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RESUMEN 

El desar1ollo de la ocuJcultura. en divc1-sa~ partes d~l 

mundo, ha puesto de man l f l e:Jl1.i J ,"I imp .. ntanc ia de _, l gunas 

bacterias patógenas para los ('IFgi'lnirnnos en cultivo y han sido 

reportados muchos casos de ep1zoot1as. Lan b.!lct.:T1an qu.:> ne 

han aielado (\e estos CdSOS pcrten•·ct.·n pr1ncipalmcnte al gt-n<'rn 

Vibr10 sp. 

Se real1z6 un estud10 de Taxonoml.l NumAr1c:1 aplicando un 

conjunto de 47 prueban taxonómicas nobrc 93 cepasi s1 lvestP'}S 

pertenecientes al género mencio11ddo, a1~lad~s de diferentes 

sistemas de acuicultura y 6 ccp.,.s de colección de lo ATCC • 

que sirvieron como referencia. 

El conjunto de pruebas taxonómic~s se entdblec1ó tomando en 

cuenta: el grado de complejidad que representa cada una de las 

pruebas. la infraestructura requerida, la información fenott­

pi~~ q~1P ~pnrt~ y 1~ ~~ractertsticd discriminante p~ra coda 

ttna de las especies del género estudiado. 

La similitud entre la~ cepas fue calculada med1ante el coefi­

ciente de Jaccord. El dendrograma correspondiente se elaboró 

mediante la técnica de pares promediados de a.cuerdo con Sokal 

y Sneath. 1963. 

* ATCC •American Type Culture CoHection. 



Se preoentó una clara dgrup4ci6n de las cepas de acuerdo con 

su procedencia. 

Con base en el on6lisis fonot1p1cv realizado se eatablecie­

TQO dos grupos: el grupo I. fue el mas importante cut.rntita.tiva 

y r.uétl1lat1vo1m,ntt1, Y..l que en ~l se conr:-cntroron la mayoria dA 

}3S cepas caracteriz~ddg, lograndose identificar cepas silves­

tres halo!1licaa perte11c.:-1entes a V.pM.1lldemoJyt1cus y otros 

b1olum1 n1scente~ Cümo V. /J.JYVr>YJ. 

El grupo ll preAi·ntO car~ctertst1cas fenot1t1pav particulares 

y un bajo porcentaje dA similitud entro ld.S ccp"1S que lo 

conforman y con e 1 grupo I. 

Se presentan los valor·er1 dt.• bacterias saprófitas. Vibrio y 

col1formes totales detectados en diferentes puntos de los 

sistem<"\s muestr·ead.os ;rn1 como en loR cultivos de artemia, 

obulón y camarón. 

Estos reaultados demuestran la 1mportanc1a de este tipo de 

monitoreos bacter1ológicos en form3 rutinaria con el fin de 

dPt~rt~r ln presencia de bacterias potencialmente patógenas, 

controlar las fuentes de contaminación y evjtar con ello 

posibles epizoot1as debidds a estos microorganismos. 

Todo lo anterior conut1tuye un factor determinetnte en la 

estabilidad y productividad de loe sistemas de acuicultura. 



IITTRODUCCION , 

El incipiente desarrollo de lo ocu1cullu1~ ~n Méx1co se h~ 

fovorecido por 1.'.'I d1v~rn1dad de cond1c1one5 gtlogr-aif1cas y 

clim6.ticas imperantes en el po1n. a;if como por la voriedad de 

especies cuya biotecn1a de cultivo se do!nllh't actualmente y por 

otras cuyo potenc1al ~s de grdn 1n1~0rtanc1a. 

La experiencia obtcn1d,l por· vtn}:-~ polscs cor1 rnayo1 trad1c1ón 

en la acuicultura, ha df•!n<)strad•J la nt'."ces1da.d Je est<'.'lbl»cc1 11n 

control so.n1tor10. desde el punto d·-· v1nL, 1"l.cter1ul 0.)g1c-<::1, con 

el fin de detectM-, ev1Lu- y control.:t.r· l("•!..l <"H]cnt,.:: potencial­

mente patógenos. Estas exper10nc1~~ daben ser ut1J1~ddas por 

paises como el nuestro pdra evitar po::11lilea ep1:.!0otia.o. erra­

dicar enzooti~s y de la mism~ manera. tc11er ld ve11taJa de 

obtener un excnlonte control d~ calld~d drl producto sin 

f'Yovocar 1 as a 1 terac l on~·s eco 1 óg l cas qu(> o can l on3 1 a pr·óct 1 cci 

J~l cult1vo extcnR1vo. 

En las últimas dos décad3s los estudios bo~leriológ1cos 

t'\plicnrin~"' 1,, <'tr.111r.ultur.1 h<'!n recjb1do qran 1mpc•rtancia y sa 

ha comprobado qui:' las bacterias riel gt:·ncro L'1br10 son los 

agentes patógenos m.!s importante!::. del.JH.lo a la qran h~teroge­

neidad quP. m11PRt.r-'n co11 rPs¡_;cr;t,:i a lo~ c•rg,Jn1sm·::::; qu~ .1fectan 

y a los mecanismos de infección quo pregenL'l1. 

De igual mnnera se ha pu~~t0 en cv1denc1~ la neceaJdod de 

establecer y ostandar1zt'lr m·~todcilog1,1.s qUt~ i•C1ndta11 l<l detcc· 

ción e idunt1f1cl1c1ón de Id~: i:'Spl·Clefi patógt~HdS prc~H~ntos en 

los 01ntemas df' cultivu . .:lSl come> 111.s posihl•"'S tuerit···!i de 

entrdda ele n~toc agcntrys. 



Lun lrit!JttJus reaJJzados en lo!l ultjmo8 anus, entocadus a. la 

id~ntiticac1ón de dich,,s e~1poc1es. ut1l1zar1 numerosas pruebas 

do caracter1;:,'l.cion ( > 100 ) con o.lto grado de t:omplejidad y 

requerim1cnto~ de inf1·a8SlJ•JCturo que no contemplan los recur­

sos y neces1dadüR, ldnlo de granjas o.cuicolt'ls come de algunos 

centros de 1nve~t1gación rtedico.dos d la acu1cultura. 

El loborator-io de B1utecn1.,log1a Ma.r1nd del Centr-o de Invea­

tigoc1on C1ent1f1co y de Educación Superior de Ensenada. D.C. 

(CICESEJ. ha. t>Dtado Jnvolucrado PO l<l problemát1ca bacter1ol6-

g1ca que se present~ en los diferentes sistemas de acuicultu­

ra. con el fin de estc1hl-:ccr técnicas y metodolog1as como 

herromlent~s eficientes y facilmonte aplicables en centros y 

granjas acutcolao de nuestro paJs. 

El estudio quo se presenta se llevó a cabo en el Centro de 

investigación mencionado y se dirigió pr1nc1palmentc al culti­

vo de cam~rón. debido a la 1mportanc1a que éste ha ddquirido 

en los últirno3 anos en nue~~tro pa1s y a la oportun1dad que so 

presentó de trabajar en form<l conjunta. con un proyecto sobre 

maduraclón gonádica de P.stylirostris realizado en el Insti-

tuto de lnvestiqaciones Qcp.,nol<'l1Jir~q rt ... !~ 'JJl..9(' (!!O}. Do 

igual mantlrd se hicieron los primeros intentos df' un muestreo 

sistematico conforme el desarrollo larvario de este organismo 

en cultivo. 

También :.:11.· <tislaron, para este estudio, cepas bacterianos a 

partir de cultivo de 11.bulon. Artem1a y del sistema cerrado de 

abastec1m1cnlo de agua del laboratorio de acuicultura del 

C!CESE. 



Do Jas cepa.s silvestres aisla:d<:rn dunrnte ¡og mue!Jtrens rcnl i 

zadoa se trabajo finalmente ,.~t :' 

con Junto 6 cepas de referencid del genero V1hr10 provenicnte~t 

de la ATCC, que sirvieron como mc\rcador·es. 

Se estableció un conJunto minlm<) de 47 pr·ueb.:is taxnnóm1ca!1 

QUA t:ie opl1c6 al 100 ~ du lds cciJ.:ts mencl(•lh.Hids. 

Los resultados so trabaJaron a trdVf!-S de nH~todos eatad1st1c<.H.:3 

aplicadou a la taxonomio numér1c3 

Se presentan cuadros. grá f le.is y t 1 gur..,s de los re~u 1 tadoa 

correspondientes. 

OBJETIVOS, 

Aplicación de metodo!l senc1llos. para la evdludclón de lo 

calidad sanltaria desde el punto de Vista bacter1ológ1co) 

.JJ"I diferentes fases del cultivo de organlsmos acu.1t1cos. 

Detecld.r la presencia de bacte1·1dS V1brJo y fuentes de 

entrada a los dlferentes sistemas muestreados. 

Caracterización e 1dent1ficac1on do bacterias del genero 

VibrJo aisladas de s1slemo.t1 de acu1cultur;,,. 

- Establecer un conjunto m1n1mo do pruebas taxonóm1ca~ ef Jcaz 

y facilmente aplicable pard I~ ldentif1cación de las princl­

pales especies patógenas. 



1 . ANTECEDENn:s. 

l 1 CL/\SIFICAC"ION. El g~nero V1brJo. per lontJt:t: a la fam1 l Ja 

vibr Junaceat' propuesta por Veron en 1965 íBaumann y 

Sc-huhett, 1904) La de"'l!Jl~1n de formor egtc qMwr·o y abolir 

los goner-·;,~ Deneked y /.uc1li:tct.Prium se ha basctUo en estudios 

genél1cno, bioqu1m1c-0~ y 

En lo~ ult1m0s 15 ~íloi1. 

r1e companlclón intn'...lnológica. 

oo ha 

clara dist111cion er1lre V11Jr1e> . .J.eooromon.Js, f'/JL..,tobacterium y 

Ples1omon.1,.:. de i1_11i.--1l 111,1nerJ nuevas eope.c1es han s1d0 publ IC"a-

das (West y Colwe ! 1. l~>t14). 

Actual HJf)nt e y d,, dC\l•-."!rdo C• 'º el Bcr-gey · s Man u a 1 of Systcma t je 

Bacteriology (1984) dnntro de la !..i.nul iO: V1br1onacea. el 

género Vibrio i:'Om{Jtt·r1Jc b1:1cterios que son bastones rl'ctos o 

curveados. Gram neg,1t1 vo::J, anaerob1 oo f.:1cu 1 lñ t l VO!L móv1 1 es 

por mcd 1 o de f 1 age los poi ar· es, no f orm:\d0re3 de esporas, 

qu1mio-orga11otrofns. oxidana pos1tlv,,, l.'! mé\yor:ía requiere de 

2 a 3% de N.JCl . 

en el m~t-. <"lgu~'l dulcr; y en asoc1rtc1ón con an1mal<?s quo viven 

en estos mi::dton. 

Alguna~ c!3pec1>::!l con p.,t<'1q,·r"1s pl!t"tl ""l homl•:r-e. pe-ceo, cru!J-

t~ceos y moluticos . .,,sf como par.'!: otr0s verteLradoo e inverte­

brddos. ~l rango ópt lmo do Lemperaturtl es entre 20 y 30 ·c. 
Las bacterias del g~r1cro Vibr10 crecen sotiro und gran va.rjo­

dad de medios y mue"1tran un requ•e:r1m1ento de NaCl ca;J1 .:ibRolu­

to. 



Algunos rned1os selectivos han sido formult.i,'us pd111 el dl!llo.­

miento de algunas especies p<-1tógenas. pt tnc1p !mente 

V. cho/er.le y V. P-'r<lh~emQJyt.1cus, cons 1de1·<'lnt1···1H·• ~ l med lo Tl11S" 

como el mas selectivo de todos y en t•J que ru·~den rocupe1-.:11·ne 

una mayor cantidad de vibt ios del rnedJO ~mbJer1l1· (Kobayash1 

tl_..Al .• 1963: Dol 1nches 2.!......ili· 1988J. 

Una amplia descripción de propied~des morfológicas. 

fisiológicas y nutrici0ndle!J asi cc•mi:.' Ja just1f1ct.1ción acerca 

de ld cld.~nfic...,e1<'.'ln .!C-!1.!.:! .:!'-' t!.:>lV;:, un_¡~n1smos. puede 

encontrarse en el manu4l ante~ rnenc1onod0. 

1.2 ECOLOGIA. Los diversos rangos do temperatura y los distin­

tos requer1mientos do concentracioneH do NaCl neceso.rios poro. 

el crecimlento óptimo de las espec1es de V1br10. demuestran su 

potenc1alidad para. habitar diferentes medios acudticos: estua-

rinos. salobres e incluso dulceacu1colas (Colwell. 1984; 

Roberts !t.LA.1-. 1984}. 

Se han aislado a. partir de sed1mentos y de columna de agua. 

donde partlcipan en los procesos de degradac1on de materia 

orgdnica: en algunas reg1one~ templadac h"'1n mvatrado c1clos 

estac1onales. presentandose en el sed1mento durdnte el invier­

no e incrementando su concentración ~n lo. columna de ogud 

conforme ésta supera los 14 ·c. Esta var1ac1ón podria estar 

relacionada con la cantlrtftd dP pl"lnctc•n 'l ::-cr impvt l'111te t:ill la 

degradación de 

197Bi. 

quitina zooplanctórilca (Kaneco y CoJweJ l. 

* TCBS "'"Tiosulfato Citrato sal de B1l1s agar Sacarosa CDIFCOJ 



3 

En l.J. mayoría de Jor; estud1os ecológicos d(! bacterias marinas 

luminiscentes, V.lu1rveyJ. V.splendidus, y V.fisherie han 

est.:adv presP.nteo (Ruby !Lt;._tl .. l9¡jQ; Ruby y Nealson. 1978). 

Algunas bact~r1d9 lumin1acentcs tienen la capacidad de estar 

en asoc1dc16n ~1mbH,t1ca con an1111olcs marino~. pot ejemplo: 

V.f1sher1e h<1 sido oncontrodo en los organos luminosos espe­

cializados do peces teleu~lcu~ y en cal~m~r. y 111nto con 

V. hdrVe)'l. fueron aislad0s de lo. superficie corporal y de loa 

.;.:mtcn1~0E' int~stir,;)los dP org<.,n1smos marinos <Ruby y Nealeon. 

1976; Tebo QLJ~l ·, 1979; O'Br1en y S1::emore. 1979). 

La presencia de b,'\cter1as del género Vibrio en dguas oce6.ni­

cns, costeras, estuar1nas, y !JU asociación con numerosos casos 

de epizootia~ ha provocado que oe~n consideradas patógenas 

oportunistas lColwell, 1904). 

TambiCn, espec1c::i dulceacu!colas cultivadas ae han visto 

afectadas por Vibrio sp.; aunque generalmente han sido espe­

cies anadromas o catadromas y las infecciones puedieron ser 

adquiridas en aguas costeras. estuo.rinas. (por ejemplo: salmón 

y anguila) o a través del alimento ouministrado CHedrick. 

1990} .• 

I.3 IMPORTANCIA EN LA ACUICULTURA. Con el auge de las activi­

dades acuiculturales. se han desarrollado y utilizado en 

va.rja!:! pf\rtes del mundo treu tipos básicos de sistemas de 

cultivo: 

Comunicación personal. Depto. Med. Vet. Universidad de 

Da.vis, Cal. 
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ll Extonsivo. en el cual los org~nl9mos son m~ntenidos en 

b11Jaa den~idt'.ldes, ~n est<'lnques rúet1coa o cuerpos de agua 

natur11lvs y no se rel'tl1za mt"l.nP.jo alguno de los parámetros 

ftsicos. qufmicos y b1ol6g1cos. 

2> Semi-intensivr:i. Son -:-ult1vo!'I con densidades rnoder·adas. on 

estanques, tanquea o caJas y en donde se realiza solamente un 

maneJo moderado d.e los orgonismos y ae los parametros. 

3) InternJJvo en el cual los organismos son cull1vado9 en altas 

dennidades y es necesario un control intenso de lo:;; pard.me-

tros. desde Id producción de larVilS hasta la obtención de 

individuos con tallas comerciales. Es en eate sistema donde 

lo. aparición de enfermedades infecc1osas es 

también donde• la detecc1ón temprana y el 

posible. 

mayor: pero 

tratamiento es 

En los do8' últimog si;:itemas descritos, los mismos incen-

tivos económicos que conducen a la práctica de estos culti-

vos. 0bl1gdn a realizar eofuerzo8 par~ reconocer, controlar 

y evil.l.r los agenten potenc1,::ln1<?nte potógenos. De esta 

manerd se ti~ne la ventaja de obtener un excelente control 

de calidad del producto sin provocar las alteraciones ecológi­

cas que ocas1on..1 la practica del cult.1vo exlens1vo (.31udecmann 

y Lightner-,1988J. 

Des a f ortunadament.e. l ac candi e iones ópt ima::i para e 1 cultivo 

y desarrollo de los organismos. favorecen tanto el creci-

miento y multiplicación do ll!s b.:i.rterios . como a la 

lac1ón s11s metabolitos. 

acumu-
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Por otrll parte. los cambios dlllbientales increm~ntan el 

estado de ''stress"• del organismv cultivado. d¡smit1uyendo 

sus ctefensao inmunológicds y propici.u1do e J desdrt'O 11 o 

de la infección. 

La relacjOn hospedero p21tógeno - l':1c.•d10 .."\mbiente. ha. 

sido desc1·ila por Sn1ezko. 1978 do la siguiente ffi"-nora: 

H + P + 5 1 • O 

H• representa la especie del hospedero 

P• Patógeno 

S• "stress" dtd medio ambiente-

0"'" Enfermedad que resulta Bl los tren componentes anteriores 

se presentan en determinada calidad y cantidad. 

(Tomado de Wedemeyer ~-· 1976) 

En la ecuac1on antes descrita. la ''S'' es ut1l1zada al cua-

drado debido a que el "Stress" causado por el medio 

amb1 ente se incrementa en progresión geometr1ca cuando las 

condiciones en tan a J canzant1o los l 1mi tes de to 1 cranc1a de 1 

hospedero. 

La mayo1·1a de las epizootias causadas por V1brio sp. en 

s1stem6s de acuicultura han eotado asociadas a diferentes 

factores ambientales no óptimos para la especie cultivada. 

• "Stress" : Estado f1siológ1co de tons16n q1.ie 

desencadena una respuesta de alert~ a nivel endocrino. 



Cuatro especies de VibrJo hnn !ndo 

asociadas con epizootias y morlal1ct.~des de urgant:.;mos cL1lt1-

vadoa (principalmente pecc::i. crunt~C(-006 y 1J1,1lunc,...,!1 l. d1chl'ls 

especies eon: V.anguJllllrum tSindei-man. l'lt\tl . Hosen1a1 k y 

Fiaher. 1988: Lightner. 190Bl. V. p,1r~h.lem0Jyt1cus. V.alg1-

nolyticus (Lightner. 1900). y en lofl ult1mc·a anoa V.ord.,Jii 

tAustin y Aust'in. 1907}. E~t~ úllllíl•' corresponde ,,J V1obar II 

de V . .:JnguJl/.Jrum lBergey's Man1111.l, 198•1}. 

Otras especies como V.tJ!Itieric. ~1 .1:"'~~·1 V.h.Jrvey1 y 

V. vuJnificus ee han rcporlctdo en casos esporádicos, aDociodas 

con alguna enfermedad en diversos organismos en cultivo. 

El cuadro 1 reRumc vorios reporten de enfermedades produci.­

das por alguna de las especies del género Vibrio. 

I. 4 VIBRIOSIS. Fue descrita por primera vez en peces. 

por Bonoveri en 1718 (Sinderman. 1984). Tubiaoh en 1975 reco­

noció a esta enfermedad como un fuerte obstáculo en el cultivo 

de moluscos marinos. Sindermann en 1970 y Evelyn en 

1971. la consideran como un serio problema en la acuicultu-

ra marina en general . Subsecuente~ publicac1ones han 

confirmado esta observación <Lewis, 1973; Lightner y 

Lewia. 1975: Lightner. 1975: ~ustin y Austin. 1987. 

Vibrio 4nguill.,rum es el patógeno mas importante en 

fue identificado como la cctu~.:l de l!!. P.nfermedad 

peces y 

letal 

llamada "red diaease", en anguilas en Europa ( Bergman. 

1909: Nybelin. 1935). Esta especie ha estado asociada con 

mortalidades en otros peces. teniendo grandes con5ecuencias en 

salmónidos cultivados en ambiente~ salados. 



En 10~ Ult1rnos anos una nueva eepec1e. Vibrio 

7 

ordalii ha 

sitio d1.•scr1ta como responsable de v1briosis en peces 

CSch1cwe e.Loj_ .• 1961 ;Fryer y Rot1ovec. 1984). 

Otros v1br1or: como V.pclrahclemoJyticus y V.tJlginolyticus se 

han encontrado asociados con enfermedades de orga-

nismo~ estuar1nos y marinos tAustin y Aust1n. 1987; Lightner. 

1988). 

Actualmente. la inmunización de peces con una bacterina 

polivalerif:f:' ~!! pO.!:!'!.b1c, y a-..nyu.e la v1br1os1s cont1nú.a siendo 

un problema, ahora es considerado un factor controlable 

en el cultivo de salmón en Europa y Norteamérica CFryer y 

Rohovec. 1984; Schiewe ~·· 1988) sin embargo en Ja 

camaronicultura sólo se ha obtenido una ligera protección al 

aplicar este método de inmunoprofilaxis (Lewis y Lawrence. 

1905). 

La vibriosis es la enfermedad m4s importante en los culti­

vos de moluscos y ha a1do encontrada en estadios larvarios 

y juveniles de diferentes especies de moluscos 

bivalvos. principalmente Crllsostre" virginic<l. C.gigtJs. 

Ostrell edul is. Mercen.Jrid mercenarict y Myti lus edul is CTubHtsh 

~·· 1965. 1970; Drown. 1973; Brown y Losse. 1978; Elston y 

Leibovitz. 1980). 

También ha sido reportada como una 

abulón en l..1 coot¡), oeste d6 los 

y Lockwood. 1983). (Tablo ll 

enfermedad importante en 

Estados Unidos CElaton 

En California existe un gran interes por el cultivo del 

abulón rojo (H.rufescensl y bacterias patógenas del género 

V~brio han sido reconocidas como 

l idi).des en estos organismos CElston 

responsables de 

y Lockwood, 1983). 

marta-



En estos cultivos, una fuente importante de 

bacter i ae pa tógt->nas. pueden ser 1 os cu l ti y,-,!-.~ dt-

t1 

ent1ado de 

micnJaltT t3 

que se uum1n1Btrdn como al imc•nto . .actuando t:'Offi•:O 11na fuente 

repet1t1va de inoculac16n de orglln1mnoR p,'ttógen.-1n. 

Una de la~ enfermedades mós CC'ffillflCS. en 

de importancia económica, es la e1uu16n ~n el exoesqueleto, 

debida a lo prcscncHt de bacterias degrad.Jdoras de qu1t11n. 

1~~•t.ado 1•1 ~nente <:umo un 

importante og•~nte et1ológ1•:0 d·~ die-ha entermcdad f!}1nderm•llm. 

1989). Cuadro l. 

En el cultivo de camarón. loa v1br1os he1ri crncrg1do 

como patógenos impor·tantes. pr1nc1paJm0nte 

juveniles (larva.a y pr1merog e~tac!1osJ. ~unque t~mbion adultoo 

se han visto afectados. 

La mayor1a de lus egpcc1eo que han sido a18lcldus de orga-

n1smos enferrnon son: ~'.ptlrahJemolyt1cu!J. V . .i/g1nolyl1cu.;:; y 

V.iln gttill.!trum <Lightnur. 19éWJ. Vandcrzant ~- 1970 

encontró que la causa de altas mort11l ldd(h~n de I'€'n.:n•us aztt:·rus 

obtenida::; en un cultivo e>:pe1·1mcnt~1l en lab01·.Jto1·1u {93.05'\ en 

24 horas) fue la c'l l lm.r>ntac1ón sum1ni~trada q11e consi~t.Jn 

en trozos de P.sP.tff·:>rvu nmgelador: 

El agente etiolóy1co fue 1dent1f1c.:i.do <::"'me· \! P'-'L1h,1rm0Jyti-

ce mortaliddUes del 100% en pobltir:-1ones d~: léffV<!\.;. r·=·~~':-l~t·v<ls 

y juveniles de Cdmarón cultivado en t0nr"l 1nt(.·ns1v.!l "c:'n est.an· 

quez CLightner. 1977). 

En México se han rPportad0 algunos CdCTOs de cp1:.:eiot111~1 

en P. styl 1rostr1a causadas por V. ilngu11 l..1rum { L1qt.lner. 

1975). 



En cultlVQS del mismo organismo. se han aisla.do 

esrwc1t~:1 1 umtn iacentes de J genero Vibrio con capacidad 

qu1tinocl63tlc3, ~unquc su papel nü ha Sldu 

comprobado CMontoya ~_t...__ll. • 1990). 

r;n cru~t~ef'•'Js, t•-,i:-ter-1.:J~ d"='I g&n•.!ro t'1b:-.:..:.• _::,t1 ~.3.rte de 

I~ ''flor~·· normal y sor1 consideradbJ patógenos oportun1stas 

debido a que d1vor30~ fdcloro~ externo~ puerten, por un lado. 

favoroc~r la prol1t~r~c1ón de estas b~ctcr1a:s y por otro. 

disin1nu1r los mecanismoo d • .- defcn!l:'! de lofl org,:irnsmos. prop1-

c1ando el des..'lrrol lo tk tri. enfermedad 

El ''strego'' caus~do en los 01·g,,n1smos por dens 1dodee 

altas. malo:J ma:n~~Jos. ¡Jror.:·~so~ de mud,'I l' c."!ptura. pu~den 

.:i.nlru'-11 e:; ¡· 

que lun b~cter1as infecten pen~lron en la hemol1nfa y 

produzco'ln Cd.S0:1 leUtle~ d!' tiacteremHt lI.1ghtn~-..r. 1980). 

Todas tas espcc1es dt! Penaeus puodcn v~rso nfectadas por 

estas bactcrj~s y los n1gnoD cl1r1ico~ var1an con el tipo de 

:.n!ccc:.Cn . 

. 5 MECANISMOS DE INFECCION. 

LJ heterogene1dad de Vibr10 r.p .• con respecto a los organis­

mog que afect.:!ln, r:·~ d•!b<:.> principa.l:nentc '-' In!; mect:tnismos de 

i11tocción quo pre!Jcnlrtn: 

ll Producción de en::rni-·H.i extracn!tllarcs lt1J"' 1.)tC:l~é\H. lipasar; 

y QUllindSls~;) que permJti;>fl la rnipl..u1ta.c1ón 1· penetración a 

1 ú!J te J idos. cau:-;a.ndo en cfl.aos ex':. n:ir.100 sciit.1c:cmi.:io. También 

pueden favorrc~r l~ ~ct-1ón G~ otros org~n1smos oporlun1stds 

como hongos u ott·as bucter1'3s. AfQct tn a peces. molusco!:J y 

pr1ncip11lmente a cru$táce 1:is (Sindermann. 1989J. 



2) Producción de toxinan extracelulart)s. 
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Se ha oti!Jcwvrtct,:i 

que cau::Nn licuef,1cc1ón rle tf'Jldcis produciendo gninde:; morta.-· 

lida:des, pr1nc1palmcntc c-11 J,1rva.s t11· molu~,·,13, t~11nl)l~r1 

pueden provocar efectos tcrdt<.:>q1.~nlL"l"llJ ff"'.L•ton gJ __ .,.'!l. 19t:L!; 

S1ndermonn. 19 1:P3J. 

3) Producción de hemol 1s l nd.~. ho.n reportado que 

algunas espec1~a de l/1br10 ll' v11Jn1f1r-us. t1 .. wauill<'lr11ni y 

V.choler.Je) tienen la capac1d.Jd de producir l'Bf_.-. tipo de 

enzimas, que causCtn tuArtC'n anemia.u en pe·.:es fMunn. 1978 y 

1980). 

4) Presencia de plasm1ct.:in de virulencia. SP t1an encon-

tracto solamente en cepao altamente virulentas de V.an-

guillarum (Austin y l\~Jntin. 1987 l. Est<-•a pJaarn1dos cod1-

f1co.n para lil producción de un ~1stem.J cl l ta.menti? ef icicnte 

paro. el hierro. lo cual cap~cita a la celuld bacteriana para 

competir por el h1e1·ro dispon1ble en el tejido del animal 

infectado CCrosa et al.. 1901; Crosa. Q..~_cal .• 19031. 

I.6 IDENTIFICAC!ON. 

En o.nos recientes el numero de especies conocidas del 

género Vibrio que o.tecton a orga.n1:Jmon e11 cultivo h<1. o.umün­

to.do. y se espera que conforme l.is octiv1dactc;, de mar1cultura 

se incrementen se deacubran nuevos e3pec1es. 

1'.lgunos invest1gadorea {Cotwel l. 19?0; Daum<'l.nn. g_t_ll .. 

1971: Lee,__g_LAI. .. 1978. 1981; Wc!Jt ü.Ll1--. 198J, 1986; West y 

Colwell, 1984; Brown. y Pett1. 1988; Ch.ln. t~_L_;!!,_J. 19891 han 

caracterizado e 1dentif1cado. d. trov•~:J de L:1xon01111a numcri­

ca. bacterias del género l'1br10 a1sJ,1d.;i!: de dif-:-rurites 



ambientes acudticos con el fin de conocer el 

11 

papel 

ecológico de estos organismos e identificar las especies 

potencialmente patógenas. 

Las pruebas de caracteri=ación utilizadas para to 1 t in. 

hon s1do numerosas y presentan un grado de complejidad 

que no contemplan los recursos ¡• necen ido.des de granJas 

acu1colas e incluso de al~unos centros de investigación 

avocados a esta actividad. 

El uso de tablas de diagnosis para la identificación de 

Vibrios patógenos a partir de aislamientos frescos. presenta 

el riesgo de una sobre-simplificac1ón. por lo que la atención 

se ha dir1gido al desarrollo de técnicas de identificación 

rápidas y confiables, por ejemplo: Kent. 1982 y Maugeri. ,!!l 

AJ. .. 1983: enfatizaron la utilidad del sistema de identifi-

cación del "API 20E" Sin embargo reportaron patrones 

diferentes para las misma.s especies de Vibrio identificadas 

mediante este sistema. 

Generalmente las granjas de acuicultura eatan lejos de 

laboratorios inetituto~ que po<lc14n hacer diagnosis. y 

es necesario crear una metodolog!d sencilla para que 

gente con limitada experiencia en bacteriolog1a pueda aislar 

e identificar. por lo menos a nivel de género. las 

bacterias patógenas mas importantes de peces. moluscos y 

crust6ceoa. Otras pruebas adicionales deberían ser realizadas 

por bacteriólogos con m6s experiencia y con laboratorios bien 

equipados para permitir la identificación a nivel de especie. 

CHU•r1t•••• ,. ••• ••• r•H••tlt•IC•• •l ••l•ltHr I• •HP•HI•• .,,.,hrll•• • l .. •tlfl••I"· 

Lti t1.lllllll•d lile ••te •l•I•- ••11 •oapll•-•I• ••-•tr••• 1>•r• ••t• .. •INCle .. I••,. •t,..1Ncrl•rl•• 

•re•·••11tl•••· •l•-r• 'I•• •• •tlllc•• I•• 11rcoc1illl•l•lt•• •••.,••el•••I••· 

llllutlf1 .. r .. eterl•• -ron ••I "•••r• ru11,.J•. -llllnh •••• •l•hM •• •• .. , •••fl•tll•. 
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En base 11 lo unter1or. cxist.e en nuestro país un.! creciente 

nece~ndad de e~1l.3blcccr una metvdolotJ.id confiahle que perm1-

td ident1f1c~r las espl.':1es bttct13r1on,:,s endf'>m1cds ctel género 

me11c1onadrJ, med:1anlc rruelJd!l do caract.f!rizl'lCión que reunan 

las s1guifn1tes ca.t·ocl~r·1:1t1cos: 

- Que SP<"n lo m,is d1~cr1wH1.J.nteu p0u1blc 1n1tra la~; ct1fcrenlea 

especies. pa.ra quP p~n111ta el reconocimiento de aquolla.s 

potencia lment(• rn':!.l6•.JE:rlt1~¡. 

- Que no requ1eror1 pArsun~l ~ttament~ eepocidlizado. 

- Mínimos requ~r1m1er1tos de 1nfrc~eatructura. 

- Costos reducidos de los mi:>i.1os y re<'1ct1vos neceE1dr1os. 

- BaJo consumo df• llPmpo. 

~ Que pennitan li! apl 1c,Jción de un proceao matem.:\tico para 

agrupar aquel l an cepas con mayor porcenta.go de similitud y su 

diferpnciac1ón ~on ot.ru~ esµec1co. 

Entre los diferentes co~!icientes de a9QCia~ión utilizados 

para taxonom1 a nurnbr 1 ca en bactcr 1 o l og í a. se oncuont.ra e 1 

coeficient& de Jaccdrd (GJ). Este coofic1ente nn~ pPrml~~ 

conocer la s1m1litud ex1stente entre alguna~ cspoc1os y dlsi-

militud con otrds. en base las respuautas fisiológicas 

obtenidao de cada una de las pruebas efccttind~a a lo~ cepas 

aisladas y somet1J~1s al proceso de ident1f1c~ción. 

t:l hecho de que eat.e coef1ciente ttólo con!iirlere las roapues­

tan ponitivas. en la ut111zac1on de un su~lratü. producción de 

enzimas u otro tip(• de reacciones. es de gr,1n significado si 

tomamos en cucntd que la!.1 respuesta.u n·~gat1va.s pueden tener 

impltc1tas fallas genética~. 
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De igual manera existen métodos cti:· 4gt t•<J.1ci6n t4xonóm1ca 

que Junto con oJ coef1c1e11tP ml:'nr'1n11 . .:ido. neo pctnutcn 0Ltcr1c1· 

el agruptun1ento de algunas cepas et•tud1.3'1.ls y la soparac1ón 

con otras hastd constjtu1r el dPndroqrama co1·rc~pondientc. 
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11. REG!ON DE LOS ESTIJDIO!:l. 

Ensenada A.C. ~st~ ubjcada en la part~ norte de la pcnfnnula 

rte Da Ja Cal 1 forn1a.. donde actualmente se do3arrol la uuo inten-

sa a.ct1v1dlld eir-•11cultural debido d l~ alta productivid~d do 

sue aguas y grctn r1que:!~ de especies marina.a potencialmente 

cultivables {03t1ón, m~Jillón, abulón, clmeja, erizo. arte­

ffil\l, camarón. n11croolgas. etc. J. 

En este lugar :Je encuentran; el In'::lt1tulo de Jnvestigac1ones 

Oceanológ1c~~1 ( l JO). l~ Es~, 1..tela de Cienc1.:i.-i Mdt·Jn;.,n de la UABC 

y el Centro d0 InV(f;' i0~c1ón Científica y Educ6ción Superior 

de Ensenada u.e. CCICESEJ: institur1onoo que ejercen. entre 

sus actividade!:l, lc'l ..,,..u1c11lt.11ra 

Deode 1986. el laborator10 de B1otecnologfa M~rin<"I (CICESE) 

ha estado 1·olaciona<lo con la prohlcmdt1ca bactcr1ol0g!ca qu~ 

presentan los difal"•)ntos sint<>m.,s de cult i•.10 ele estas inntilu­

ciones. 

tl .. 1987; Montoya y Llz<'lrraga-Part1d.,, 199í•¡ d1:mostraron en 

forma sobresaliente: que t,,1cterias del q?:nt•1·0 Vibrio ::icen­

cuentran CQn gr.;in frcc1;,··ní'i.!l., tanto t::ri lor: u.1:,Lt!m~1[; .Je ctLaste­

cimiento de <Igu1 d!J mdr .;.-,r:iu en los m1::;mv~ cultivos y quu urrn 

fuente de Antrada lmpot l'nte de ontac y ott·~s r>vhlnc1onas 

bacteriano~ a. loD c:11 <JI1qul<' de cultivo es fll al tment:o que Sü 

suministra a lo~ ~rg~n1Dn1os. 

Estoa eslud1os. tamh1t-n rc·~·eld1·on i'1 ne(:c.:;1,·:cn! de c:re11r una 

infraestrw:t:.ura que p~rmit<.). la ictcnl1fica.(·1':'.·r1 .le 1.:is esp~c1cs 
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potencialmente patógenas (particularmente VJbri•""I con el ftn 

de deadrrol lar métodos rltp1dos de d1dgnó::;l1c0 de enftH"medades 

causadas por est~ t1po de Paclcr1an. 

Laa cardcter1st1.:as de los n1otemao dt: cultivo muestre.ldon 

para la elabor,,.:1on de este lJ·abaJo y osqucmctn correspond1en­

tes, se presentan en el capitulo III. 
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!II. MATERIAL Y METODOS 

Ill.l ESTABLECIMIENTO DEL CONJUNTO DE; PRUEBAS TAXONOMICAS. 

Con el fin de establecer el conjunto m1nimo de prueb~s de 

caracter1zac1ón que p~rmitiera idcnl1fjcar las diferentes 

especies del género V1br10 aisladas. se llevó a cabo una 

exhauot l w~ ir.•.".;ct:.gdc.ió11 bibl iogrdficd 

m4s sobresa 1 i ente!l sobre taxonomla 

de 

de 

lus 

este 

trabajoa 

género 

bacteriano. Se consideró un resultado posilivo cuando en la 

literotura. una especie pregentaba un valor >al 00 % para una 

característica determ1nada. de esta manerd se obtuvieron 

resultados teóricos a los que se aplicaron métodos numéricos 

obten1endose el dendrogram~ correspondiente. 

Se seleccionaron aólo ~quellas pruebas en las que se combina-

ran. sus caracterioticao discriminantes y los requerimien-

tos mlnimoa de in!raeatructurd y de reactivo3 costosos. 

Como reeul to.do de lo anterior ee estableció ~l :>igu.ic::ultt 

conJunto de pruebas: 

MORFOLOGICAS 

Bastoneo Gram Negativos 

- Morfologta Coloni"'l (fonna y color en TCBS y Agar Marino} 

FISIOLOGICAS 

- Movilidad 

Crecimiento a diferentes temperaturas 

Crecimiento a diferentes salinidades 

lo. 25 y 42 ·e 

º· 6, 8 y 10 % 



BIOQUIMICJ\S 

Orn1t1na decarboxilasa 

Arginina d1h1drolasa 

Lisina decarboxiJasa 

Degradacjón de tiroxina 

Citocromo oxidasa 

NUTRICIONJ\LES 

- L1paRa 

- Ou1 t ina.sa 

- D1~lumun1scenc1d 

- Alg1no.sa 

- Ami Jasa 

AMJNOACIDOS! Alan1no. Asparag1na. Aspartato. GJ1c1na. 

GJutamato. Leucina. Ornit1na. Prolina y Ser1na. 

AZUCARES 

AZUCAR-ACIOO 

Arab1nosa. Sacarosa y Xi lt)Sa 

Glucuronato. Galacturonato 

AZUCAR-ALCOflOL Man l t cd 

ALCOHOLES Ethanol y Proµanol 

ACIDOS DICARBOX!L!COS Fumoroto y Succinato 

- HIDROXIACIDOS G11cerato, Glutdrato y Lactato 

ACIDOS GRASOS Acetato. Propionato, Iao~minobutir~to e 

Isoam1novolerato 

- AMINAS Putresina 

TOLERl\NCil\ 

Crecimiento en el mcdiu TCBS 

- Sensibilidad al agente víbr1oest6tico 0/129 (10.50.150 

mg/ml J 

17 
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III.2 MUE~TREOS. 

Lo~ cepao bacterianas con las que se trabajó. fueron aisladas 

a p.:irtii· di) muestreos bacter1olbgicos. realizado!.,; a diferentes 

sistemas de c:ult1vo de organismos mor1nos. Para lo cual ae 

ut1l1zanrn frar::C'os de 250 ml. prt"v1amente csteril izados. Los 

sistemas de cultivo muestreados y sus caracteristicas fueron 

las s1gu1entes: 

A) ESTANQUES DE MADVRAC!ON DE Pen1Jous stylirostris. Estos 

sistemas consint1an en estanques circulares de polietileno 

de color negro con las siguientes características : 

al DIMENSIONES 

CAPACIDAD 5.000 l. 

DIAMETRO 

ALTURA 

3.5 m 

0.74 m 

bl ABASTECIMIENTO DE AGUA DE MAR 

FLUJO CONTINUO (Siatema abierto) 

FILTRACION 

BACTERIAS HETEROTROFAS VIABLES 

BACTERIAS DEL TIPO Vibrio 

:JALINIDAü 

TEMPERATURA 

OXIGENO DISUE!.TO 

pH 

INTENSIDAD DE LUZ 

FOTOPERIODO 

5.0 l./ min 

50 micras 

entre 3000 y 4000 UFC/ml 

no se detectaron 

34.5 o/oo 

20 +1 - o. 5 ·e 

rango entre ·1 y o/oo 

rango entre ·1.5 y 8.5 

0.6 m Es /m1 s 

13 hrs luz / 11 hrs obsc. 



e) ORGANISMOS 

DENSIDAD 

PROPORC ION ! MACHOS-HEMBRAS l 

PESO PROMEDIO POR ESTANQUE 

dl ALIMENTACION 

6 c..wganiamos/m1 

Ll 

46.33 

19 

congelado, cabeza de camarón p1cada 

presentación peletizada mezclada en 

con 1·especto a 1 10% do l peso to ta 1 

y alimento preparado en 

una proporción de 1:2;1 

de la bic•rnasa en cada 

estanque. repartida d1ar1~mente en cuatro horarios; O. 12 y 22 

horas. 

e) LIMPIEZA 

Antes de cado al tmentación se llevó a cabo u1v1 remoción de 

residuos. desechos y mudas pres~ntes en el estanque. 

f) CALIDAD BACTERIOLOG!CA EN EL AGUA DE LOS ESTANUU~~ 

Los muestreos bacter1ológ1cos real1z.J.dos en los estanques 

presentaron los siguientes rangoa de concentrac1ón: 

• BHVT: 190.000 - 1,800.000 UFC/ml. 

Bacteria~ tlibrio $p: QO - 3,'700 UFC/ml. 

Bacterias Coliformea totales: no det.cc ta das 

Bl SISTEMAS DE CULTIVO DE ESTADIOS LARVARIOS CP.styliroatns) 

La eclosión de los huevos fecund"dos se llevó a cabo en reci­

pientes plast1cos de 18 l. de capacidad. con 3gua de mar 

• BHVT: Bacterias Heterót1-of1Hi Viables Totale::;. 
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filtrada Cl micra) e irradiada con luz ultravioleta. a una 

temper,,turlti de 29 +/- 1 ·c. se le agregó EOTA ,. a una concen­

tracJón final de 0.01 gil. y fosfato de orytronúcin<'! 

(5 m1cr0gram0~/l ). El muest1·eo bacteriológ1co para loo esta­

dios d~ naupl10. zoeo y mys1s. en llevó a cabo en recipJPntes 

plc1st1cos p<"lra ~u cultivo, con UTld caµa;c1dad de 21 J. y cam­

bios per1ód1cns de agu-l f1ltnsda C1 micro) e irradiada con luz 

ultrav1oleta y una teruperaturo. promedio de 25 ·c. 
Los ranqos de concentración de bacter1~s en e3tos recipientes 

fueron: 

ETAPA 

Antes de eclos16n 

Naupl io 

Zoea I . II y I II 

Mysis 

HETE.ROT. VI A BLES (UFC/ml l 

11.000 - 26.000 

900,0UO - 3,300.000 

5•.000 - 3,600,000 

160.000 - 3.600.000 

V1br10 (UFC/ml J 

80 - 160 

9,000 - 333.000 

100 - 10,000 

1,600 - 4.100 

C) SISTEMA DE CULTIVO DE LARVAS DE ABULON 1 /{ rur~~··-.o,-• 

Se llevo a cabo en recipientes p14sticos cte !A 1. de cap~ci-

dad,con fluJCJ continuo de a.gua de m¿i¡r fi ltrad<"I. (1 micra) e 

irradiada con lu~ ullrdViuleta. Con temperatura de 15 a 17 ·e 

y una densidad de 200 larv~~ por litro. 

Lol:f rdngo de conccntrc'lc1ón de bJ.cte1·jas Víbr10 en estos reci 

piantes fueron do 6 a 22 UFC/ml. 

""ED1'A: Ac1do-Etilon·D1l1mino-·Tctraac:r.tico. 



0) SISTEMAS DE CULTIVO Df; ARTEMIA. 

fArtemia SJ}inlf fr.:tncisc,,n.'1 y A.sd!Jn.l del Fa.ro Sn.Jo~~ B.C. l 

Las condiciones de cultivo fueron V(trillbie:J 11t1l1zdndosc> .lgll.'1 

de mar filtr~do e Jrrod1ada con I~= ultrav1~1leld y rec1p1cnten 

de 3.8 l. de capacidad 

ron concentroc1ones de l .o~o.ooo UfC/ml par~ het.erótrota~ 

viables y 14. 700 UFC/ml. p;u-.:l bacteria~ V1br11.,. 

E) ALIMEITTO SUMINISTRAllO A LOS ORGl\NISMOS PROGENITORES DE 

P. stilyrostris. 

Se anallzó una me:.!cla de ca.l1u1i.1r trcuco descongelado y cabezo 

de camo.rón. encontranduse v~ lores de 1. O x to' a . 0 X Jd 

2.7 X td UFC/ml . de bacte-UFC/ml. de BHVT, de 1.0 x 10
1 

rias Vibr10 y de 1.0 x 10' 

mes totales. 

6.4 x td UFC/ml. para colifor-

II I. 3 CUANTIFICAC!ON. A!St.AMIENTO Y PURif'ICACION DE CEPAS 

a) Cuantificación: Las muestras obtenida3 se trasladaron 

iruned1otamenle al lab0rator1t.J para riu proceso.m1ento. 

Se hicieron dilus1ones seriadas. util1zandose un medio esté­

ril. compuesto por tres parteLJ d~ agua de m~r y una de agua 

destilada . 

Ge s1:::mlnV IJL•t duµI lcaJo 0.1 inl. de Cdda d1 lus10n en caJaS de 

Petr1 contcn1cndo medio tipo ZoDel J (Qppenhe1r:ie1 y ZoDel l. 

1952) par<" determl nar bacterj as heterótrofas viables total es. 

En med10 TCDS ri·)l".J. bact.c•1·1as tipo 

para col1tormes totale~. 

• EMB --Eos1ne Met1l Dlu.-:. 

Vibr10 sp. y medio EMB 111 
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La cuantlticac16n se efectuó con la técnica do conteo en 

placa CBianchi y Bianchi. 1972: Oppenheimer !:.!.__ti .• 1977; 

1\aper et al,, 1978) efectuandose dos lectu1-d!l. a tas 48 y 72 

hor,·w despu~~ dP haL<nsc i nc11bódo a una te1nper~tura de 25 ·e y 

a 35 ~e para colJformes totales. 

bJ A1sJam1ento: A partir de las placas utilizadas para la 

cuant1f1c~c10n de bacu•r1an del tipo Vibrio (TCDS) obtenida.A 

de los SH1tema.s rnuestrecidos. Ge selecc1onllron al azo.r 180 

ccpt1s. aproxnnallamr•nte. d<=: las cuales tueron procesadas sólo 

93 deb1do a d1vorao:; problem,1s tócn1cos y de manipulacion. 

cJ Pur1!1coción: Para 13 purif1cac1ón de las cepas aisladas 

se emple.~ .;,l métod,:i di.'.' r·::trl.'.lS (TI1J~Lt1ult ~tl-. 1963). Se 

real izaron de J a 5 rópl ic:<.ts sobre TCDS con el f1n de aumentar 

la probabilidad de que las cepas con las que se lrabajaria 

fueran del género deseado. Se efectuaron estrictos controles 

sobre cada una de las r~plicas paru comprobar su pureza y 

"*Vlt~?'" !:'.'t.! =.=-nt:.::-.iri.:i.:iór1 {t,11~Jú11 tle vrdm, tormo de la coloni..,, 

arreglo y tormJ celular). 

Las cepas puras fueron mantenidas por duplicado en CdJas de 

Pctri y frascos d~ v1dr10 d~ 10 mi . de capacidad, cor1 tapOn de 

rosca. conten1endo aproximadamente 3 ml. de m~dio ZoBell a 

lemperaturd ambiento {De rocomicnda mantenerlas a una tempera­

tura de 10 y 15 ·e cubr1endolas con aceite mineral en caso de 

manten~rlas po:· maG de un me!!, realizando t·esiembras cada 

seis lnP.$es). 



CEPAS DE COLECCION UTILIZADAS. 

Con el fin de idAntiticar l.:u::i cepds s1lvc.:tres. ul i I 1zetrori 

en este estudio bacter·j.~::; ptn·toncc1entcs a cepM'l d<J colc,_·c1011 

oticjales de la ATCC. 

NOMBRE DE LA CEPA No. CATALOGO No ASTGNADO 

V.fJsherie 77-1.¡ 94 

V.hllrveyii 14126 95 

t' . .Jl{¡inv;yt.JCUS 17749 96 

V. p.Jrllfl.JemoJyt icus 1780;.} 97 

V. vu/n1 ficus 2756:! 98 

V.mimicus 33653 99 

Este número corresponde al asignado en este trabaJO pa.r4 

fines practicas. 

III.4 ESTUDIO FENOTIPICO 

El estudio fenotípico de las cepas ~1111,,.~tr~= y u~ cc.>lecc1on 

CATCC) fue hecho en bane a los métodos est.,hlecidoa por Sta­

nier ~-· 1966. y modif1cados por L1zdrraga-Part1da. 1979. 

Se a.pi icó el conjunto df"? prucb,1s ttlxonóm1cas establecido 

Ce nexo 1) que. de acuerdo con 

prenje lo~ siguientes grupos: 

O'Brien y Colwell. 1987 com-

- MORF'OLOGIC/\S: Toddc la:s p1--uebas morfoJOg1cas se recd izaron 

con bacterian cultiva.das a tempcr4tura amh1~nte {20 - 27 ·c1 

en medio tipo ZvBell. con no mas de 48 horas de crecimiento. 

Las observdctones m1croscOplcas fueron realizadas con micros­

copio de contraste de fases y de campo claro. 
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- FISIOLOGICA.S: Para las pruebcts de temperatura se util12ó 

met.110 lipo ZoHcll y se incut,,ó a las tc-rr,pcratur.:l:.J entablecidac. 

Con el fin de oboervdr la r·enpueota a d1terentes sal1n1d~dea. 

se utilizó el mismo medio, prepar~do con ayua dt·~1tiladd. 

anadiendo NaCl según la conccntrac1on drnoad~. 

DIOQUIMICA~: .Se cncucntrdn CfJmr.i1 •.:nJ1dan aquellas pruebas 

que reflcJan la acc10n metabOl1ca do los orgdnlsmos y la 

pre::;r:nc1,'!. de enzima~ lntr-<.l y extra.ccluldreo. 

Para las prucb~s de Arg1n1i1~ d1hidr~lasa. Orn1tina y L1sina 

decarboxilasa se a~l1co el mCtodo du Mollcr. 195~. 

Lol detecc10n de b1olum1n1ocencio y citocrorno oxidaea se 

realizó a partir de cultivo~ crecidos en medio tipo ZoBell. 

Para la Quitinasa se le anact10 al medio tipo ZoBell 1 % de 

Quitina en suapemJión coloidal preparada. según Colwel 1. 1984 

y modificado por Montoya, 1992. 

En el ca~o de la Alginasn y Ami lasa se aMadió al medio 

tipo ZoBell. Aciño A!gfnico y Almidón respectivamente. 

- NUTRICIONALEs, Con estds pruebds so d~lormina la utiliza-

ción de diferant.eo substra.t.o:J co1110 Un1c<'l fuente de carbono. 

nitrógeno y energía. 

Se trabaJó con un t11edio ba~~ 

ficial según Lyrnan y Fleming. 

prep,1r.,do con agua de mar arti-

1940 con una nalinidnd findl 

de 20 O/OO. Se uti l 1zó dgua de mar artificial pnra 

asegurar condiciones reproducibles. 

- PRUEBAS DIVEHSAS: La nensibi l 1dad o. d1ferentca concentra-

ciones del agente vibrioestbtico 0/1~~. se estudio sobre 

medio tipo ZoBel 1 al cual ne le ir.corporó 

a diferentes concentraciones (Colwoll, 1984l. 

e 1 compuesto 
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Se utilizó el medio TCBS como el medio oclect1vo m.1s adecuado 

para el a1Dla1n1cnto y cuant1t1cal ión do bactct·1aa del 

género V1bri...1 (Mass.:id y Ol1vet. 1987: Bol1ncht•n ~~l .. 19eOl. 

El sembrado de 

mediante un rcpl icador scm1lluteorn('\t 1co r¡ue pPrm1 le .:::cmU1·oJ.r 

con rapidez haota 20 cep.1s ün cad,,, '-'"',., rit> Pt•t.r 1, b,-,s,':lndo 

el princ1p10 de su func1onam1ento en un inocul~rlor autom~t1c0 

(Mult1poinU. Watt !':..Ltl·. 1966. (F1g ll. 

En el caoo de las prue1'o.~. de> pr0Jur:c1ón de 

el sembt·o.do se~ r e.'l l tzó de 1gua 1 m,:inera vemb1·ando un1 Cct!IV.!nte 

10 cepas para evitar que ~e nob1·cJaparur1 l•)B renult.idoo. ya 

que la lectura de estas ptueh~s s•· r·o~l1z~ por medio de ld 

detección de ha.loo que 9~ turrn~n 

substrado esta siendo ,J,-.gra.dcicln 

el medio cuando el 

Po.ro. realizar la inoculaci<'in d·:: !Hlii ;;1~r1c (20 cepa.a) se llevó 

a cabo la siguiente rutina: 

- Preparación de medioo ~e rull1vo cr~pt.!c1t1cos."' 

Recuperd.ción d~ cepos pur.'.ln y re::;1embra. pol- el ml':-todo de 

- Prepar~ciOn y esteril1z~···1<0 11 del mAterJ~l ~ ut1lí2~r (tubos 

con medio m1nerdl. placa~ de plexigl~s con 21 recipiente~ de 

1.0 mi. de c.J.paci::.l..::irl. 1ncculadvrcs y p1peLH3 Pd.steurl. 

- De un tulio de en.~uiyo con 7. O mi. de medio mineral se 

tom1'!ron. con pipeta Pasteur. aµ1·oximadam~nte 2.:. ml. y se 

virt icron en cada un 1 de lo~ caj~s de flctr1 que contentan 

• En el ~NEXO 2 se p1-esenl3 la deEJcripc1on de los medios de 

culti•:o ut1lí~.:ido~. ar:i c"mo el proced1m1ento !:i<:guido en su 

elaborcac10n. 



el cultivo m11!J1vo. fotm.Jndci:::e una su!~pcmnón de la cepa a 

es-tudiar. Una vez hech<"I. ]d suspemnón. con la misma pipeta 

se recoge y Uú ~g1~~~ al tubo de e11sayo inicial. 

obten1end~,sc t1n~ concer1trac1011 aprox1m~da da 10 b~ct/mJ. 

Erlt t'I ~;u~¡110"ns l On S<: ham,·.g,~r.o l z(1 y dt> e 11 d se tom..111 1 . O m 1 . 

par'1 11 enar uno de lv:1 rec1pie11tcn de lo. placa de 
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plexigljB. c~te proced1m1Pnt0 ~~ rep1tr p~r~ cada d~ las 

20 ccpus de !,is que s~ i:omk'rw una !H.lr1e o. ·~[Jtud1ar (fig.1). 

- Para de-tf"::nflln.J.r l:'.l pr JUCClÓO de CXOC'O~lffid:J, Sólo se JOOCU 

lan 10 cep~c por cal~ i•~ra ev1t~r contusión en lao lecturas 

de los result'"1dos. 

- A los medios de cultivo líquidos Sf:' les agrega 0.5 rnl. de 

la susr"'r:~~l(•n or:g1nctl qw~ t:>e e11t:uentra en el tubo de 

ensaye. Este proc~zo ne repite pctro cada una de las 20 

cepas de Jas que se •:•.imr'1ne tlna. serie,, estudiar. 

- Todas J as pruebas se rc,1 l izon por dup l 1cado. 

B1.,t·1e .ae form11lan ho1a.s de reg1stro que contie-

el núm'3ro de 

cepa con ~t1 respufJcta en lou diferente~ medios de cultivo 

(anexo3). 

III. 5 ANALISIS MATEMAT!CO 

COEFICIENTE DE $JMILITUD 

Entre loE coe!icie~tcs de simil1tud que se hari utilizado en 

Taxonom1o Num~ric.J. rT.N.) se seleccionó el de JacccSrd por su 

propiedad de considcrdr unic3mcnte respuestas positivas ya 



que. en e 1 caao de bacter 1 as. l ilr. 

:!? 

s1m1l1tudes rlegat1v~s 

pueden deberse a fallas grn~t 1ra~ 0c~c1on~~Jn por rcn1embr~s 

repetidas u otro !actor fisico-qu1n11co. 

El coeficiente se repre~Hmtnn con la s1gu1ente ocu."lciora: 

e 

A+B-C 

Donde: 

A • Número de 1·espue::.:ta.s po~1t1vas dt? la cepa "A" 

B • Número de re3puostas positivas de la cepa ''B'' 

e - Número de respuestas [10flltivds comúnes en CA y DI 

La T.N. rcflcJa las relac1onez fenot1p1cas entre 

nismos. por ejemplo: porcentaJcD de ~1militudcs y 

los orga.­

disimil i-

tudes en caractorislicas o prop1ed~dc~ ex19tentcs. como 

distinlivao a partir de rclac1oncs tilogcnót1c~a. 

Una definición dc:3cr1pt1v~ de T.N. e3 la siguiente: Es la 

colección y evaluación de datos de un gran número de propie­

dades observables de ca<la. otga.nismo baJo estudio. para deter­

minar cuantitativamente la s1m1litud de un organismo con 

otros. y con ello permitn el arreglo o separación de cada 

organiamo en un grupo o cluzter banddo en estas similitudes 

\O'Drien y Colwell. i;;ü71. 

Los pr1nc1p10~ de T.N. cntan b,rnados en conceptos enun-

cjados primeramente por el botánico fr~ncén Mlchael Ad>ln-

son en 1763 y aplicado::; por primen1 ve:.: en Taxonomia Dacte-· 

r1ana por Sne~th en 1957. de acu~rdo a los s1gu1enles pr1nc1-

¡nor.": 



ll A cada cepa se le prueban todos los caracteres posibles. 

2) Todos loE: c.,rocteres t1enen el miElrno valor. 

3l Los tdXOS se ostal.ilecen en base a lo similitud total. 

(Colwcll y W1ebP. 19?0). 

ELABORACION DEL UENDROGRAMA 
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L.1 elaborac10n del dendrogr.:imo correspond1ente se llc'.·ó '­

cabo por medio de un.:i. matriz de s1mi l 1tud (R x Q). donde las 

variablen tueron, loa 99 cepas bacter1anaa estudiadas contra 

los resultados de las 47 pruebas efectuadas a cada una de 

el lan. 

Se apl1c6 el coeficiente de Plmilitud de Jaccard que implica 

la comparación pareada y mediante la técnica JerArquica Aglo­

merat1va se elaboró el dcndrograma correspondiente. 

Se utilizó un sistema de cómputo de tiempo compartido. 

modelo PRIME - 750 del Centro de Cómpu~o Electrónico 

del CICE'.JI:. tr.:.b?:Ueo.ndoAe con el paquete estadtstico LIPREC. 

perteneciente al departan1ento de ecología dol mismo centro. 

- DETERMINACION DEL NIVEL DEL CORTE DEL DENDROGRAMA 

La elección del nivel del corte de un dendrograma que permita 

la individualización de los fenones es arbi tr 111-iol <Veron. 

19691. El m~todo m6s comurunente utilizado es el criterio de la 

especie conocida (nomenspeciel (Dolabre ~ .. 1973), que 

consiste en escoger un nivel tal que loa fenones queden cons­

tituidos por copas pertenecientes a generas o especiea conoci­

das. 
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IV RESULTADOS 

Los rcoultados obtenidon fueron producto df' 1rn E'::tuU10 

"in vilro" efectua.do sobre 6 cepas de colccc1~"ln fATCC) del 

género Vibr10 y 93 ccpds s1Jvc~1trP-s, pertf'nccH.:rd.efJ .:il tnn':r11<• 

género (crecidas en TCIJS). a1sJ3d,:,s de d11cnmtes sistem..J!} de 

acu1cul tura y mantenidaR en medio ZoBf' 11 e· L1.borado <>Jn agua de 

mar. 

blecido y ut1!1zado para el eDtud10 f~r1otfp1co de las cepas. 

Se establecen las diferenc1ds y semcjanzan encontradas entre 

los conjuntos de cepas. conct1tufdoa mediante el coef1c1cnte 

de Jaccard y reprenentados en el Jendrogramo corresponJiente 

(fig.2). 

JV.l Resultados Cuantitativos 

La cuadro 2.a. presenta las cuantificaciones de bacterias 

heterotrofas viables totales y tipo V1br10 obtenidas durante 

los muestreos realizados a 109 diferentes sistemas de cultivo. 

expresa.das como unidades form..,dorns de colonH10 por mil1litro 

IUFC/ml l. 

La figura 3.c. mueotra grafícamente lo~ cambios en loo con­

centraciones de las poblaciones bacterianas estudiadas durante 

el desarrollo del cultivo d.,. P .. c;t_v/irosr:ria. 

IV.2 Resultados Cualitativos 

Comprende el estudio de 99 cep<J.9 a las que se aplicó el 

conjunto de 47 pruebas taxonom1cas seleccionadas. 
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El dendrograma obtenido Cfig.2) nos preaanta doo grupoa 

e r. rr 1 unidos entre R1 a un bajo porcentnje de similitud 

~24 (%S). Cada grupo ue encuentra constitutdo por sua reopec­

tivos subgrupoo. conjuntoo. subconjunto~ y Unidades Taxonóm1-

c,,s ÚfH"r"'ti\'.1S (L70l l'Úulodas. 

GRUPO I, 

Este grupo esta con3t1tuído por 83 cepao distribu!daa en 

subgrupos; representa e 1 grupo md.s importante cuan ti tat i va y 

cual1ta.t.1vamcnte porque en él se encuentran tres especieu de 

Vibrio potenci~lmcnte pa.tógena~ (V. vulnif1cus. 

mol yt i cus y V. hoJJrveyi} . 

SUBGRUPO I . 1 , 

V.parahclc-

Presenta 3 conjuntos. !ormadon por· 11 cepas. que so unen 

entre a1 a un 58.5 %5 y al subgrupo 1.2 en un 52 %S. 

CONJUNTO A: E.;;t.l cvw·;Li tuldo por 5 lJTO que ee unen a un 84 

%S. pres-entando un núcleo de formo.ción (cepan 34. 35 y 36) con 

un 94 %S y una UTO aislada (cepa 1) que se une a 70 %S. 

Lao cepas agrupadas en este conjunto fueron aisladas. 

principdlmente de entanques de maduración de P.stylirostris 

C34. 35, 36 y 37) y una obtenida del alimento suministrado a 

estos organismos (cepa 46). La UTO aislada corresponde a una 

cepa aislada de estadio larvario de P.stylirostris. 

Caracteristicas Generales: 

Este con1unto presenta marcada capacidad de utilización de 

aminodcidos. dcidos grasos. hidroxidc1dos. azacar-4cidos. 

alcoholes y aminas. 
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Presentó Oxidaaa. (-). amplio rango de toler.u1c1a <-'t la :Jd}Jn1-

dad (0,60,80 y 100 o/ool y tcmp~ralura (10.?.~ Y 42 "C). 

Resistencia a 150 ug/ml de 0/129 ; y no producen enztm.:is 

amilasa. alg1nasa, quitina.na y l1pa.:;a. a exccpc1ón ele Ja cepa 

35 qua pr'!cl'.?ntó producción de l lP"-Sd. 

La UTO Aüdada s1 presentó 11m1l.,,!3a. y qu1t1na..oa y no toleró 

salinidades de 100 o/oo 

Se une al conJunto B u un 64 ~S. 

CONJUNTO B : Forma.do por l.:is cepils 56. 57 y 58. .l un 85 '\S, 

son cepas aisladas del cultivo de semilla de abulc'in IH.ruf"es-

censJ. presentan buena capacidad de uti l 1zac1ón de a.m1nodci­

dos. ( .:i excepc1on de glicina) dc1dos grasos e t11droxic1.c1dos; 

Oxida.so r+>. sólo toleran sa.l1nid~dcs de O y 23 o/oo y tempe­

ra.turas de 10 y de 25 ·c. to1.Lw son .sensibles a 150 ug/ml de 

0/129. Unicamente la cepa 58 prod•uo quit1nasa y la cepa 56 

l ipasa. 

EJ c:uujunto B se une al e a un 58.5 %S. 

CONJUNTO C: Integrado por Ja:; cepas 60 y 61 a un 84 %S, fueron 

aisladas del cultivo de scmtlla de .:ibul'1n Cl!.rufcscens}; 

presentan und buen"- capar.iddd dt.? ut 11i;;:u.i:1ú11 de am1no.:1cidO!J 

(70 %} • d.cidos graBos (75 'tl e hidrox1ác1dof_: 166 %) . La cepa 

60 es Oxidasa {+}y 1~ 61 (-). ambas tolcr~n O. 60, 80 y 100 

o/oo de salinidad. No tolcr~n temperaturas de 42 ·e y son 

sensibles a 150 ug/ml de 0/129, la coµ<l 61 tu.mbié1. e~ scnoiblc 

a 50 ug/ml. ambas presentan produce l ón de qu I t 1 riaca y 11 pasa. 
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SUBGHVPO 1 . 2 : 

Integr.:1do por 44 cepas for·mando 3 conjuntos que se unen entre 

el los a un ~ 7 ;tS y al !Jubgrupo I. 3 en un 46 ':tS. 

('')NJUNT1.J f\: C:-'.':':.p'.:~G~'=1 f':Jr 3 ct>pas (:?.3 }' 7) que ".j'.' 1Jnen en un 

68 %S. prc~wnto.11du un nUclt:o de or1gPn (2,3) con un 100 \;$ 

entrt- i:l l<t!J. ~on cepas oblen1dat; del mucatroo real izodo a 

eotadios larvarios d~ P.st;·J1rostr1s Cn~11pliol. 

Preacnt•'in buünll Cd.pacid1'.d rie ut1lizn.c1ón de am11H ic1dos. una 

copacidad medJ<l pora utilizar ácidos gr~sos CS.2%), Ox1dnsa (t") 

requieren de NaCl para au crecimiento fno crecen a O 0100). 

la.s cepar, 2 y 7 unicamente crecen concentra e i onea de 2~ y 

60 o/oo mientrac que la cepa 3 tolera ~al1n1ctades hasta de 

100 O/OO. 

Las cepan y 3 crccon a temperatura de 

cepa 7 unicamente crece a 25 ·c. La 

lidad al 0/1¿9, mientras que la cepa 7 

150 ug/ml y l.:i. '.) .::;01.1.:r.cr.tc.· .:i 150 ug/:r,1. 

10. ~5 y 42'C y la 

no presentó bensibi­

fuc nennible d 50 y 

Laa trca cep'-1~ produjeron llpana. la 3 y 7 l'lmil..,sa y crólo la 

3 produjo qu1t1nasa. Se une al conJunto By e a un 57 %S. 

CONJUNTO B; Agrupa a JJ cepas. a un 68 %S. se encuentra in­

cluida una cepa de colección (cepa 95) que caracteriza al 

grupo como V. /1.J1vcy1; prcsenli!i bioluminisccnc ia. produce ion de 

enzimas: lipasa. quilinasa y amilasa, son snnsihlcs a 50 ug/ml 

de 0/129. requien::-n de NaCl pant su crcc1mienlo. Se divide en 

tres subconjuntos: 
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- Subconjunto b 1 ): Compuesto por lt·os cepa9 (6,95 y J~J co11 un 

73 %5 entre el las. Ja cepa 6 pr·csenla un 82 %S c._.n l.:i cepa 95 

CV.h.Jr\-'eyi No.14126 ele la 1'TCC) y fu~ron a1slad..1 ch.' estadio 

larvario de P.styl1rostris. 

Presentttn buena cap . .,cidad de uti l 1:.:.:ic1on de am1noacidos. 

excepto leuc1na; no ut1l1zan ácidos grasos en forma considera­

ble y si presentan buena ut1lizoc1on de h1drox16c1doa. nula 

capacidad para ut1l1zar azL1careD y alcoholes. Ox1dasa (+); 

requieren de NaCl para crec1m1ento.la cepa y 95 ~ólo 

toleran salinidades máximas de 60 y 00 o/oo. mientras que la 

33 solamente de 60 o/ov: prcsenton reducido rango de toleran­

cia a la temperatura. 

La cepa 6 crece a 10. 25 y 42 ·c. la 13 crece n 10 y 25 ·e y 

la 95 sólo a 25 ·c. las tres cepas fueron sensibles a 50 y 150 

ug/ml de 0/129 . produjeron amilasa. y 11pasa, ld y la 33 

fueron quitinasa (tl y la 6 y 95 pr·escnta.ron bioluminiscencia. 

- Subconjunto r J) : '='='!:':r''-l'!:'~t0 fl"r 'i ,..,.p..,_Q t 1 "=J 14. 1 fi. 7.~ y 21 l 

presentan un 79 %5 entre ellas. y queda unido al subconJunto 

"b," en un 68 %5 y al "G" en un 74 %S. fueron aislada~ de 

estddios lal-Vd.t"iOS de I'.styJirostrlS" {my!::lD), 

Presentan una c.!pacidad m~d1a (58 %) de ut1l1zación de am1-

nod.cidos. ácidos graso!:l (50 %) e hidr-ox1ucidon (75 %) ~ nula 

capacidad paro. utili:::.:ir azucares. alcoholc!:l y aminas. Oxid.Jna 

(+); requerimientou de NaCI. pero reducida tolerancia. la cepa 

13 fue la únlcd que creció a O o/oo y solamente las cepas 13 y 

14 crecieron a 80 o/oo. Todas toleraron 10. 25 y 42 ·e y 
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fueron sensibles a 150 ug/ml de 0/129; todas produjeron amila­

sa. quitinasa y lipana y a excepción de la cepa 21 lau restan­

tes fueron biolumin1scentes. 

- SubconJuntü b 1 I: Form<ldo por 5 cepas (17. 19. 26. 20 y 22) 

unidas a 81 ~s. forman un núcleo de origen (cepas 19 y 26) con 

un 96 %S. 

Todas las cepas prov1enen del muestreo realizado a estadio 

larvario de P.stylJrostris Cmysin): presenta una UTO asilada 

(cepa 38 aislada de progenitores} que so une en un 63 %5. 

Buena capacidad de utilización de aminodc1dos (80%). hidro-

xi6cidos ( 100 %) ; capacidad media de ut i l 1zación de 6cidos 

grasos y dicarboxilico:i eso 't); nul.:i cap.3.cidad paro. uliliz11r 

azucares. alcoholen y amina~; Oxidasa (+); reducido rango de 

tolerancia a la salinidad. :Jólo crecieron a 23 y 60 0/00; 

amplio rango de tolerancia a la temperatura. 10. 25 y 42 ·e; 
sensibles a 150 ug/ml de 0/129. Producción de amilasa, quiti­

n.l.sa y lip.:a.od.. Tv<la.s p1tu:HHJtaron b1olumir11scenc1a. 

CONJUNTC' e, 

Agrupa 27 cepas con un 67 !\.S entre ellas: const i tu:ido por 3 

subconj1rntos y 2 l.ITO aisladas que corresponden a las cepas de 

referencia cepa 98 (V.vuln1ficus No. 27562 J\TCC} y la. 97 

( V.p.:tr~haemolyticus No. 17802 1\TCCJ. La presencia de esta 

ül tima. cara.eteriza a 1 grupo como V. par<'Jhllemolyt icus 

72 %S. 

en un 

Se une en un 67 %5 con V. vulnlf1cus y a V.htirveyi en 62 %5. 
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- SubconJunto e, J: Agrupa 9 cepas con un 01 'bS entt·e ~ 1 h1s. Ea 

un grupo heterogeneo en cuanto .., su or!gC'll. comµuei;to por: 

3 cepa.a aisla.das de cultivo de artem1~ (60, 69 y 63) 

2 

larvcu-10 de P.::tyl1rostris t9.30J 

de progen1 tvt·es 

"alimento sumin15trado d 

(391 

(431 

provenientes del .:!gua de un s1st1;,•ma cerrddo de 

Presentan mdrcada ut1l1~ac1ón de aminoácidos. ~c1dos grasos e 

hidroxidcidos {9U '\.l; muy b<1 ja uti 112<Jc1ón cte azucares y 

alcoholes; Oxida.so. (~ l; la cepa JlJ fue la única que no pr·eRen­

tó requerimientos de aalin1dad: el rento creció a 60, 00 y 

100 o/oo: a excepc1on de la cepa 9. crecieron a 10. 25 y 42 ·e 

todas fueron sensibles 150 ug/ml do O/ 1 :...'.9 y !a.s cep<..1s 43. 63, 

69 y 92 tamb1én fueron sensible:J el 50 ug/nil de 0/129 

y sólo la 63 fue sensible a 10 ug/ml. Todas preountaron 

producción de amilasa y 11pand y oolom~nte la ccp., 9 pr-:idujc 

qujtinasa. 

Se une al subconJunto "c1 " en un 75 'tS. 

- Subconjunto c 2 ): En ta const i tu.tdo por 13 ce pus f 62. 64. 65. 

66. 71. 70. 74. 67. 75, 73. 72. 59 y 90) con un 79 %S entre 

ellas. de la:J cualc[T 11 provienen del cult1vo de urtem1a, una 

do abulOn (59) y una del sistema cerrado do acuicultura dcJ 

CICESE. Presentan alta c~pacidad (90%) para utili~ar Jos 

amino.1.cJdos. dcidos grasoo, hidroxi.1c1dos y ominas. b(1ja 
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para utilizar azucares y alcoholes. Oxidae4 C+), 

un1camente las ~epas 72 y 73 no mostraron requerimiento de 

NaCl para su crcc1micnto y el resto. toleró salinida.des hasta 

de 100 0100; presentaron ampl 10 rango de tolerancia a la. 

temperatura creciendo a 10. 25 y 42 ·c. 
Fueron sensibles a 150 ug/ml de 0/129 y las cepna 70. 71. 72. 

73. 74. 75. 64. 59, 90 y 62 también fueron sensibles 

50 ug/ml. Todas prcidiJJ':'r~:-. ! .ip<l;:;a, a.m1 lasa y a excepción de 

las cepas 64. 65 y 90 todas produjeron quitinaaa. 

Loo subconjuntos "c1 " y "~" se unen en un 72 %S con la cepa 

97 de colección que corresponde a V.pclr,1h.iemolyticus y poste­

riormente se unen al aubconjunto "c1 " en un 71 %S. 

- SubconJunto c,J: Constituido por 3 cepas Cll,12 y 27} con un 

77 %S entre ellas y con V.vulnificus en un 67 %S. son cepas 

provenientes de estadios larvarios CmysiaJ de P.stylirostr1s. 

Marcada utiliZdC1ón de aminodcidos ClOO %} y alta capacidad de 

utilización de dcidos grasos (85 %); hidroxi6cidos (75 %) y 

putres1na; baja capacidad para utilizar azucares y alcoholes; 

Oxidasa (+). Requieren de NaCl para su crecimiento y no tole­

ran concentraciones de 100 o/oo. 

Presentan amplio rango de tolerancia d la temperatura (10, 25 

y 42 ·e>. sensibles d 150 ug/ml de 0/129; 

solamente la cepo 27 produjo quitindea. 

SUBGRUPO I.3, 

produJeron lipasa y 

Formado por 16 cepas con 54 %S entre ellas y una trrO aislada 

(cepa 82}. que se une a 40 %S. Presenta 3 conjuntos : 
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CONJUNTO A: Agrupa a un total d~ .. ¡ cepas cun un 66 'tS entre 

ellas (cepas 10,25. 15 y 28l. Fueron ct1slad~~ de estadio 

ldrvario (mya1s) de P.styliroatris. Pre.::;ent.<1 buena ca.pdCld.:ict 

de utilización de aminodcidoa !70 %) y lM ld co1Joc1d.:id par<l 

utilizar dcldon gra909 (37.5 '\il. dc.d1crtrbox1l 1co~;. h1dr•1:·!1.:1-

cidos. azucares. alcoholes y am1na9; Ox1da.;ia (t·J, rcsultad0s 

negativos para las pruebas de ornitina y 11s1no d~carbox1lasa 

y drg1n1na d1h1dro1asa. Presentan requer1m1ento dt· NaCI y no 

toleran concentraciones de 100 0/00 n1 temperaturas de ·12 ec. 

sensibles a 150 ug/ml de 01129: p!'esent.!lron producción de 

amilasa. quitina.so. y llpa.s<l. 

une al conjunto "B" en un 58 %S. 

Biolum1n1scer1c1a pos1t1va. Se 

CONJUNTO a, Formado por 7 cepos (76. 86. 87, 88. 78, 77 y 

81), provenientes dol cultivo de artem1a y unidas entre s1 en 

un 77 %5. presenta un núcleo de origen (cepas 87, 88} a un 100 

%5 y una UTO aislada {cepa 891 que se une al conJunto "A" en 

un 54 %5. 

Capacidad media de utilización de aminoticidos !66 %} y caD1 

nula utilización de otros compuestos. neg~tivas para las 

pruebas ornitina y lisina decarboxila~a y arg1n1na d1h1drola­

sa; Oxidasa (+). requieren de NaCl y no toleran concentrac10-

nes de 100 o/oo n1 temperaturag de 42 ·c. Marcada sensibilidad 

a.l 0/129 en 10, 50 y 150 ug/ml. Produjeron amila!:;.:t y lipasa y 

unicamente la cepa :17 produjo quit1nasa. 

CONJUNTO C: Const1tu1do por 4 cepas ClB. 24. 29 y 50) con un 

54 %5 entre ellas. aislada.a de estadio larvario de Cdmarón y 
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del al1mento :JUministrado a cultivos de organismos reproducto­

res de P.sty/Jrostris. Se une a los conJuntos ''A'' y "D" en un 

45 %5. Existe una UTO aislada Cc~pa B2l que se une en un 

40 %S. 

Presentan una bueno capacidad de utilización de amino6cidoa 

(80 %) • y dc1dos grasos (75 \.l y baja o nula 

utilización de los otros compuestos probados: 

rcquarimientodc NaCl y tolerancia a 100 o/oo. 

capacidad de 

Oxidas a C +). 

Crecimiento a 

10. 25 y 42 "C: sensibl~s a 150 ug/ml de 0/129 y las cepas 24 

y 29 también fue1·on oensibles a 50 ug/ml. Todas preoentaron 

producción de amilasa y lipasa y unicamente la cepa 18 presen­

tó producción de qu1tínasa. 

SUBGRUPO 1.4, 

Presenta gran disimilitud (30 %5) entre las 11 cepas que lo 

conforman y se une al subgrupo 1.3 en un 36 %S. Esta d1vid1do 

en 3 conjuntos: 

CONJUNTO A: cepa9 ·¡y. 8U. t:l4. !j3 y 85 unid.u.::. ttf1 un 47 ~s y 

aisladas del cultivo de artemia. Prcncnta~ baja capacidad 

catabólica . Oxidasa (+). requerimiento de NaCl pero reducido 

rango de tolerancia, unicamcnte las cepas 79, eo y 83 crecie­

ron o 60 o/oo. No tole1~an temperaturas de 42 ·c. todos sensi­

bles a 150 ug/ml de 0/129 y las cepas 83 y 04 tombién fueron 

sensibles a 50 ug/ml: la cepa. 79 produjo ami lasa y quitinasa. 

la 83 alginasa y lipasa y las 00, 84 y 85 unicamente lipasa . 
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Lo forman 2 cepaa (54 }' ':;:.•., unidas .1 5:?. '-S 

entro ell'1s. ambas aJsladas del cultivo de semilla de csbulOn: 

se unen al conJunto "A" en un 32 '\S. 

Presentan baJa o nula capacidad c.:.1t<"\ból1cd: Ox1daoa (t!; 

requerimiento de NaCl y sólo crecieron a 23 y 60 o/oo: re~t1c1 

do rango de temperaturd !10 y 25 "CI; sensib1l1dad a 10. 50 y 

150 ugn11i t.h~ 0/1:;. lu .:cp.:l ..J_, p.rt!.'.'.iCí.':.! .J.:nl!.!!::.l. !lf'.'.!S'.'- y 

quitinasa, mientra.~ que la 54 no produJo dichas enz1m'1s. 

CONJUNTO e : Conot1tufdo por 4 cepas C4. 5. 44 y 99l unidas a 

un 37 %!1 entre s1 y con los conJunto~1 "A" y "D" un 30 ~S. La 

cepa 99 corresponde a V.m1m1cus tno. 33653 de la ATCC). Pre­

sentan gran d1s1militud entre ellas y alguna~ de sus caracte-

r1sticas m6s representativas son las siguientes: presentan 

baja o nula capaciddd catabólica (excepto la cepa 4). 

Oxidasa (+) y producción de lipasa. Todas presentan amplio 

rango de tolerancia a la temperatura (crecimiento o. 10. 25 y 

42 ·e¡. Sen~illilidad el. 150 uq/ml de 0/129. la~ copas 4.44 y 99 

fueron sensibles a 50 ug/ml y la 4 y 99 a 10 uq/ml. 

Las cepas 4 y 99 produjeron adembs amilasa y quit1nasa. 

Unicamente la cepa 44 presentó amplio rango de tolerancia a 

la sal inidoJ. y junto con la 5 y ?9 ::;rc:-ieron a O o/ry-o de NaCl. 

La cepa 5 fue Oxidasa (-) y no produjo enzimas extracelulares. 

GRUPO II. 

El grupo 11 esta constituido por 16 copas divididas en 

aubgrupos. En su mayoría son cepas aisladas del muestreo 

efectuado al alimento suministrado a organismos de P.stylJros­

tris en estanques de maduración. 
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También i'le encuentran en e~Lc qrupo dos cepas de referencia d(• 

la ATCC, que corresponden a V.fishcri y V • .!lgin0Jyt1cus. 

SUBGRUPO 11.l: Formado por 13 cepas agrupadas en 3 conjuntos y 

unidos en un 49 %5. 

CONJUNTO A: Presentd 3 subconjuntos: 

- Subconjunto al: Formado por 4 cepas (8. 40. 52 y 5JJ con un 

75 %5 entre ellas y un núcleo de formación 140 y 52) con un 

91 %5. La. 5::? y 53 provienen del alimento. la 40 del cultivo de 

progenitores y la 8 de e~todio larvario de P.st)'i1rost1·1s. 

BaJa o nula cl!lpa~idad catabólica; con exceµcíón de la cepa 53 

los demas son Oxidaoa l+J: presentan ~mplio rango de toleran­

cia a la sal1n1dad (crec1miento a O. 60. 80 ylOO o/oo) y a la 

temperatura (crecimiento a 10. 25 y 42 "C). sensibles a 50 y 

150 ug/ml de 0/129. 

Unicamente las ccp~s B. 40 y 52 produjeron lipasa. La 52 y 53 

presentaron colonias con pigmentación color n~ranja en medio 

tipo ZoBell. 

- SubconJunto a,): Formodo por cepas (47, 51 y 48) con un 

78 %5, provenientes de alimento. presentan baja o nula capaci­

dad catab6l1ca. Oxidasa (+). amplio rango de tolerdncia a l~ 

salinidad ( O. 60, 80 y 100 o/oo) y a la temperatura. Sensi­

bles a 150 ug/ml de 0/129 y no presentaron producción de 

amilasa. alginasa. quitinasa y lipasa. 
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- Subconjunto a,): Formado Un1camente por j ccp.J.s í45. 94 y 

96). unidas entre st en un 54 'tS /' con lon ~ubcon iuntos "~ " }' 

"a," en un 49 %S. Las cepds 9•1 y 96 corresp1·nden a las cep<'ls de 

referencia V.f1sher1 tNo.T/44 de la ATCL'l y V . ..'Jlq1nolyt1cus 

(No. 17749 de la ATCC>. con un 88 's entrP ellas. 

Presentan baJa o nula capacidad catabolJca, la ~epa •15 fue 

oxidasa (-) y no presento requer1m1cnto de N~CI para cu crPc1-

miento. tienen un amplio 1·.:ingo de toh.-r.:iric.·1a <3 L:i r::J.l1n1do.d 

(23. 60. 80 y 100 o/oo). M1entn1~ que ).:'l.!3 cepas de referencia 

tienen marcada tolerancia a. la tcmpenttura. !10, 25 y 42 "CJ. 

la cepa 45 unicamente croc1ó ~ ~5 ·c. Todas fueron sensibles a 

150 ug/ml de 0/129 y las cepas 45 y 94 tamb1en a 50 ug/ml. L3s 

3 cepas produjeron amilasa y 11paso. 

SUBGRUPO II.2: Constituídas por 3 cepas {41. 42 y 49) aisladas 

de a 1 imento. unidas entre s 1 en un 78 %S y al subgrupo 11 . 1 en 

un 38 %S. Baja o nulo capacidad cataból 1ca, Oxidolsa (-). 

limitado rango de tolerancia a la salinidad (crecimiento a O, 

23 y 60 o/oo). y a la temperatura {crcc1mienlo a 10 y 25 ·e¡. 

semsiblPS e. 15n ug/ml '1~ 0/12Q y rv"'I pr,.,rittJ"'rnn ll'l!=i ""n7-im.,!'I 

amilasa. alg1nasa. quitina~a y lipasa. 
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DISCUSIOll 

La cuadro No.2.a y las figuras 3.a y J.b preoentan loe valo­

res de bacterias Heterotrofas Vldbles Totales <HVT>. Vibrio Y 

de col1formes totales obtenidos de los .-.inálisis _,¡ agu.1. utili­

zada en los sistemas de cultivo estudiados. 

Los muestreos realizados en el sistema de abastecimiento de 

ogua de mar en el CICESE indicaron un alto grado de contami­

nación orgánica en el sistema, y la necesidad de tomar algunas 

medidas para disminuir estos valores. Se realizó limp1eza de 

tubería, eliminación del exceso de nutrientes y reposo del 

sistema. 

Como consecuencla de lo dnterior, en los muestreos posterjores 

se obtuvieron valores considerablemente menores de bacterias 

colifonnes. En el último muestreo 

disminución de Vibrios en el sjstema. 

se observó tarnbien lo 

Los valores correspondientes al sistema de abastecimiento de 

o gua en el I IO ( tobla 2. al. ri~mu.,,,str~n Q'..!C el !lgu.i de op1 ov1-

sionomiento al sistema de acuicultura. pres~nto una cxcel~nte 

calidad desde el punto de vista bacteriolog1co. yo que los 

volaros detectados para HVT estan comprendidos dentro del 

rango de 10
1 

- 10
4 

• lo cuo.l pertenece al registro paro aguas 

costeras no contaminadas (Liz6rraga-Partida 1907). 

De igual manera. se constata que los sistemas de filtración y 

radiación U.V. instalados, reducen la población 'bacteriana 

pero no logran eliminarlo totalmente. 



43 

En los muestreos efectuddos en los e9t.inqueo desl1n<Jdc:J ,,,¡ 

proyecte de invcct igac1cn ~obre madurac16?1 qonad1ca !P 1 • ~y 

P>J la concentración do HVT fluctuó e11tr~ v~lor·en de 1~ y 10' 

UFC/ml) y de 10' a ld paro bacter1~s V1/JrL• en 10~.1 <l1fe1·cnles 

estanques muestreados (tabla 2.b y f1g. 3.c). 

Tomando on cuenta que el qéncro Vibrl<-• e::; un componente 

normal de la flora intestinal de los cam~rones (Colwcl l. 19841 

y que en c1erta9 condic1ones puede 00r un agente patógeno, en 

el sistema estudiado, podr1a h,'\btnse visto afectada la trans-

ferenc10 del ~spermatóforo. la fert1l1zac1on de los huevoc y 

presentarse ademas le!:n ones cut i cu lareg 1 Brown. 1979) . S:i n 

embargo, dichos concentra e iones no i ntcrf l r i er -_,n en e 1 proceso 

de inducción a la maduración gon.Sdico. (8ctdncuurt 19891. 

Se evidenció que el alimento sumin1otrado a los organiomoo en 

maduración es una fuente importante de entrada de l'ibrio sp. y 

de otr~s bacterias al sistema. pucDto que en los an~lisis 

boctcriolóqicos re~lizados al alimento se detectaron valores 

de 1. 0 x 10' a 2. O X 10' UFC/ml de HVT de 1. O X 101 a 2. O Y. 

10~ UFC/ml de VJbrio (valore~ !limitares a Ion reportados por 

Chan et ~J. 1909) y 1.0 X 10• 

formes tola 1 es. 

a 6.4 X !d UFC/ml para col 1-

Las características fenotípicas de las bacterias aisladas de 

estos dos sistemas. alimento y progenitores. presentan mayor 

similitud entre ellas que con el resto de las cepas estudia­

das. de tal manera que se encuentran conformando el grupo II 

en el fenograma correspondiente. 
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En los estanques de esta.dios larvar-10!:! de P.styl1rostr1s. los 

valor~~ de los poblaciones V1brio fluctuaron desde 80 UFC/ml. 

en Jo3 e.:Jtdnques de desove. httstd 1.2 x 10' UFC/rnl en loe 

eoldd1os de naupl10. descend1on1'10 ponteriormcnte a l.6 x la' 

UFC/rnl en zoea y mys1s. El mismo comportamiento prcoentO en 

las poblaciones de HVT con valoren de 1 1 x lrf. 3.3 ): tó y 

1.6 x 10~ UFC/rnl respect1vamonto. 

Las fluclua.cionea en loil va.lores otJtcnidoD. posiblemente oc 

deben }(>:-; h.:\b1los al1mt:nt1c1os quo prc!·H.:nlnn estos treu 

entadtos: el p1~1n1ero. naupl10, util1z.:i sus re~:1~rvas de vitelo 

y conforme cambi<ln a ZOP.ll y p0Dl€'r1·J1·mente a r;1ya1s, l<.19 bacte­

r1ds pdsn.n a formar p<H·te de .::;u al1mcnU1r:ión. EDloa reaultadoa 

col ne id en con 1 os cxpueslos por Ya suda y K1 tao, 1900. 

Es interesante notar que los valon~s obten1dca de }O!J mues­

treos bdcleridnon al cultivo larvar10 ~ 20 •e sor1 conD1dera-

blemcnte menoren que a 2~ ·e y que el comportam1cnto ae rep1-

te. aunque eate descenso en la tcmpt•ratura trae consigo un 

lento desarrollo larvario. 

La. detección de hnctt>rlae biolumin1scentes con Cdpaciddd 

quitinolit1ca y lipoliticd. en los muestreos al estadio mysis 

de P.!lt.ylirostris. asi con10 su c.:sr·dcter1zac1on e Jdcnt1fica-

ción como V. h~rveyi. tuo otro resultado importunte. debido a 

que en los últimon aNon ciertos v1br10D biolum1nisccntes con 

ca.r.!lcteristica.s ~(•meJantcs a V. par.1t1.:1c:nolyticus. se han 

re lacionddo con al tos . ta::ias de mor to l 1dad en cu 1 ti vos de 

camarón en Ecuador y Taiwan CLightnnr. 1991). • 

•Comunicación personal. Depto. Mad. Vet. Univ. Arjzona USA. 
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En este trdba.Jo se logró una clili·a. sep .. 1rac1.:m cntrt.• t'. h.:Jn·1..1 -

yi y V. p~r~h~emolyt1cua (F1g.2l. 

Cabe sena1 .. u· que dur'1nte est.1 1nveot1gac1ón se pr•:Dentó tHhl 

a.Ita mortdlidad en dicho egté\dto, aunque la pa.togen1c1U.'1d ct<> 

las b~cterias a:~l~d'1~ n0 ~~ estudió. 

De los muestreos a cultivos dP. .n.rteml·.l. ae ai~lilron 11 de L!c 

22 cepas que confo1·man i.._,:::; subconjuntos c 1 y 

dos como V .pdraha.em0Jyt1cus. E.st.::i no~ 1nd1 .... ·a el .;,.llo t ic~;go 

que representa un mal maneJO de este cru~lJceo como 3l1menlo 

para otrog organismos acu~t1cos. ya que c~ta e~pec1e bacteria­

na en amplie!mente reconoc1da como a.gente p<ll<'.:igeno de organ1s-

moa acuAti~o~ CL1ghtncr,l~~DJ cot1.sJder·.1da. un pel i11ro poten-

cial de salud pública !Chan et JI.. 19891. 

Al igu..ll que en otros crustáceos. V1br10 sµ. encuentrc'i en 

forma natural en Artemia por lo que. a pcz.J.r de utilizar· aqua 

de m~r fil tr&.li..!u lrraa1add con luz ultravioloti:1 par.'\ el 

cultivo de orotoa 01~g.J.nimno:.J, los valores obtenidos de los 

muestreos reali~ados fueron del orden de 1.4 x l~ para 

bacteri..1s Vibrio y de 1. O x io• par.:i lfVT. 

Todo lo anterior lleva a CQnsiderar a Artem1a sp. como un 

vector potencialmente importante de bacterüH1 patógenas, 

pr1nc1p~lmente de V.parah~emolytJcus. 

El bajo número de bactcriao del g~nero VibrJt.."I dctcctddas en 

los cultivos de larvas de AbuJón (de 6 a 22 UFC/ml. 1. se debe 

principalmente a las medidas extremas que zc toman ya que. 
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estos org~ni~mos Don considerablemente afectados por concen­

traciones mJniman de d1chas bacterias. 

Alqur1a.s de la.J mect1das mds impo1·t~nt03 fueron: 

- El agua utiJ 1~~da fue filtrada (1 ul u irradiada con luz 

ult1av1oleta y se le anad1ó ant1h1ót1co (Pen1c1l1na y Strepto-

rn1r1na) 

- Se cult1·nU"on en ur1 ~n!Jtc·m" con flujo continuo CB cambioa'al 

dta) y la leniper~tur-~ fue entre 15 y 17 ·c. 

~io11 t:d1mentdrJ~1!; a pc1rti1' de cult1von rnonoespectf1cos de 

1111croalgan. 

El !7 'l. de l~s cepau estudiados prcoentaron oxidasa negat1-

va. la mayorJa d~ estn~ cepas posiblemente tengan el mismo 

orígen y su cnt:rad..i a.l :11;:;temu de culUvu de P.styl irostris. 

fue el ~ l imento sumi ni strddo a. estos organismon. 

Integran principalmente los suhgr·upou I .1 y II. 2, ub1cado!3 en 

lon extremo~ dt.il dendrogntma. unidos a un bajo porcentaJe de 

sjmi 1 i tud con l OEl subgrupos caracter l zado!; por la presencia de 

El h~~ho d9 gue ~l 03 % de la~ cepao estud1a~au fuerdn 

oxidan<l poz1t1va y lt.t mdyorlo sa:ctffos:a negativa. (colonia.e 

verdes en T1..."HJJ. rctlcJ.1. la abundancia relat1va de eapecies 

potenclalmente patógenas. 1 V. p.Jrah.!Jemolytic11s. V. vulnificus. 

V. mJm1cus. V. Jnguill .. 'lrum. V. fisc/leri) en loH s1stcm<'ts mues·· 

treo.dos CMohney. 1991).• 

Comunicación personal. Depto. de Med. Vet. Univ. Arizona. 

USA. 
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El dendronogrdma con~titutdo a partir de los resultados de 

laa pruebas de caracterizac1ón establec1J~c y a lau cuales 

fueron sometidas laa 93 cepas ~1lvestros y ti de colecc1ón. nos 

muestran diferentes agrupac1or1cD de acucrdu ~ lde s1m1l1tudcu 

fenotípicas existentes ent1·e ellas (flg.21. 

En los resultados se exponen la~ caracter1st1cau fenotlpicas 

m.is impor·tdntes de cada unll de los agrup11c1ones que se obtu-

vi .. ron 

Se observa una tendencia de agrupdm1cntn de acuerdo al orígen 

de lds cepas. 

Se presentan dos ccp<H.1 { 11 y 12) con gnm g 1m111 tud cori v. 

vulnificus, el cual junto con V. p.Jr~h~emoJyt.Jcu.c:; son impor­

to.ntes desde el punto de vista de nalud públ tea CColwel l. 

1984, Chan ~. 19891. 

El buje porcentaje de s1mil1tud quo se presenta en el feno­

grama. demuestra el poder discrim1nativo del conJunto de 

pruebas establecido y la pos1Lilidad de que se trate de espe­

cjes no report~das a la tech~. sobre todo si consideramos que 

todos los trabajos taxonom1cos de V1brio han sido realizados 

en el extranjero. 

Un ejemplo de lo anterior. es el estudio rea11zado por Lec_!tl. 

a..l. .• 1978 sobre vlbrioq ox1<lnsa nPgntiva crecidos en TCAS e 

idcnt1f1cbdoa como V. metschni/\"ovii. 
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CONCLUSIONES' 

Se demostró la necesidad de realiza~. muestreos bacteriolOgi­

cos. en forma rutinaria. que permitan evaluar la eficiencia de 

los sistemas de el1m1nación de bacterias en los centros que se 

dedican a la acuicultura. 

La ut1l1zac1on de los tres medios de cultivo destinados a 

valorar las concentraciones de bacterias heterótrofas viables 

totales. col1formes y vibr1os, CZoDELL. EMB y TCBS) demostró 

ser una herramienta efic..'.!lz y faci lmcnte aplicable en granjas 

de acuicultura. 

La presencia de bacterias halofílicas del género Vibrio en 

los cultivos de Cam~rón. Artemia y Abulón, aa1 como en loe 

sistemas de abastecimiento de agua estudia.dos, fue constante. 

El alimento suministrado a los organismos, fue una fuente 

constante de introducción de bacterias potencialmente patóge­

nas. 

Artemia sp. demostró ser un vector importante de V. p.JrlJ/JlJE'­

molyr:1cus. 

Se identificaron cepas de V.plJr4hdemolyticus, V.vulnificus y 

V.hdrveyJ. mediante la aplicación de el conjunto de pruebas 

taxonómicas establecido. y del coeficiente de Jaccard. Lo­

grandose de esta manera los objetivos planteados. 
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Tumando en cuenta. el dcelerado desarrollo de ta camaron1cu1-

tura en México. es necesario e 2ndispcnsable considerar las 

exper1enc1as de otros p.l1seo, en r~lación a la problem.,tica 

común .:1 el 1 os . 

La. temper<ltura y otro!..• factores el imJ.t 1 cos domindntcc en 

nuestro pais, incramuntan la probabillddd de q11e exist~n espe­

cjes ria de~cr1tas a la frcho. por lo que deben sor contempla­

dos mán tro.baJos toxonómicof.; sobre c~:te genero. 

Con lo anterior. Mf•;<ico crear1n su t.irop1a tecnolog1a de .:!lcuer· 

do a las nccos1da<les y posibil1dn 1l~A. vinculando hanta donde 

sea pO!liblc el sector productivo. educativo y de investig<l-

ción. D1oponiendo de se1-v1cios de ascaor1a para identifi-

cación y d1agnóstico en sitios estratcgicamente locdlizados en 

el pais. 
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CUADRO 2 a. SINTESIS DE MUESTREOS D/ICTEfUOLOGlf'OS REf1LlZADOS A LOS 

SISTEMAS DE ADASTECIMlEUTU DE AGUA nE Mi\fL •:1'.'.'ESE - l l!J. 

rECllA SITIO ZoBELL TCBS EMB CiiMEN1"ARIOS 

NOV. e, 1.0XlO • 1. 7Xl0• El mucctrco n.•.,l1=:ado a.nt-:.; de 
e, :?.l>:!!)' ~ t,; 7. !;);{!'.'' !!:':! '.'."'°!'1':'1!" .~ ! ~·;•J., ' ·~~~~" <.· l ·~ .. 

e, J. lxlO' 20 1 9xto' temtl. no detecto c1·t>c1m1ento 
e, 7 6xl0 1 N.O. ºº en Tt:f1S n> 1·11 EMB. !VEH l,J. 

DIC. e, 4 . 5>:10. lxl0
1 

5 Oxlü' Lo:J r""..''.>U 1 t..ldo~ do c::::t~ mues! .-,..;::i 
e, 1 .6xl0' . ~:<10 1 . ox10• cont irm.Jiron i, gran c3ntlda.! oe 
e, 3. Jxlü • 10 0:<10' b.'"lcter· 1a;J ~ C• 1 l t •.Jt"ITIC$ pr·esentc!I 
e, 3 7xlO 1 u.o. N.D. en cnlt• s1;:;tcr~n f'or lo que ce 

dec 1.J1 L> t"t"LI! J~,'l.t° l 1mp1 eza 

rEB. e, l.1X10' 7Xl0
1 

1. 5Xl0
1 Ente muc:..:<;.n:-o !i(' llevó . cabo 

e, ? . 6X10 1 . 3Xl0
1 

1x10
1 

dc!>pUé!l Je t1>1bersc efectuado lo 
e, 4. 2Xl0' . 1X10

1 
l. ·IXl 0

1 
l 1mp1e~" de l, tuberta dt• l fllS-

e, 85 5 N.tJ. tema. J•> ti I tros y ol 1m1n.ld0 
el CXC"t:!JO de nutrientes y 
pdrt l cu! .J:i (.•ll r;u~1pcns1ón. 

FEB. e, 1.3X1D' 05 'º e, l . 2X10 ~ 50 !O EZlúS re su l tadv~ r:ompnwb<'l.n la 
e, 1.6X10' 95 60 d1sm1nuc1ón do cal 1 formes y VI 

e, 6 .OXlO 1 N.D. 5 br1os en ol 01stmr.a, dr.opu/:!s 
de 1•• medidas toma¡fo:::;. 

INSTllUTO !JE INVJ::STIGAClONE~; UCEAtk•LOGICAS 

tlOV. r, 5.BXlO' 2 oxio• 25 El agua en proven 1 ente do Punto 

'· 4 .flXlO 
1 

N.D N.D Morro: prc~ento. gt·an cn.nt1dad 
r, l. lXlO 1 N.O. N.D. de parl1cula.s en suspfln~ i t'.in. 
I, 4. lXlO 

1 
ti.O. fl.D. Del Sl t lC• 1, "º abo'.:'t..eció €'5'.' 

m1mno d1a.. •1 !J1stema cerra•Jo 
del CICESE. 

NOV. '· 4 ~XtO 1 N.O. 35 
I, 4 5Xl0' N.O. N.O. üebtcio ' lo eota.bt l 11<'.ld de es-
r, 2.e.00 1 N.O. 5 te s1stcmo no .. cont uiuaron 

'· ? . 5X10 1 N.O. 10 103 muestreos en estos rnt100. 

• Los va.lores eBton da.dos en Un1dadeo Formadoro.G de Colon1ao t!JfC/ml 1. 



CVA!JfiO 2 .b SINTESIS t>E LúS MUE:;rREOS DACTERIOLOGICuS EN EL SISTEMA 
AfilEfffO OE tULT!VO UE CAMARüN l~q,!Yllrostr:.!~· 1prognnitores (lJOJ 

FECHA 

NOV. 

NOV. 

DIC. 

DIC. 

ENE. 

ENE. 

FED. 

MARZ. 

~ilTH.i 

P, 
P, 
P, 

í', 
P, 
P, 

P, 
P, 
P, 

P, 
P, 
P, 

P, 
P, 
P, 

P, 
P, 
P, 

P, 
P, 
r, 

P, 
P, 
P, 

Zof1ELL 

l.9X1~1 
l.BX!O 
2. 5XtcJ 

2,0XlO~ 
3. 5X! d 
2. ex1d 

l, 5x1Ó 
l. 5Xl J 
l. 8Xlll 

4. 6X!Ó 
7. 9XIÓ 
6. 5XIÓ 

2. 9XH~ 
3. 9X1Ó 
l. 5xlÓ 

7. 2X!13 
2. IX!Ó 
S. OXIÓ 

1. jXl O 1 

5 4Xl0
1 

7. ex10
1 

l .•IXlO' 
~1. OXlO 

1 

2, HXl O 
1 

7 3x101 

3 .. ,., 101 

6X1u' 

i:~~ig: 
1.4x10• 

2 .4XlÓ 
l .4XIÓ 

90 

80 
1. ax 16 
2 .1x16 

J. 2Xl O 
1 

l. 6Xl O 
1 

2. 7x10 1 

5. OXlO 
1 

s.sx10' 
3. 7Xl0 1 

Muent r ,. :; rea! iza.do deapués de 
hab1~1 1..•toctuado l 1mp1eza de 

e!Jt.:inque.s y o.nten de proporc1onar 
01 tll1n,,,nto !,..>iJ11m.,r con-;reladcl 
a lo~; '-'r~r.,111cmos. La temperatura 
rn·om: .. ,11c, t·.ic de 20 •c. 
Mue·.·~ rc·u n1a l 1 :!:'ldo de pues del ."J 

1 lm;) >'::a de 10:; estanques y 
cd 11:ot•ntJ•~ i -:,n "' l ~'s organ i:::mo!l. 
T1.:mpcr·1tur.1 prorncd10 2B ·e. 

e.~te mu(·.'3treo ~e real izó antes de 
l .J l lmp1·=~n y d•-· al 1mentar a lo!J 
orga.n l !.m,c:- ;·. !le murstreo el al 1-
mcnto 1··-.bc:::a de cdmarUn y calo· 
mar cona.-· l adol los resu l tadofJ 

~~~=~ J<1·~~ ~~r~~~rr~~~ .. ~~u~~~;~~~ 
.. 101

• 

Mueotrco -"nlf':. de la limp1ezo y 
de a!Jrr.1?nL1r a lo!J organismos. 

En e!..lto~~ dos mucstre<:':J unicamente 
!Je acrnbró sobre med10 TCDS. debi­
do a Pscdsco: de material. y se -
rnn<>, d~?""I'\ ~~r- 1?!:;':'!"'t~:-,!.c p~r<l 

1 os f l ne.!1 p1:r~1egu i dor> tenl'.!r el 
registro d~ la pDbJ,,c16n ber.cte­
r1ana que crece en dicho modio 

tt'1br10 sp.I 

En este cano tambi en !JC tom..:i 
muentra deJ at1mento y loa va­
lores obtenidos fueron: 
V1br1or::~J. 7xld; H,.VT-2.0xld: 
Collf~r:r;~:: ... 5.4xl0 fcabez<l dtt 
cam.irón y calamar congelado). 

• Los valores cstan dado en Unidades Formadoras de Colon:.tas UFC/ml. 
HVT • Bacterias Heterótrofao Viables Tot,, 1 es. 



CUADRO 2.c SlNTESIS DE LOS MUl'STREOS Etl El. SISTLMA CSEMICERRADOJ DE 
CULTIVO !JE LARVA~} DE CAMAHON. TEMf•EkA1UHA 25 "C !1101. 

FECHA 

4-03-·09 

5-03··09 

6-03-69 

7-03-09 
A.M. 

P.M. 

C-03-89 
A.M. 

P.M. 

SITIO 

1\ 
N, 
N, 

1\ 
N, 
N, 

:; 
z, 
z, 
z, 

9-0J-09 z, 
10-03-89 z 

A.M. 

P.M. 

ZoBtl.L 

1xlc:f 
. 6xlcf 

l J:<l r1 

J. 3xlcf 
2. 7xlcf 
2 .Jxld 

5x!d 
. 9xld 
Oxlcf 

l. O.xl~ 
l .Oxlcf 

2.Bxlcf 
1 .3xld 

2.6xl d 
G 5...:1 d' 

TCEtS 

l. sxl 0 1 

Bú 
l .LdU' 

. 2xlo' 
2xl~< 

l. 2xlu 

. 0::10° 
Uxlü" 

O:d0° 
.O:d0

1 

3.5xl0
1 

7. C:...:!~ 1 

~.6xHI' 2.lxl01 

4.6xld 3.'lxl01 

6. Oxld b. 4xlOJ 

G.D:ld' 

15-03-89 MY 3.6x10• ·1.lxld 

MY 1.6xlo' 1.6x1d 

COMENTAídl':i 

E!Jtor.i rr.'-!e!:tr<·u:.i se re,'.:IJ 1;:oron en el 
cst3nqu( de c!enove aprc,...:. 7 horan 

dc3put·r- 1 hol><·r~~· cf~"."tu..,1ri el -
dv!Jovc. t.:1n:u1to <lbH:rlo. 
E• Ernbr1<'.'•11 
Mueatreo reo.I 1z.J.do 24 horas deeput:a 
del ant·~ric.r, ~: dprc< 20 horo.n d1~~­
pué:J d1'.'l c.,:r,b10 de d•Jua mas ED1A. 
La may;!""J.'l d.c los r..·r-Jr10lsmos oc en­
cuentran i:'ntre Noupl le' 2 y J. 

Lon or qr1n1sn1os SFi en-:urntron entre 
Naupl tc• ·l y N.-.iupl lO 5. 

Se tr~:::!?!J.'l.1 '"'n 1C1:• organ1~fT'·-t1 a un 
tanque de m<lyor c·J¡:,:i,-idad. roal1zan­
dose a la ve;: el cnmb1.:i de ;,guo. 
Los crg,,nismos ;:;ti encontr.:it-·1n en 
Zoea 1; se a) u11untoron con 
l!Jcicl1rysJs tdhJ tJ.,nd. obast(·cida 
por t!l labor.ltor10 de microalgas 
del nusmo 1nstitu~n. 

Al Jt:.!U.'11 qu~ en ol muestreo anterior 
=e ! !"..'.''"~'."!' "."""h.-. '1"•1 !T1''"<"1tr.,.nq 1'11 
d1t1. 
Lov ot ~1,·H11nmos dt' Z mur1eron. no ae 
dt.Jtenoino l::l ca.uaa. 

Lo m..lyoi-ia dr· lo3 or·gan1s;nos ne en­
cuentr"ln en Zoe~ •.. 
Los ory,.,,n1smrir.; se •:ncuentr.,n entro 

Zncl".I 2 y 3, 

Lo!l :..r.;:'1:--.l,...~';~ enr..-u<:>'1tren eontrl' 
Zoed 2 y J. 

Ultimo mu~streo real izado. los orgi'l­
nismos se encucntr"'n en Myais. 

Les valcre:: estJJn d,;,,dns Unidades Form~dor-.rn de Colonias UFC/ml. 
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UFC/rnl ESTANQUES DE CULTIVO DE et.MARON (PROGENllORES~ 

1 

u 
~ E3 8 

1EQ6 E1 n 1 . . E3 

1
1 

E2 E3 ¡-r : E1 E

2 

I r ¡ r- '¡ 
E1 r-n l 1 - 1 E2 
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1

. 
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1 ¡ ~ 1 E1E2 f- 1 1 . _, __ _ 
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1 
' 

1 1 
1 

}¡ 1 , 1f1 
11 

,11 
1E01 ¡ \ 1 : I ¡ 11 1 l 1 1 1 tj illli l \ ¡I 1 1 1 1 ' ' 

lEOO L 1 
_1! . J J ._ 

NOVIEMBRE OICIEt.IBRE ENERO FEBRERO llARZO 

FIG. 3c \11,LOAES PROllEDIO DE MUESTREOS BAClERIOLOGICOS 
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ANEXO l. CONJUNTO DE PRUEBAS TAXONOMICAS APLICADAS. 

MORFOLOGICAS 

- Bastones Gram Negativos 

- Morfología Colon1al {forma y color en TCBS y Agar Marino> 

FISIOLOGICAS 

- Crecimiento a diferentes temperaturas 

- Crecimiento a diferentes sal1n1dades 

BIOQUIMICAS 

Ornitina decarboxilasa 

- Arginina dihidrolasa 

- Lisina decarboxilaaa 

- DegradacHin de tiroxina 

Citocromo oxidasa 

ro. 25 y 42 ·e 

o. 6. 8 y 10 % 

- Lipasa 

-- Quitinasa 

- Ami lasa 

- Alginaaa 

- B1olumin1scencia 

NUTRICIONALES 

- AMINOACIDOS Alanina. Asparagina, Aspartato. Glicina. 

Glutamato. Leucina, Ornitina. Prolina y 

Serina. 

- AZUCARES Arabinosa. Sacarosa y Xilosa 

AZUCAR-ACIDO Glucuronato. Galacturonato 

AZUCAR-ALCOHOL Manito! 

ALCOHOLES Ethonol y Propano! 

ACIDOS DICARBOXIL!COS Fumorato y Succinato 

- HIDROXIACIOOS Glicerato, Glutarato y Lactato 

ACIDOS GRASOS Acetato. Prop1onato. Isoaminobutirato e 

Isoam1novalerato 

AMINAS 

TOLERANCIA 

Putresina 

Crecimiento en el medio TCBS 

Sensibilidad al agente vibrioest~tico 0/129 Cl0.50.150 

mg/ml l. 
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ANEXO 2. 

l. DESCRIPCION OF. LOS MEDIOS DE CULTIVO Y TECNICAS 

APLICADAS EN SIJ t:LABuRAC ION. 

bb 

- A.GUA DE MAR ARTIFICIAL tipo Lyman y Fl(~rnuig <1940) o Medio 

mineral concentrado. enr1quec1d0 con tosf3tos y n1tratos. 

Se prepara disolviendo y por scp .. 1n1do. un3 a una las sales en 

el Orden establecido. t.n Jd pt-tjparac1on <ie io~ uu.~U10~ tSe usct 

diluida 1:5 en agua destilada. 

- MEDIO TIPO ZODELL 2216 E COppenhe1mcr-ZoBell. 1952!. 

Bacto peptona 5 g 

Extn.~cto de lev,,.dura g 

Cloruro Férrico <Sol. 1%) ml 

Agar bacteriológico 13 g 

Agua de mar enve1ec1da 750 ml 

Agua destilada 250 ml 

pH 7.5 

Esterilizar en autoclave a 121 ·e y 15 lb/pulg. durante 20 

minutos. 

- MEDIO BASE para pruebas nutrícionalcs: 

f'eCI mi 

Buffer Tris-HCl 10 mi 

Agua de mar art1f i-:1al 200 mi 

Agua destilada 800 ml 

pH 7.5-7,6 

Agar bacteriológ1co 15 g 

Método' El medio base se esteri 1 iZd a 121 ·e durante 20 min. 
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I .1 PRUEBAS FISIOLOG!CAS: 

- SAL! llI l•AD 1 

Objetivo: Conocer los requer1miento!i y la tolerancia de loa 

cepan silvestres estud1adao con respecto a la aal1n1dad. 

Método; :=>e utiliza medio 7.oBell como base, con las eiguientea 

concentra e 1ónes de NaCl: 

0/00 

23 0/00 

60 O/OO 

80 0/00 

Medio ZoHell hecho con agua destilada 

100 O/OO 

+ 23 qr/l llaCI 

+ 60 qr/I 

+ 80 gr/! 

+100 gr/! 

Se esteriliza a 121 ·e durante 20 m1n. Se vac1an en cajas de 

Petri. se inoculan las cepas medianto el inoculador eemiauto­

m~tico y se incuban a temperatura ambiente (20-25 ·e>. 

Lectura: El requerimiento de salinidad para el crecimiento 

bacteriano y la tolerancia a este factor se refleja en los 

resultados que se presenten a las concentraciones probadas. 

- TEMPERATIJRA: 

ObJetivo : Conocer Ja toleranc1a y el rango de temperatura en 

el cual las cepas estudiadas presentan o no crecimiento. 

Método: Se utiliza medio tipo ZoBeJ J 2216 E (normal). se 

vierte en cajas de Petri. se inoculan y se incuban a 10. 25 y 

42 ·c. 



I.2 PRUEBAS BIOQU!MICAS, 

- ORN!T!NA '{ Ll51NA LlcSCAl<lJOXJLA,;A '{ AllGJNINA D!HlllHOl.ASA, 

Objetivo: La descarboxilac10n e l11d1-ól1sJ~ do estos an1inoaci­

doa representan una prueba importante par~ la ident1f 1cac1on 

de laa d2ferentes e9pcc1es del goncro V1br10. Esta técnica 

nos muestra la presencia o aust.•nc1a de enzimas espec1fic"-s. 

Método: Se suDpenden 10.5 gr. df.d medio base Mo1ler 1DIFCOl 

en un litro de agua destilada y/o dcs1on1zada, calentar hasta 

disolver completamente. Al1ad1r 10 gr. ll 't) d~l am1n0Acido 

correspondiente y agitar haGta obtener una ~oluc10n un1torme. 

Vertir de 3 <l 5 ml. del medio en tubos o frascos con tapa. 

ester1l12ar por autoclave a 121 ·e por 10 m1n. 

En caso de observar cambio do color en loa medios, es necena­

rio rect1ticar el pH ariadiendo NaOH y esterilizar nuevamente 

por filtración. 

Se inoculan y se cubre con aceite mineral estéril. 

Lectura: Se realiza entre las ~5 y 96 horas do incubación a 

25 ·c. Resultados pos1tivos se observan por un cambio de colo­

ración que va de v1oleta a pu1·pura obscuro. en los cason 

negativos el medio se torna amarillo. Alqunas reacciones 

débiles positivas presentan coloración gris-a~ulado. 

- DlOLl_TM!llISCENC!T" 

ObJct1vo: Determinar n1 .,lgun'1D de lils cepas estud1.lda3 pr:idu­

cen bioluminiEcencia como resultado de procesos bioquímicos 

específicos . Se considera caractcr1stica importante de V.h.ir­

veyi. V. Jogei y V. fisherie. 
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Método: Se utJlizO mf'dlo tipo ZoDell elaborado con aqu:a de 

mar. 

Lecturd: Se realiza después de 12, 18 y 24 horas de haber 

inoculado e incubado las placas a ·20-2~ ·c. Es conveniente 

examinar las placas en un cuarto completamente obscuro y. 

después de que la v1s1ón haya sido adaptada a la obscuridad. 

- OXIDASA (Kovacs. 1956!: 

Objetivo: Determinar si las cepas analizadas poseen la en~ima 

citocromo-ox1daaa. 

Método: Se utiliza el reactivo de Kovacs eoluc10n de 

NN dimetil-p-fenilendiamino. hidrocloruro al %) • También 

puede usarse el p-aminodimethylaniline. oxalato <DIFCO). 

El reactivo se prepar~ en el momento de hacer la prueba. se 

impregnd un papel filtro con la solución al %. Con un apl i-

cador de madera estéril. se tomd una colonia aislada de un 

cultivo con un m~ximo de 48 horas de crecimiento y frotar 

!:obre el P~P"" 1 · 

Lectura: Una coloración violeta-purpura deber4 aparecer dentro 

del primer minuto s1 la prueba es ponitiva. en caso contrario 

no habrá coloración. 

- LIPASA (Sierra. 1957): 

Objetivo: Detenninor si las cepas estudiadas poseen la enzima 

extrdcelular que degrada lipidos. 
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Método: Esta prueba se realizó en medio tipo ZoDf:l 1 preµ.:u-ado 

con agua de mar artificial y 1 % v/v de Tw~en 00. dJuatar ~l 

pH a 7.5 +/- .1 y ester1l1::ar en autoclave a 121 ·e duront~ 

20 min. 

Lectura: Se realiza entre las 48 y 96 horas de haber inoculado 

e incubado las placas d 25 ·c. o~be revisat·3e d1ar1amente y 

con::;lderarso oo.Jitivas la:1 coloni11s aue prc-~1rr1ter. l.:i tcrrr.llrit.r1 

de un halo. producto del prec1p1tado de cristales blancos de 

olcato de calcio. En caso contrrlrlo ~·e considera. un resultado 

negativo. I:s conveniente sembrar un1camcntc un num<:.•r:i mo;..:1mo 

de 8 cepas por caJa de Petr1. 

- QUITINASA <L1ngappa y Lockwood. 1962 mod1f1cado): 

Objetivo: Determinar si las ceplHJ c!Jtud1adas producen una 

enzima extracelular que ocasione la hidrólisis de la quitina. 

Método: Quitina-agar fue preparado de la siguiente manera: 

- La quitina en polvo cruda {SIGMA Co.) fue l1mpiada a través 

de banas alternados de NaOH lM y HCl lM cada 4 horas durante 

36 horas. 

- Lavar con ethanol (95 %) 4 veces y dejar secar a tcmpr.ratura 

ambiente. 

- Disolver la quitina en 

final de 3.5 % w/v a 

constante. 

·~ so, C50 ~) ~ una concentrac16n 

temperatura ambiente con agi toción 

- Filtrar la solución a través de filtros de fibra de vidrio 

para eliminar impurezas. 
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- Prec1ptt,1r la quitina en ~oluc1ón. con agua desionizl'l.da, 

unad1endo tJ.:i.OH 10 M t10!1la elevar ol pi! a 7.0 (pa.ra cac.L.1 20 

yr. dt· qu1t1na obte111d11 en el pa~rn No. 2. util1zar 10 1. de 

agua des1on1:ado a 4 ·e J. 

- Oey1r repos.:i1· la nuspnm11ón por 24 horan y deshechat· al 

m6:<1mo e 1 !:iobrcnall.inte. 

- Resuspcndor y lavar f'Y.h<'luStlvdmenltJ con agua den1on1zad1"!;. 

Concuntrai por centr1fugJc10n ha~ta obtQnrr una con~istencía 

de crema p~~telera. 

- Suspender la past~ colo1dol de qu1t1na en aquo dcv1on1zada 

a uno concentración final de 10 % w/v. 

- Ester·111~~r por· nutocl~vc a 121 ·e durar1te 15 m1n. 

- La suspensión debcrd ser blanca cremosa y puede ser almace-

nada indefinidamente o 4 ·c. Para su uso. se anade la suspen-

sión a. l medlo Zof\el l a una concentr·dción de 10 % para obtener 

una concentración final l % w/v. 

Lectura: Se realjza después de las primeran 96 horan de haber 

innc11lado e incubado las placas a 25 ·e con un mc\ximo de 14 

dias. Es necesario rev1sar dlariamente y registrar los reaul-

tados pooitlvos que se observan como zonas clara~ alrededor 

del in0culo. F.s conveniente sembrar unicamente un número 

m6ximo de B cepas por cada caja de Petri. 

DEGRADACION DE TIROXINA IWest et ~l. 1903.l 

Objetivo: Determinar si las cepas estudiadas poseen enzimas 

que degraden la tiroxina. 
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Método: Se ut:ilizó el mismo medJo basP que par.1 Jan pr·ueti.,_n 

nutriCJonoles, ad1ciondndo 2 % de L-t1roxin~. 

Lectura: L4 deg1-adación de t1rox1na es detecta.da por la. desa­

parición de cristales alrededor del inócuJo bacteriano. des­

pués de un periodo d~ incubac1on de 7 a 28 días a 25 ·c. Las 

placas deben ser mantenidas en un amb1cnte adecuado par~ 

evitar la desecación. 

PRODUCCION DE ALGINASA (Colwel l. 198•1). 

Objetivo : Deterrni nar si J as cepas estud 1 actas producen enzimas 

degradadoras del alg1nato de sodio. 

Método: Se utili=o medio tipo ZoBeJJ más 2 % de alginato de 

sodio. Disolver con vapor y agitación constante para evitar 

carbonización de 1 mcd to. Esterilizar por autoclave (20 m1n. a 

121·c). Vertir en las placas mientras este caliente (60-70 ·e) 

y4 que la viscosidad del medio se incrementa conforme la 

tcrnpcn:itura Jioruinuye. úeJar secar bien las placas antes de 

inocular. 

Lectura: La actividad algincd ít1ca es detectad<l durante la 

incubac1ón m4x1ma de 14 dlas y un resultado po!:litivo es ohser­

vado por la formación de un~ depresión oquedad oobre la 

superficie del agar alrededor del inóculo (s1m1lar a la que 

producen las bacterias agarol ít1cas). Es nece!Jario observor 

diariamente a partir del cuarto día. 
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PRODUCCION DE AMILASA 

Objetivo: Determinar si las cepas estudiadas producen la 

enzima amilasa que permite el desdoblamiento del almidón. 

Método: Se prepara el siguiente medio: 

Agar nutritivo 23.0 gr. 

Almidón soluble 

Agua de mar artificial 

Agua destilada 

pH 

1.5 qr. 

200.0 mi. 

800.0 mi. 

7.5-7.6 

Se sirve en cajas de Petri. se siembran las cepas y se incuban 

a 25 ·e durante 48 horas. 

Lectunl: Para real izarla se cubre la placa con lugol; la 

prueba es positiva cuando se forma un halo transparente alre­

dedor de la colonia y es negativa cuando el medio se tine de 

azul. 

Es conveniente que al igual que las otras pruebas se hagan por 

duplicado o triplicado y en este caso se realiza una segunda 

lectura. dentro de las siguientes 48 horas. 

l.3 PRUEBAS NlTI'RICIONALES' 

Objetivo: Conocer la capacidad de utilizar compuestos simples 

como únicd fuente de carbono y/o nitrógeno para el crecimiento 

y obter1ción de energ1a. 

Método: Los substratos se disuelven en el medio hase y se 

esterilizan a 115 ·e por 10 min. 
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Z1empr~· que eote en dud.!I la eetab11 idad r1e un compuesto 

debido al calentam1cnt0, es necesario ostabil1zar por filtra­

ción ~ tr~vés de un~ n~mbrana de poro de -~ u y se anaden al 

medio iu~;to antes de ser vert1dv en lan caJas da Petr1, La 

concPntJ·3c1ón f1nal cte los substratos en el medio dehe ser de 

0.1 ó 0.2 % w/v. 

Lo8 substr~tos ut1lizadoo para estac pru~ba~ fueron: 

AM!N•)11.CIDO:I f'(lN\ENTRJ\CION Ml:.'T. ESTERILIZACION 

L-Al<"ln1na 

L-1\!::paraginu 

L-Asp~rt.ato 

L-Gl icina 

L-Glutamato 

L-Leuc1ria 

L-Orn1tina 

L-Prol 1na 

L-Ser1na 

AZUCARES 

L-Arab1nosa 

Sacarosa 

Xi loso 

AZUCJIR-AC!DOS 

Glucuronato 

G3lacturonato 

gil o ml/l 

CONCENTRACION 

2 

2 

Filtr.:ic1ón 

Autoclave 

Filtración 

Autoclave 

Fi 1 tración 

Autoclave 

MET.ESTER!LIZJICION 

Filtración 



'/5 

AZUCAR-ALCOHOL 

Ma.n1tol Filtrac1on 

ALCOHOLES 

Etha.nol D1rccto 

Propanol 

AC. DICARBOX!LICOS 

Fumaratn Autoclave 

Succinato 

HIDROXIAC!DOS 

G l 1cerato Filtración 

a -ceto Glutarato 

0-L Lactato 

AC. GRASOS 

Acetato 

Propionato 

a -Am1nobut1rato Aul..ocla.vt.1 . 
D-Aminovalerato 

AMINAS 

Putresina Fil trae ion 

. (45 min . .. 110 ·c. l 
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Ler..tura: J.on cepan capaces de utilizar el sustrato probado 

presentan crecimiento e partir del inóculo; De considera un 

resultado ne-gativo cuando no hay crecimiento. Es necesario 

real izar un minimo de tres lecturas a.ntea de registrar los 

resultados. Se incuban a 20-25 ·e durante un m1nimo de 72 hrs. 

I.4 TOLERANCIA AL MEDIO TCBS, 

Objetivo: La alta select1v1dod J~ er;tc ::cd.io nos permito 

aislar con un alto porcentaje de probabilidad. bacterias del 

género Vibrio. 

Método: Suspender 89.0 gr. en un litro de agua destilada o 

des ionizada. 

Calentar hasta el punto de ebullición para disolver comple­

tamente. No debe esterilizarse en autoclave. 

- Servir en cajas de Petri estériles. 

-Sembrar las cepas e incubar a 20-25 ·e durante 24-48 horas. 

Lectura Unicamente deben aer considerada~ como bacterias 

del género mencionado. tres diferentes formas coloniales: 

amarillas <indican fermentación de sacarosa). verdes (no 

fennentación de sacarosa l y verde-azul (generalmente V. 

parahaemolyticus). 

SENSIBILIDAD AL 0/129 <West. 1980 Modif1codo) 

( 2 ,4-Diamino-6. 7-Di isopropyl-pteridine SIGMA Co.) 

Objetivo: Determinar la concentración minima inhibitoria para 

las cepas estudiadas de Vibrio .sp, 



Método: Se utl 1 lZó mect10 ZoHel 1. 1nc,-1rp: t .rn(.¡¡ O/ 1 /J) i:on 

concentracivru-n1 r iiu1lc~ ·le h1. :_.,, y r~.;¡ •• -../ ... ;. 

-Primeramente se preparó y 

del medio ZoBell. 

ester1l1zo 13 cantidad requer1da 

- Se anadió la cantidad necesario de 0 1 129 parJ ol.itcncr una 

concentración final de 150 ug/ml. Se v1rt16 unicamcnte el 

número de caJa9 requeridas para eso concentración. El resto se 

di luyó con el mismo medio para obtener una concentr·ac1on de 

50 ug/ml. Se repitió el poso anterior y ;.e real1::0 una sequnda 

dilusión para obtener una concentrac16n final de 10 ug/ml. 

Pdra utilizar esta técnico. es necesario cmplr.dr el dcr1·.10.do 

fosfatado del 0/129 el cual es soluble en agua. 

Lectura: Se realiza entre las 24 y 48 horan después de haber 

inoculado e incubado las placds a 25 ·c. Se utiliza una placa 

de crecimiento como testigo para distinguir d1terentes grados 

de inhib:iciOn. 
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