizados por Lanz y Ramirez
(1988), muestran que posee capacidad para aglutinar eritrocitos
hQManos tipos A, B, 0, y de ratdn, rata, conejo y cobayo, con
diferente intensidad. Estudios de absorcidn realizados por los
mismos autores muestran, la existencia de mds de una aglutinina
sin determinar el nimero total de estas.

Hasta la fecha, no hay ninglin reporte o estudio general sobre la
flora bacteriana presente en este acocil, lo que hace a esta labor
totalmenle original y de suma importancia, ya que estos organismos
son considerados comoc una fuente alterna de alimentacidn para el
hombre, y aln no se sabe si presenta flora patdgena para ellos
para el ser humano, y si tienen mecanismos de defensa efectivos

contra dicha flora.



ANTECEDENTES

Dado que es muy escasa la informacidn que se tiene acerca de la
flora bacteriana e inmunidad de los acociles, se debe recurrir a

otros trabajos realizados con diferentes artrdpodos.

En 1864 Gingrich demostrd, que 21 hemiptero Ancolpitus faciatus
puede producir una lisina para Pseudomeonas aeruginosa, despuds
del reto con una dosis simple de antfigeno preparado con la
bacteria muerta por calor.

En 14970 Mc. Kay y Jenkin, fueron los primeros gue analizaron la
caparidad fagocitica de las células sanguineas Chemocitos) del
acocil Parachaeraps bicarinatus in vitro, demostrando gque 1la
fagocitosis dependia de factores que se encontraban en la
superficie de los hemocitos o presentes en la hemolinfa.

En 1972 Stang-Yoss estudid las caracteristicas ultraestructurales
de las células hialinas y granulares en el acocil europeo Astacus
astacus, en el gue se observan células carentes de granulaciones
en el citoplasma Chialinas), a las gue se les atribuyen funciones
fagociticas y cédlulas con grinulos de diferentes tamafios que
podrian participar en la coagulacidn y liberacidn de lectinas.

En 1972 Fingerman, menciona gque el exoesqueleto de algunos
crustidceos actda como una barrera funcional contra el atagque de

bacterias patdgenas.



En 1973 Manning realizd estudios de la fagocitosis en amibas, las
cuales pueden reconocer ¥y no agredir individuos de su misma
especie, y sin embargo fagocitan cédlulas extrafias. En este mismo
afio Tyson al igual gue Prowse (1969) estudiaron la fagocitosis en
andlidos, moluscos e insectos y observaron gue la fagocitosis se
ve incrementada por la presencia en la hemolinfa de sustancias
opsonizantes.

En 1975 Tripp menciona gque muchos invertebrados contienen en su
hemolinfa factores capaces de lisar bacterias, protozoarios y
eritrocitos de diferentes vertebrados. En 1975 Sloan, trabajd con
el acocil Procambarus clarkii, demostrando que éste puede
reconocer y eliminar de la circulacidn diferentes proteinas.

Fn 1981 Soderhall observd que en ocasiones, la activacidn del
sistema profenol oxidasa (Pp0) da como resultado la melanizacidn
del material extrafio. La melanina inhibe a las quitinasas vy
proteasas microbianas y protege al animal contra la lue
ultravioleta. Al siguiente afio, mostrd que la activacidn del
sistema PpO también da como resultado la generacidn de proteinas
ovpsonizantes que se pegan a la superficie del material extrafio,
funcionando como marcadores de superficie.

Fuke en 1982 y Buscena, Lackie y Langlet en 1983, Trabajaron sobre
el reconocimiento de lo propio y extrafo en invertebrados como

protozoarios, esponjas, corales, anédlidos y tunicados.



Fn 1984 FRouger reportd gque las Jlectinas gque se encuentran
comprometidas en la defensa de los invertebrados, son capaces de
aglutinar diferentes tipos celulares como eritrocitos, bacterias y
espermatozoides, y su funcidn puede ser inhibida concarbohidratos.
En 1985 Cameron menciona que algunos crustdceos secretan cera en
su cuticula, gue les proporciona proteccidn contra ataques
bacterianos.

En 1985 Ratcliffe, reportd que la lisozima, lisina de
invertebrados, rompe la pared celular de diferentes bacterias.
Ademds, inyectd a la pupa de la polilla Hyalophora cecropia dosis
bajas de bacterias no patdgenas, y detectd 15 proteinas nuevas en
la hemoclinfa.

En 1985 Ravindranath et al. proponen gue las lectinas participan
en la fagocitosis de bacterias que presentan dcido sidlico en su
superficie, pues observd que el suero de C. antennarius podia
aglutinar una variante de la cepa Escherichia coli K1 que tenia en
su superficie dcido sidlico, pero no aglutinaba a la variante que
no la presentaba.

En 1988 Lanz y Ramirez realizaron un trabajo sobre la actividad de
la hemolinfa de Procambarus clarkii para aglutinar eritrocitos de
diversas especies, y encontraron gque la aglutinacidn es selectiva
para algunos de ellos.

En 1988 V3zquez observd en la hemolinfa de Cambarellus sp,
Procambarus clarkii y Macrobrachium rosenbergii la presencia de

lectinas con especificidad para el dcido sidlico.
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JUSTIFICACION

En México, la especie Procambarus clarkii es poco conocida y por
lo tanto su explotacidn y comercializacidn, aungue ya se lleva a
cabo, es muy baja debidec a la escasa informacidn gque se tiene
respecto a las cualidades alimenticias.

Cuando una nueva especie de crustdceos es considerada apta para el
cul tivo, se debe desarrollar un sistema adecuado para su
produccidn y no olvidar el riesgo de aparicidn de epizootias
CBardach 1986, Bautista 1987).

Los acociles son organismos de fortaleza evidente. Su resistencia
a las enfermedades es superior a la de muchos otros animales
(Davis 1987).

Las enfermedades no son las dnicas dificultades que se pueden
presentar en los cultivos, si no gque tambiédn algunos de los
productos y compuestos utilizados en el tratamiento y control de
las infecciones, como la furazolidona, nitrofluorazona ¥
cloramfenicol pueden ser tdxicos para el hombre, ya gue la mayoria
de los productos obtenidos a travéds de la acuacultura son
destinados al consumo humano (Bardach 1986, Bautista 1987).

Los estudios del efecto de la hemolinfa sobre los eritrocitos de
diversas especies son un antecedente atil, pero poco

representativo de los sistemas de defensa del acocil.
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Es evidente que las bacterias son antigenos mucho mds naturales
que los eritrocitos, pues se encuentran en su organismo y el medio
ambiente en que se desenvuelve, por lo gue es importante estudiar
la flora bacteriana presente en Procambarus clarkii y la accidn
ejercida contra ella por la hemolinfa.

Esto en comparacidn con la aglutinacidn ejercida contra otro tipo
de bacterias no relacionadas con las anteriores, a fin de analizar
como se defiende esta especie, de los retos bacterianos.

Es necesaria la investigacidn sobre los mecanismos de defensa
(respuesta inmune) de invertebrados decdpodos, para obtener
conocimientos que sirvan como base a las posibles soluciones de
los problemas mencionados y aumentar los conocimientos sobre la
aparicidn y desarrollo de la respuesta inmunitaria.

En el presente trabajo, se determina el tipo de bacterias
presentes en el acocil, se detecta la actividad aglutinante de la
hemolinfa sobre dichas bacterias, se estudia su capacidad para
aglutinar, lisar o inhibir el desarrollo bacteriano.

Esto dara una idea del grado del desarrollo de la respuesta inmune
en estos animales, en comparacidn con la ya conocida de algunos
otros artrdpodos, y asi tener una visidn mids amplia y completa, de

la evolucidn de la respuesta inmunitaria.

iz



En caso de encontrar capacidad bacteriolf{tica en la hemolinfa de
Procambarus clarkii, esto abrirfa un nuevo campo en el estudio de
los reactivos bioldgicos, ya que se puede tratar de la existencia
de un nuevo bacteriostdtico o inclusive un antibidtico. En este
caso también podria servir como reactivo para identificar ciertas
bacterias, como sucede con Limulus polvphemus cuya hemolinfa sirve

para detectar la presencia de pirdgenos.
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1)

2)

3D

4>

5)

OBJETIVOS

Determinar la identidad de las bacterias presentes en:
a) Cuticula.

b) Branguias.

c) Hepatopdncreas.

d) Intestino.

Detectar la capacidad aglutinante de 1la hemolinfa

Procambarus clarkii sobre bacterias propias.

Detectar la capacidad aglutinante de la hemolinfa

Procambarus clarkii sobre bacterias no propias.

Estudiar la capacidad de la hemolinfa, para inhibir

desarrollo de cepas bacterianas propias y no propias.

Investigar la capacidad de la hemolinfa, para regular

infeccidn del acocil por bacterias propias y ajenas.

14
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MATERIALES

ANIMALES
Se utilizaron acociles adultos
longitud,

CINYESTAY (Figura 2).

. ACocli aulto aue mide acrox|madamente

® 2310, % longing.

15

originarios del rio Conchos,

Y METODOS

de aproximadamente 8 a 10 cm de

Chi huahua, donados por el

Para determinar el tipo de

flora presente en Procambarus

clarkii se utilizaron 30
acociles, para detectar la
capacidad aglutinante de 1la
hemolinfa ¥ estudiar la
inhibicidn del dasarrollo
bacterianc se sangraron 40

acociles y en el caso de 1la

inoculacidn de bacterias se

utilizaron 36 acociles.



MEDIOS DE CULTIVO.

Se disolvid agar BHI en agua destilada, y se esterilizd en
autoclave; despuds se pasaron 10 mL en cajas Petri estédriles de
plastico desechables, de 90 mm de didmetro, hasta gelificacidn. Lo
mismo se hizo con el agar Nutritivo. Para la prueba de esterilidad
de los medios de cultivo, la mitad de 1las cajas Petri, se
colocaron en la estufa a 37 C ¥y la otra mitad a temperatura
ambiente, dejando pasar un lapso de 2 a 3 dias para ver si habia

desarrollo de bacterias y de 4 a 5 dias para el caso de hongos.

TOMA Y SIEMBRA DE MUESTRAS.

Para sembrar las muestras de cuticula se utilizd al organismo
vivo, y con asa metdlica estédril se tomd muestra en la parte
dorsal del organismo (caparazdn). Se sembrd por duplicado en cajas

Petri (Figura 3.

Figura 3. Toma de [a ruestra de bacterias presentes en
cuticula por medio de una asa de siembra este
ril y sembrada poster|ormente en agar BH N
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Figura =, Joma de |a muestra de Dacterias presentes en
pranguias medlante una asa de sismbra estéril.
£n el giagrama se syestra |as branquias una
ve: separado el oereion.

Hepatooancreas

|
Intesting

Figura 5. J1agrama gel Nepatopancreas e Intesting
cn estos Orgards se tosaron |as muestras
para cultivo bacteriang,

17

Despuds se sacrificd al

organismo y se quitd parte del
tomar la

caparazdn, para

siguiente muestra que fué la de

las branqui as la cual se

realizd de la misma manera que

en cuticula (Figura 4).

En seguida se realizd la

diseccidn con la ayuda de

pinzas y tijeras estériles,

qui tando primero todo el

caparazdn para levantar parte

del tejido b4 localizar el

hepatopdncreas e intestino

CFigura 5).



La muestira del hepatopdncreas se tomd y se sembrd  igual que las
de cuticula y branquias. En seguida, se extrajo todo el intestino
gue mide aproximadamente 3 cm y se colocd en un homegenizador de

tejidos estéril con 10 mL de solucidn salina amortiguadora de

fosfdtos estéril (PBS). Se homogeniza con el €mbolo y se pasd el
liquido a un tubo de ensayo estéril con tapdn de rosca, y se
centrifugd a 5,000 rpm durante 5 minutos. Despuds se tomd la
muestra del sobrenadante y se sembrd, se tird el sobrenadante y se
tomd muestra de la pastilla que tambidn se sembrd. La pastilla
fué resuspendida con PBS estéril y se volvid a centrifugar igual,
para sembrar de nuevo.

La mitad de las cajas con muestra de cuticula, brangquias,
hepatopdncreas e intestino, se incubaron a temperatura ambiente, y
la otra mitad de cajas se colocaron en frascos grandes de vidrio,
con boca ancha y tapa, metiendo trescajas Petri y una vela
encendida por frasco, sellando con plastilina, para gue se
consumiera el mayor oxigeno posible, y poder crear un ambiente
microaerofilico. Se describid la morfologia macroscdpica a las 24,
48 y 72 horas.

Dichas colonias se aislaron y se volvieron a incubar otras 72
horas, a cuyo término se sembraron en gelosa sangrepara su
identificacidn y pruebas bioquimicas, y despues se conservaron en
el fefrigerador.

Las bacterias se ajustaron en PBS estéril a una concentracidn de
0.3 x 103 UFCs/mL determinada mediante el Nefeldmetro de

Mc.Farland. Dicha concentracidn se usd para las pruebas de

aglutinacidn.

i8



Las bacterias no propias del organismo, utilizadas en los estudios
comparativos de aglutinacidn fueron: Bacillus subtilis, Candida
=, Enterobacter aerdgenes, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus sp, Pseudomonas, Salmonella thyphimurum,
Streptococcus aureus cepas 100-A, 204, SEA y MS-76,, Streptococcus
pyogenes B-hemolitico y Lactobacillus. Donadas por el departamento
de Microbiologia de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas y
de Los Laboratorios E1 Chopo, obtenidas de pacientes con diversos
cuadros clinicos de infecciones, ajustadas a las mismas

concentraciones que las anteriores.

OBTENCION DE LA HEMOLINFA.

Se usaron jeringas desechables
estédriles, con agujas del ndmero 22,
que se insertaron en la articulacidn
proximal de las quelas, y se obtuvo la
hemolinfa (Figura 6). Se colocd en un
homogenizador de tejidos @estéril,
hasta tener una cantidad considerable
de hemolinfa C(dependiendo de cada
organismo, se obtuvo aproximadamente
0.5 a 1.5 ml), y se dejd coagular. Se
macerd el codgule y se filtrd. Se

hicieron alicuotas gue se conservaron

Drom |
se Joc

en el refrigerador para utilizarse

antes de 1 semana.
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AGLUTINACION .

Se hizo en placas de pldstico, con 96 pozos con fondo en ~U:. En
los primeros pozos de cada fila, se colocaron 200 gl de la
hemolinfa y en el resto de los pozos, se colocaron 100 ul. de PBS

estéril (Figura 7).

placa de plastico con fondo en "U"
sry 1ra1csus respectivas diluciones
Para hacer las pruebas de ag!utm:‘cion

Desples se hizo una dilucidn seriada de la hemolinfa: 1:1, 1:2,
1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, hasta 1:128. A cada pozo, se le
agregaron 100 uL de una concentracidn de 0.3 x 109 UFCs/mL de
bacterias propias y no propias diluidas en PBS estéril. A cada
bacteria se le hizo su respectivo control, colocando sdlo la
bac'teria sin hemolinfa en los pozos, para ver que no hubiera una

auloaglutinacidn. Se cubrid la placa con papel egapak, y se

conservé en refrigeracidn para leer al dia siguiente.
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INHIBICION DEL DESARROLLO SACTERIAND.

Las bacterias propias y no propias del acocil se diluyeron en PBS
estéril a una concentracidn final de 3.0 x 109 UFCr/mL. Se tomd una
alicuota de 5 pl que se agregd a 5 pL de hemolinfa en los pozos de
la placa de cultivo. Como grupo control a las bacterias en lugar
de hemolinfa se le aqgregaron S5 gl de PBS estéril. De estas
suspenciones se tomd una muestra con una asa estéril y se sembrd
en agar BHI a temperatw a anbiente. Se revisd el crecimiento a las

24, 48 y 72 horas y se compard con el grupo control.

INOCULACION DEL ACOCIL CON BACTERIAS PROPIAS Y AJENAS.

Se tomaron 0.5 ml de bacterias patdgenas
para el hombre las cuales fueron: 5. aureus
cepas SEA Yy MS-76, y S. pyogenes
Cf-hemoliticod; y 0.5 nl de bacterias
presentes en el acocil las cuales fueron:
A, hydrophila, <C. tritici y E. agglomerans.
Dichas bacterias fueron diluidas en PBS
estéril a las siguientes concentraciones:

8

1) 0.3 x 10" UFCr/mL, 2) 0.6 x IOB UFCrml y

3 0.9 x 108 UFCrmL, inyectando cada

concentracidn a dos acociles

Flaura 8 Sie"ulzuia::m *® &:{zer:as.[
Inyectaron 0.5 mL,
clra—g#ég &‘_B’]’% aifema% respectivamente C(Figura 8). Al grupo
m{,int]!nfa{[]i%o. Praiﬁﬁ'
se extrzen 0.5:xL. o8 herolln .
]ra:.\ara evl:arrslaure;aga & control,sdlo se le inoculd 0.5 mL de PBS
liauidos.

estéril, y se anotd la sobrevivencia de los

acociles a las 24, 48 y 72 horas.
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RESULTADOS

Flora bacteriana presente en Procambarus clarkii.

Las especies de bacterias gque predominaron en cuticula fueron:
Enterobacter agerogenes y Klebsiella pneumoniae, y para branquias
fué Enterobacter agglomerans. En branqui as las especies
Acinetobacter polymorpha, Enterobacter hafniae y Haemophilus
aphropilus, se encontraron una sdla verx en un mismo acocil

(Cuadros 1 y 2 ).

Cuadro 1. Bacterias presentes en cuticula.

Especies No. de veces encontrada
Enterobacter aerogenes 30
Klebsiella pneumoniae 30
Enterobacter c¢loacae 23
Corynebacterium kutscheri 20
Corynebacterium violaceum 20
Bacillus sphaericus 17
Aeromonas hydrophila . 5
Cuadro 2. Bacterias presentes en branguias.

Especies No. de veces encontrada
Enterobacter agglomerans 30
Enterobacter aerogenes 24
Corvnebacterium tritici 20
Corynebacterium kutscheri 19
Corynebacterium violaceum 15
Aeromonas hydrophila 5
Acinetobacter polymorpha 1 A
Enterobacter hajfniae 1 A
Haemophilus aphrophilus 1 A

A Especie de bacteria encontrada en un mismo acocil.
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In hepatopdncreas e iuntestino, predominaron tres especies de
bacterias, teniendo en comin a Enterobacter agglomerans y
Escherichia coli. La especie Enterobacter clogcue sdlo se encontrd

en hepatopancreas, mientras gue Bacillus sphaericus, Micrococous

roseus y Sarcina rubidae, se encontraron una sdéla vez en un mismo

acocil (Cuadros 3 y 4 ).

Cuadro 3. Bacterias presentes en hepatopdncreas.

Especies No. de veces encontrada
Enterobacter agglomerans 30
Enterobacter cloacae 30
Escherichia coli 30
Corvaebogcterium tritici 19
dcinetobacter polvmorpha 12
deromonas hydrophila 5
Bacillus sphaericus 1 A
Micrococcus roseus 1 A
Farcina rubidas 1 A

A Especie de bLacteria encontrada en un mismo acocil.

Cuadro 4. Bacterias presentes en intestino.

f

| Especies No. de veces encontrada

|Er‘1ter~obucter aerogenes 30
Enterobacter agglomerans 30
Escherichia coli 30
Enterobacter cloacae 2e
Corynebacterium vioclaceum i8

|Corvnebacterium tritici 15

(Klebsiella pneumoniae i2

| deromonas hydrophila 5]

|{Bacil lus sphaer icus 1 A

I.‘!‘i::r-o;:oe:::u.s- roseus 1 A

ISar‘t: ina rubidae 1 a

,F A Especie de bacteria encontrada en un mismo acocil.
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Aglutinacidn:
Las prucbas de aglutinacidn

acocil resultaron negativas

con las

en

Aeromonas hydrophila la cual

encontrada (Cuadro 5).

Cuadro 5. Aglutinacidn con bacterias presentes en el acocil.

bacterias presentes en el

todos

es

la

los casos, incluyendo a

s
unica especie

patdgena

Especies Aglutinacidn (€30
Aeromonas hydrophila C—-2
Acinetobacter polymorpha «—2
Bacil lus sphaericus «—>
Coryvnebacterium diversus C—2
Corynebacterium kutscheri c—)
Corynebacterium violaceum C—2
Enterobacter aerogenes C—=2
Enterobacter agglomerans (==
Enterobacter cloacae ' C—
Enterobacter hajfniae —2
Escherichia coli «—)
Haemophilus aphrophilus C—
Klebsiella pneumoniae —2
Micrococcus roseus C—)
Sarcina rubidae C—)
(o No hubo aglutinacidn.
(%) Todas las aglutinaciones se hicieron desde la dilucidn 1:1

hasta 1:128.



En el caso de las pruebas de aglutinacidn con bacterias no propias

del acocil, aisladas de pacientes con cuadros clinicos de

infeccidn, la hemolinfa sdlo aglutind a:

Staphylococcus aureus cepas 100-A y MS-76,

pyogenes (3-hemolitico) (Cuadro 6).

lL.actobacillus,

y Streptococcus

Cuadro 6. Aglutinacidn con bacterias patdgenas del hombre.

| Especies Aglutinacidn
Bacillus subtillis C—
Candida sp c—
Enterobacter agerogenes c—)
Escherichia coli «—
Klebsiella pneumoniae C—)
Proteus =p «—
Pseudomonas auruginosa {—
Salmonella thiphimurum C—
Staphylococcus aureus cepa 204 —
Streptococcus pyogenes (fi~hemolitico) gpo B C—
Lactobacillus C +> 1:128
Streptococcus pyogenes (fi-hemoliticod C +3 1:32
Staphylococcus aureus cepa SEA C +> 1:128B
Staphvlococcus aureus cepa MS-76 C +2> 1:128
Staphylococcus aureus cepa 100-A ¢ +3) 1:128
C— Especies de bacterias no aglutinadas
A R Especies de bacterias aglutinadas hasta la dilucidn

indicada.




Inhibicidn del crecimiento bacteriano:

Las pruebas de inhibicidn del crecimiento bacteriano resultaron
negativas, tanto para todas las bacterias presentes en el acocil
como para todas las bacterias aisladas de pacientes con cuadros

clinicos de infeccidn (Cuadro 7).

Cuadro 7. Inhibicidn del crecimiento bacteriano.

Especies de bacterias Inhibicidn
Aeromonas hydrophila <—)
Acinetobacter polvmorpha «—)
Bacil lus sphaericus —)
Bacillus subtilis «—2
Candida sp «—2
Corynebacterium diversus «—2
Corynebacterium kutscheri C-—)
Corynebacterium triticti -
Corynebacterium violaceum C-=)
Enterobacter agerogenes C—)
Enterobacter agglomerans C—>
Enterobacter cloacae C—>
Enterobacter hajfniae «—)
Escherichia coli . «—
Haemophilus aphrophilus —
Klebsiella pneumoniae C—2
Lactobacillus sp «—
Micrococcus roseus C—
Proteus sp «—
Pseudomonas auruginosa C—
Sarcina rubidae «—)
Staphylococcus aureus cepa SEA «—2
Staphvlococcus aureus cepa MS-76 «—)
Staphylococcus aureus cepa 100-A «—2
Streptococcus pyogenes (f3-hemolitico) gpo. B C—2
Streptococcus pyogenes sp c—2

C—) No hubo inhibicidn del crecimiento bacteriano.

Todas las bacterias tuvieron un desarrollo normal a las 24, 48 y

72 horas.
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Inoculacidn de bacterias:

l.as bacterias presentes en P clarkii inoculadas fueron: Aderomonas
hydrophila, Enterobacter cloacae y Corynebacterium tritici. De los
18 acociles utilizados para la inoculacidn de bacterias propias,
sdlo 4 acociles no pudieron regular la infeccidn provocada por

Aeromonas hydrophila (Cuadro B).

Cuadro B. Inoc ulacidn de bacterias presentes en #F. clarkii.
Especie Dosis inoculada Sobrevivencia en horas
24 48 7e
1) 0.3 x 1()B UFC/mL A A A
Aeromonas 8
hydrophila 2) 0.6 x 10 UFCrmL A L g
3 0.9 x 10°% UrcomL +
B8
1) 0.3 x 10 UFCr/ml A A A
Enterobacter ” 8
agglomerans 2) 0.6 x 10" UFCrmL A A A
3) 0.9 x 108 UFCsml A A A
1) 0.3 x 108 UFCrmL A A A
Corynebacterium 8 :
Erd b 2) 0.6 x 10 UFCrmL A A A
3> 0.9 x 1.0B UFC/mL hH A A
A Acociles vivos.
+ Acociles muertos.

27



Las bacterias no propias de P.clarkii inoculadas fueron:
Staphylococcus aureus cepas SEA y MS-7V6, y Strptococcus pyogenes
(fA-hemolitico). Los 18 acociles inoculados sobrevivieron a las

dosis inoculadas (Cuadro 93.

Cuadro 9. _Inoculaiién de bacterias no propias de P. clarkii.

Especies Dosis inoculadas Sobrevivencia en horas
24 48 T2
1) 0.3 x 1*(."B UFCr/mL A A A
£ U 2 0.6 x 10° UFc/mL A A A
cepa SEA
3) 0.9 x 108 UFC/mL A A A
1 0.3 x 103 UFCrmL A A A
5. aureus B8
cepa MS-76 2) 0.6 x. 10~ UFCrsmL A A A
3 0.9 x IOB UFCrmL A A A
1) 0.3 x 108 UFC/mL A A A
5. pyogenes 8
Ci=homol L tLced 2) 0.6 x 10 UFCrmL A A A
2 0.9 x 10% UFComL A A A
A Acocliles vivos.
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DISCUSION

Especies de bacterias presenfes en Procambarus clarkii.

El acocil utilizado en el presente trabajo habita en el rio
Conchos, Chihuahua, ambiente dulceacuicola que presenta un gran
contenido de nutrimentos, debido a la presencia de organismos
fotosintetizadores que utilizan energia de 1la 1luz para la
produccidn inicial de materia orgdnica; dichos organismos se
denomi nan productores primarios. Los productores primarios
determinan el rendimiento de produccidn de los rios. En este rio
en particular existe una abundante produccidn natural de estos

acociles.

El cuerpo del acocil Procambarus clarkii proporciona un ambiente
favorable para el desarrollo de microorganismos, ya que es rico en
nutrimentos orgdnicos y factores de crecimiento requeridos por los
heterdtrofos. Suministra condiciones relativamente constantes de
pH y presidn osmdtica. Sin embarge este ambiente no es uniforme.
Cada regidn y drgano del acocil como cuticula, branqul as,
hepatopdncreas e intestino, difieren en su quimica y fisica, y por
lo tanto suministran distintos ambientes donde ciertos tipos de

bacterias son favorecidos y otros no.



El primer sitio elegido para la toma de muestra, fué la cuticula,
la cual es de una gran importancia por formar parte del
exoesqueleto que se encuentra endurecido por el depdsito de sales
calcdreas, y se caracteriza por su alto contenido de quitina. Aqui
se da el primer contacto directo del acocil con su medioc ambiente
exterior.

El siguiente drgano, las branquias, se localiza en los apéndices
locomotores llamados pereidpodos, mediante los cuales se lleva a
cabo la respiracidn. Este proceso se efecttla por medio de 1la
filtracidn del agua, y debido a esto, los microorganismos
presentes en ella se concentran en las branquias. Otro de los
drganos estudiados fué el hepatopdncreas, el cual forma parte del
aparato digestivo del acocil. Su funcidn es la produccidn de
enzimas, absorcidn, y almacenamiento del alimento. Se localiza en
la parte anterior del intestino, y presenta una gran concentracidn
de bacterias que entran por via oral. E1 dltimo dSrgano
seleccionado fué el intestino medio y posterior, gque al igual que
el hepatopdncreas forma parte del sistema digestivo del organismo,
teniendo como funciones la absorcidn de agua y otros elementos,
asi como el almacenamiento de desechos que posteriormente se
eliminan.

Las bacterias presentes en cuticula, no parecen dafar al
organismo, y quizd actden evitando la implantacidn de bacterias
patdgenas. Tambiédn es posible que el exoesqueleto actlle como una

barrera anatdmica contra dichas bacterias (Fingerman 1985).
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Como antecedente a esta aseveracidn, hay datos gue mencionan que
alyunos crusticeos secretan cera en su cuticula, que les
proporciona proteccidn contra ataques bacteriancs (Cameron 1985).
El acocil presenta 11 mudas hasta alcanzar su talla mdxima, gque es
aproximadamente de 8 a 10 cm. Quizd entre muda y muda presente un
ambiente propicio para el desarrollo de otro tipo de bacterias.
Sin embargo, al alcanzar su talla mdxima donde sus condiciones
guimicas ya no cambian, gquizd se convierta en un medio mds estable
para un sdlo tipo de flora bacteriana. El encontrar ciertas
especies una sdla vez en branguias como dcinetobacter polymorpha,
Corynebacterium diversus, Enterobacter hafniae y Haemophilus
aphrophilus, puede ser debido a que estas bacterias no son capaces

de desarrollarse en el medioc ambiente interno del acocil.

En el caso de las especies encontrados en el hepatopdncreas, es de
suponer gue son aquellas capaces de resistir secreciones
digestivas y por lo tanto se almacenan en este sitio. Algunos
crustdceos secretan enzimas digestivas gque determinan un pH
gdstrico 3cido, evitando la implantacidn de agentes infecciosos
ingeridos con los alimentos C(Ratcliffe 198S). Probablemente,
también funcione como una barrera para la implantacidn de otro

tipo de bacterias.
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En el intestino medio y posterior, las bacterias gque se encuentran
se pueden considerar como parle de la flora de estos animales, por
ser el conducto por donde pasan  los alimentos para su
almacenamiento y eliminacidn; y porgue se encuentran en todos los
animales estudiados.

Las bacterias presentes en hepatopancreas e intestino, podrian
sintetizar otros elementos necesarios, como lo son las wvitaminas
en el caso de los mamiferos (Jawets,E. et al. 1930).

Las especies Micrococcus roseus y Sarcina rubidae son los fnicas
que tienen forma de cocos de todas las bacterias reportadas. Quizd
el hepatopdncreas e intestino sean los dnicos sitios donde puedan
permanecer los cocos, aungue por poco tiempo; posiblemente por no
encontrar en otros sitios las condiciones apropiadas para su
implantacidn, siendo eliminadas por los sistemas de defensa del

acocil.

Dado que el rioc es un sistema ablerto en el cual se descargan
cantidades considerables de materia fecal y desechos orgdnicos,
con un continuo reciclaje de agua dependiendo de la época del afio,
resulta 1dgica la presencia de bacterias entéricas como grupo
predominante, tipico de cuerpos de agua, lo que explica también
las diferentes especies encontrados.

La posibilidad de encontrar otras bacterias, podria ser producto
de la contaminacidn del rio con desechos industriales o aguas

negras, o bien, por desastres naturales como inundaciones.
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Posiblemente, este dltimo caso explica la presencia de la especie
Aeromonas  hydrophila, que con frecuencia produce procesos
patoldgicos en animales marinos de sangre fria y animales de agua
dulce, y gue en el hombre causa neumonias y gastroenteritis leves
o graves.

Este ge-’nero se encuentra comunmente en el agua y suelo, y se
encontrd en todos los d&rganos muestreados en 5 acociles, pero
conviene aclarar que estos organismos fueron colectados despuds de
que hubo una gran inundacidn en el Estado de Chihuahua, por lo gue
el rio Conchos tuvo una gran contaminacidn de todo tipo de
desechos.

A pesar de ser patdgena, al parecer los sistemas de defensa del
acocil pueden manejar la infeccidn por deromonas hydrophila, si es
de magnitud pequefia, pues 1los organismos gque la albergaron
llegaron vivos hasta el laboratorioc. Sin embargo, no parece ser

capaz de manejar infecciones masivas, como se verd mds adelante.

33



Aglutinacidn;

El acocil Procambarus clarkii pusee respuestas de tipo celular y
humoral, aunque no son especificas ni inducibles. La respuesta
celular se lleva a cabo mediante la fagocitosis por medio de sus
células denominadas leucocitos o© celomocitos, cuya capacidad
fagocitica se ve incrementada por la presencia de sustancias
opsonizantes presentes en la hemolinfa (Tripp 1975). En la
respuesta humoral actdan el sistema profenol oxidasa (PpOD,
lisinas, aglutininas, y en algumnas especies factores del
complemento, presentes en la hemolinfa.

En el presente trabajo se realizaron las pruebas de aglutinacidn
con bacterias presentes en el acocil, resultando negativas dichas
aglutinaciones en todos los casos. Probablemente esto se deba a:
Cadque las bacterias presentes no sean patdgenas para el acocil y
por lo tanto su defensa no se dirige contra ellas; (b) por la
ausencia de carbohidratos especificos reconocibles por las
aglutininas, ya que estas se caracterizan por unirse
selectivamente a cierto carbohidralo; o) pur compunenles presentes
en la membrana o pared celular de las bacterias gque inhiban su

unidn a las aglutininas.
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En las pruebas de aglutinacidn con bacterias aisladas de pacientes
Con cuadros patoldgicos, la hemolinfa aglutind sdlo at
Lactobacillus, Streptuococcus pyvogenes (fi~-hemolitico) y
Stapvlococcus aureus cepas SEA, 100-A y MS-76.

Posiblemente estas bacterias sean patdgenas para el acocil, por lo
tanto, las aglutininas presentes en su sistema de defensa humoral
actiden aglutindndolas o bien, estas bacterias no tienen nada que
ver con la patologia de esta especie de crustdceo, pero su
hemolinfa es capaz de reconocer algin C(os) carbohidrate (s)
presentes en dichas bacterias que gquizd crucen con las que si son
patdgenas para ellas.

Como antecedente a lo anterjior podemos mencionar gque la respuesta
humoral se lleva a cabu en los artrdépodos por la presencia en su
hemolinfa, de diversas sustancias capaces de aglutinar, opsonizar,
y lisar eritrocitos, bacterias y protozoarios de diversos
vertebrados (Tripp 1975). También se puede mencionar leos trabajos
hechos por Lanz y Ramirez (1988) con la hemolinfa de Procambarus
clarkii sobre la aglutinacidn de eritrocitos de diversas especies.
Por otra parte, se tienen reportes