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RESUMEN

El desartollo de la acuicultura. en diversas partes del
mundo, ha puesto de manifieats Ja importancia de algunas
bacterias patségenas para los organismes en cultivo y han sido
reportados muchos casos de epizootias, Las hacterias que oe
han aisiado de egtos casoB pertenscen principalmente al género

Vibrio sp.

Se realizdé un eastudio de Taxonomia Numeérica aplicando un
conjunto de 47 pruebas taxondmicas scbre 93 cepas silvestres
pertenecientes al geénero mencionado, alsladag de diferentes
sistemas de acuicultura y 6 cepas de coleccién de la ATCC *

que sirvieron come referencia.

El conjunto de pruebas taxonomicas se estableci¢ tomando en
cuenta: el grado de complejidad gue representa cada wuna de las
pruebas, la infraestructura requerida, la informacion fenoti-

pica  gue apnrta v la caracteristica discriminante para cada

una de las especies del genero estudiado.

La similitud entre lar cepas fue calculada mediante el coefi=-
ciente de Jaccard. El dendrograma correspondiente se elabord
mediante la técnica de pares promediados de acuerdo con Sokal

Y Sneath, 1963,

* ATCC = American Type Culture Collection.



Se presentd una clara agrupacién de las cepas de acuerdo con

gu procedencia.

Con bhase en el andlisis fenotipicu realizado se westablecie-
ron doa grupos: el grupo 1, fuc el mas importante cuantitativa
y rualitativamente, ya que en &l ge cohccntraron la mayoria de
las cepas caracterizadas. lograndose identificar cepas silves-
tres halofilicas pertenccientes a V.parahaemolyticus y otras

bioluminiscentes como V harveyi.

El grupo 11 presentd caracteristicas fenotitipas particulares
¥ un bajo porcentaje de similitud entro las cepus que lo

conforman y con el grupo 1.

Se pregentan log wvalores de bacterias sapréfitas, Vibrioy
coliformes totales detectados en diferentes puntos de los
gsistemas muestreados asi como en los cultivos de artemia,

abulon y camarédn.

Estos resultados demuestran la importancia de este tipo de
monitoreoca bacterioloégicos en forma rutinaria con el f£in de
detectar la pregencia de bacteriaa potencialmente patogenas,
controlar las fuentes de contaminacion y evitar con ello

posibles epizootias debidas a estos microorganismos.

Tode lo anterior constituye wun factor determinante en la

estabilidad y productividad de los sistemas de acuicultura.



INTRODUCCION

El incipiente desarrollo de la acuicultura en México se ha
favorecido por la divergidad de condiciones geograticas y
climaticas imperantes en el pals, asf como por la variedad de
especies cuya biotécnia de cultive se domina actualmente y por
otras cuyo petencial ¢s de gran umportancia,

La experiencia aobtenida por otros  paises con mayot tradicidn
en la acuicultura, ha demostrado la necesidad Jde establecer un

control sanitario. desde el punto do v

La hacterioloagico, con
el fin de detectar, evitar y c¢ontrolar les agenten potencial-
mente patdgenoca. Estas experiencias  doben ser utilicadas  por
paises como €l nuestro para evitar pooibles epizootias. erra-
dicar enzootias y de¢ la misma manera. tener la ventaja de
obtener un excelente control de calidad del producte sin
rrovocar las alteraciones ecoldgicas que ocasiona la practica
lal cultive extenstivo.

En las ultimas dos decadas los estudios bacteriolégicos
apticados a la acuicultura han recibido gran inportancia y sa
ha comprobado que las bacterias del genero Vibrie son los
agentes patdgenos wds importantes. debido a la gran heteroge-
neidad que muestran con respectc a  1og organismos que afectan
Y a ios mecanismos de infeccién que pregentan.

De igual manera se¢ ha puestc en evidencia la necesidad de
establecer y estandarizar metodologias gque permitan la  detec-
cidn e identificacion de las cspecies patégenas presentes en
los sigtemas de cultivo., asg come  las posibles fuentes de

entrada de egtos agentos.



Lua trabajos realizados en los ultimos afos, enfocadus a la
identificacion de dichas especies. utilizan numerosas pruebas
de caracterizacion > 100 ) con alto grado de vcomplejidad y
requerimientos de infreestiuctura que no contemplan los recur-
s0g y necesidades, tanto de granjas aculcolas come de algunom
centroa de investigacion dedicados a la acuicultura.

E! laboratorio de Bictecnclogfa Marina del Centro de Invea-
tigacion Cientffica ¥ de Educacién Superior de Ensenada, B.C.
{CICESE), ha estado involucrado en la problemdtica bacteriolod-
gica que se presente en los diferentes sistemas de acuicultu-
ra. con el fin de establecer tdécnicas y metodclogfas come
herramientas eficientes y facilmente aplicables en centros vy
granjas acuifcolas de nuestro pais.

El estudico que se presenta se llevs a cabo en el Centro de
invegtigacién mencionade y sSe dirigid principalmente al culti-
vo de camardén, debido a la 1mportancia que éste ha adquirido
en los ultimos afics en nuestro pais y a la oportunidad que se
prasenté de trabajar en forma conjunta con un proyectc sobre
maduracion gonddica de P . stylirostris realizado en el Insti-
tuto de Investigaciones Qceanalanicas de 1a UABC (110}, De
igual manera ge hicieron log primeros intentos de un muestreo
gistematico conforme el desarrollo larvario de este organismo
en cultivo.

También s¢ aislaron, para este estudic, cepas bacterianas a
partir de cultivo de Abulén, Artemia y del! sistema cerrado de
abastecimiento de agua del laboratorioc de acuicultura del

CICESE.



Do las cepas silvestres aisiadeg durante los muestreos reali-
zados sge trabajo finalmente con 93 y se afiadieron a  eate
conjunta 6 cepas de referencia del genero Vibrio provenientes
de la ATCC, que sirvieron como marcadores.

Se eostablecid un  conjunte minimo  de 47 pruebas taxondmicam
qua se aplicd al 100 % de las cepas menclonadas.

Los resultados s trabajaron a traves de métocdos estadfisticos
aplicados a la taxonomias numérica

Se presentan cuadros., draficas y figquras de los resultadoes

correspondiegntes.

OBJETIVOS:

- Aplicacidn de metodos sencillos, para la evaluacidn de la
calidad sanitaria ( desde el punto de vista Dbacterioldégico)
an diferentes fases del cultivo de organismos acudticos.

- Detectar la presencia de bacterias Vibrio y fuentes de
entrada a los diferentes gistemas muestreados.

— Caractericacion e 1dentificacion de bacterias del género
Vibrio aisladas de sistemas de acuicultura.

- Establecer un conjunto mimamo deo pruebas taxondmicas eficaz
y facilmente aplicable para la identificacion de las princi-

paleg especies patdgenas.



1. ANTECEDENTES.

1.1 CLASIFICACION, El género Vibrio., pertensce a la familia
vibrionaceae propucsta por Veron en 1965 (Daumann y
Schubet t, 1%84) . l.a deciaidén de formar este geénero y abolir
Ins generos Benekea y Lucibacterium se ha basada en estudios
genéticns, biogquimicor y  de comparacidn  inmunolégica.

En los uwltimas 19 afios, el interés por esata familla. e ha
rncrementado de  manera extraordinaria y  gse ha logrado una
clara distincion entre Vibrio. ZArcoromonas, Photobacterjum y
Plesiomonas., de iqual mahera nuevas egpecies han sido publica-
dasg (West y Colwell, 1984).

Actualmente y de acuerdo ccon el Bergey's Manual of Systematic
Bactericlogy (1984) dentro de 1la familia Vibrionacea, el
género Vibrio comprende bacterias gue son bastones rectos o
curveados, Gram negitivos, anaerobiog facultativos, moéviles
por medio de flagelos polares., no formadorea de esporas,
guimio—organotrofns, oxidasa positiva, la mayoria requiere de
2 a 3% de NaCl. Son principalmente acuaticos, encontrandnaa
en el mar. agua dulce ¥y en asociacién con animales que viven
en estos medios.

Algunas especizs  son patdienas para =1 homhre,  peceg, crus-—
tdceos y moluscos, ast como para otrog vertebrados e inverte-
brados. El rango ¢ptimo de Lemperatura €s entre 20 y 30 °C.
Las bacterias del género Vikrio crecen =obre una gran varie-—
dad de medios y muestran un requerimiento de NaCl casi absolu-

to.
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Algunos medios selectivos han sido formulados paras el aisla-
miento de algunas especies patdgenas, princip imente
V.cholerae y V.parshasmolyticus, considerandcce al medio TCRS4
como el mas selectivo de todeg y en ¢l que puaden recuperarse
una mayor cantidad de vibriog del medio ambient. (Kobayashi
et _al., 1963: Bolinches et al.., 1988).

Una amptia descripcioén de propiedades morfolégicas,
fisioldgicas y nutricionales asi como la  justificacién acerca
de la clasificacidén actux! de eslow oryanismos. puede

encontrarse en el manual antes mencionado.

I.2 ECOLOGIA. Los diversos rangos de temperatura y los distin-—
tos requerimientos de concentraciones de NaCl necesarios para
e] crecimiento ¢ptimo de las especies de Vibrico. demuestran su
potencialidad para habitar diferentes medios acudticos: estua-—
rinos, Salobres e inclusc dulceacufcolas (Colwell, 1984:;

Roberts et al., 1984).

Se han aislado a partir de sedimentog y de columna de agua.
donde participan en los procesos de degradacion de materia
orgdnica: en algunas regiones templadas han mostrado ciclos
estacionales, presentandose en el sedimentc durante el invier-
no e incrementandae s5u concentracion en la columna de agua
conforme ésta supera los 14 *C. Esta wvariacién podria estar
relacionada con la cantidad de plancton y o2y importante en la
degradacion de quitina zooplancténica (Kaneco y Colwell,

1978) .

* TCBS = Tiosulfato Citrato sal de Bilis agar Sacarosa (DIFCO)
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En la mayor{a de los estudios ecolégicos de bacterias marinas
luminiscentes, V.harveyrs, V.splendidus, y V. fisherije han
estade presentes (Ruby et al ., 1980; Ruby y Nealson, 1978).

Algunas bacterias luminiscentes txeﬁen la capacidad de esgtar
en asocclacion gimbictica con aniwmales marinos. por ejemplo:
V.fi1sherie ha sido encontrado en los corganos luminosos espe-—
cializados d¢ peces teleosteos ¥y en calamar, y junte con

V. harveyi. fueron aislados de la superficie corporal y de los

(4]

sntenides 1ntestinales de  organiamos marinas {(Ruby y Nealaon,
1976; Tebo et _al.. 1979; O'Brien y Sizemore, 1979).

La presencia de bacterias del género Vibrio en aguas ocedni-—
cas, costeras, estuarinags, y su asociacidn con numeresos casos
de epizootianm ha provocado que sean consideradas patégenas
oportunistas (Colwell, 1984).

También. especies dulceaculcolas cultivadas se han visto
afectadas por Vibrio sp.; aunque generalmente han sido espe-—
cies anadromas o catadromas ¥y lag infecciones puedieron setr
adquiridas en aguas cesteras, estuarinas, (por ejemplo: salmén
Yy anguila) o a través del alimento suministrado (Hedrick,

1990). *

1.3 IMPORTANCIA EN LA ACUICULTURA. Con el auge de las activi-
dades acuiculturales., se han desarrollado y utilizado en
varias partes del mundo tres tipos Dbésicos de sistemas de

cultivo:

* Comunicacidn personal, Depto. Med. Vet. Universidad de

Davig, Cal.
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1} Extensgive. en el  cual los organigmes son mantenidos en
bnj&n denaidadea, en estangues rusticoa o cuerpos de agua
n&turalea Yy no g¢ realiza maneijo alguno de los pardmetros

figicos, quimicos y biold¢gicos,

2} Semi-—intensivn. Son cultives con densidades moderadas. on
estanques, tanques o cajas y en donde se realiza solamente un

mane 3o moderado de los organismos ¥y de los parametros.

3) Intensive en el cual los organismos son cultivados en altas
densidades y eg necesario un  contrel intenso de lo3 pardme-—

tros, deade la produccién de larvas hagsta la obtencidn de

individuos c¢on tallas comerciales. Es en este ajstema donde
la apariciéon de enfermedades infeccicsas es mayor: pero
también donde la deteccidén temprana y el tratamiento es
posible.

En los dos ultimos sistemas descritos, los mismos incen-

tivos econémicos que conducen a la prdactica de eatos cuiti-
vog, obligan a realizar esfuerzog para reconocer, controlar
Yy evitar los agentes potencialmente patégenos. De esta
manera se tiene la ventaja de obtener un excelente control
de calidad de! producto sin provocar las alteraciones ecclégi-
cas que ocasiona la practica del cultivo extensivo (Sindermann
y Lightner.1988).

Desafortunadamente. las condiciones optimas para el cultive
y desarrolio de les organismos, favorecen tanto el creci-
miento ¥y multiplicacién de las bacteries . como a la acumu-

lacién aus metabolites.
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Por otra parte, loa cambios ambientales incrementan el

egtado de ‘"stregs“* del organigmo cultivado. disminuyendo

sus defensas inmunolégicas y propiciando el desarrollo
de la infecciédn.

La relacién hospedero - patégeno - medio ambiente. ha

sido descrita por Smezko. 1578 de la sigulente manera:

H+P+5 =D

H= representa la especie del hospedero

P= Patdégeno

S+« "stress' del medio ambiente

D= Enfermedad que resulta si los tres componentes anteriores
ge presentan en determinada calidad y cantidad.

(Tomado de Wedemeyer et _al.. 1976)

En la ecuacion antes descrita, la "5" es utilizada al cua-
drado debido a que el “Stress" causado por el medio
ambiente se incrementa en progresién geométrica cuando las
condiciones estan alcanzando los limites de tolerancia del
hoapedera.

La mayoria de las epizootias causadas por Vibrio sp. en
sistemas de acuicultura han estado asociadas a diferentes

factoras ambientales no Optimos para la especile cultivada,

* "Stress” : Estado fisiolégico de tensién que

desencadena una respuesta de alerta a nivel enddécrino.
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Cuatro especies de Vibric han gside lar, mAs comunmoente
agociadas con epiZootias y mortalidades de ovganismes culti-
vados (principalmente peccs, crustdceog vy nolunconl, dichas
especies son: V.anguillarum (Sinderman, 19u4 ., Hogemark vy
Fisher, 1988; Lightner. 1988). V. parahaemolyticus, V.algi-
nolyticus {Lightner, 1988). y en los ultimes afios V.ardalis
{(Austin y Austin, 1987). Este 0ltim» corresponde al Viobar 1II
de V. anguillarum (Bergey's Manual., 1984).

Otras aspecies como : V.!fisherie, V.oicged, V.harveyl y
V.vulnificus se han reportado en casos esporadicos, asociadas
con alguna enfermedad en diversos organismos en cultivoe.

El cuadro 1 resume varios reportes de enfermedades produci-

das por alguna de las especies del género Vibiiio.

I.4 VIBRIOSIS. Fue descrita por primera vez en peces,
por Bonaveri en 1718 (Sinderman, 1984). Tubiash en 1975 reco-—
nocié a esta enfemedafi como un fuerte obhsticulo en el cultive
de moluscos marinos. Sindermann en 1970 b4 Evelyn an

1371, la ronsideran como un serio problema en la acujcultu-
ra marina en general. Subsecuentes publicaciones han
confirmado eata observacidn {Lewis, 1973; Lightner Y
Lewis, 1975; Lightner. 1979%; Austin y Austin. 1987,

Vibrio anguillarum es el patogeno mas Importante en peces y
fue identificado como la causa de  la enfermedad letal
llamada "red disease”. en anguilas en Europa ( Bergman.
1909;: Nybelin, 1935). Esta especie ha estado asociada con
mortalidades en otros peces, teniendo grandes consecuencias en

salmoénidos cultivados en ambientes salados.
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En Jos ultimos afios una nueva especie. Vihrjio ordalii ha
s5ido descrita como responsable de wvibriosis en peces

(Schiewe gt al.. 1981 ;Fryer y Rohovec. 1984),

Otros vibrios como U.parahaemoiyt;cus y V.alginolyticus se
han encontrado asociados con enfermedades de orga—.
nismos estuarinos y marinos (Austin y Austin, 1987; Lightner.
1988} .

Actualmente, la inmunizacién de peces <¢on una bacterina
polivalente azx pogible., ¥y aungue i4a vibriosis continta sisndo
un problema, ahora es considerado un factor controlable
en el cultivo de salmén en Europa y Norteamerica (fryer y
Rohovec. 1984; Schiewe et al.. 1988) sin embargo , en Ila
camaronicultura sdélc se ha obtenido wuna ligera proteccidn al
aplicar este método de inmunoprofilaxis (lLewis y Lawrence,
1985).

La vibriosia es la enfermedad mas importante en loa culti~
vos de moluscos ¥ ha sido encontrada en estadios larvarios
y Jjuveniles de diferentes eapecien de molugcos
bivalves, principalmente Crasogtrea wvirginica, C.gigas.
Ostrea edulis, Mercenaria mercenaria y Mytilus edulis (Tubiash
et _al.., 1965, 1970: Brown, 1973; Brown y Losse, 1978: Elston vy
Leibovitz=, 1980).

También ha sido reportada como una enfermedad importante en
abulén en 1a costa oeste de los Estados Unidos (Elston
¥y Lockwood. 1983). (Tabla 1)

En California existe un gran interés por el cultivo del
abulén rojo (H.rurfescens) y bacterias patdgenas del geénero
Vibrioe han sido reconocidas como responsables de morta-

lidades en estos organismos (Elston y Lockwood. 1983).
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En eatos cultivos, una fuente 1mportante de entrada de
bacterias patégenas, pueden ser los cultivos de microalgas
que sa guministran como alimento. actuando com: una fuente
repetitiva de 1inoculacion de organismos patogenos.

Una de las enfermedades mas comuncs.  en crustdceos
de 1mportancia econdmica, €8 la etodisn en el exoesqueleto,
debida a la prescencia de bacterias degradadoras de quiting,
Yy huevametile ei  genero Vidrio hae stado presente como un
importante agente etioldgice de dicha entermedad (Sindermann,
1989). Cuadro 1.

En el cultivo de camaron., log wvibrios han  emergido
como patdgenos importantes, principaimente on urganismos
juveniles (larvas y primeros estadios). aunque tambien adultos
ge han visto afectados.

La mayoria de las egpecies que han gido aigladas de orga-

nismos enfermos gon: V. parahsemolyticus. V.algirnolyticus y
V.an guiilarum (Lightner. 1988). Vanderzant et al.. 1970

encontré que la causa de altas mortalidades de Penacvus aztecus
obtenidas en un cultivo experimental en laboratorie {93.085% en

24 horas) fue la alimentacién suministrada que congiclio

en trozos de P.setiforos congelados.

£1 agente etioldyico fue identificado ceome ¥V parataemolyt:-
cus. De igual menere ze ha encontrado guc Vile fu o sp.. produ-
ce mortalidades del 100% en poblaciones de larvas, post-larvas
y Jjuveniles de camarédn cultivade e¢n ferma tntensiva en  estan-
ques (Lightney, 1977).

En Mexico se han reportado algunos ragos de epitzoatias
en £, stylirostris causadas por V.anguillarum (Lightner,

19753 .
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En cultivos del mismo orgahiamao, se han aislado

egpecileit tuminiscentes del genero Vibrio con capacidad
quitinog¢ldztica, aunque su papel patogénica no  ha gido

comprobado (Montoya at al.. 1990)

En cruztdceos, bacterias del dgeénereo Urbeio suti parte  de
la “flora” mormal y son congideradau  patdgenos oportunistas
debido a que diversos factores externor pueden., por un lado,
favorecer la proliferacion de estas bacterias y por otro,
disminuir los mecanismog de defengsa de los organismog, preopl-

ciando el dssarrollo de la enfermedad.

E! ‘stress" causado en ios organismos por densaidades
altas., malos mana jos. procasos de  muda y  captura. pueden
provocar mayor vulnerahilidad en  lcgo animales y ocagicnar
que las bacterias infecten . penetren en la hemolinfa y

produzcan casen letales de bacteremia {Lightner. 19801}.
Todas las especies de Penaeus pueden verse afectadas por
estas bacterjas y los signos clinicos varian conh el tipo de

inteccidén.

1.5 MECANISMO3 DE INFECCION.

Lu heterogeneidad de Vibrio sp., con respecto a los organis-
mos que afectan, =< debe principalmente a log mecanismos de
infeccidén que prescntan:

1) Producrién de cnrnimss  extracelulares (proteacas,  lipasas
Y quitinasas) gue hermiten la implantacion y penetracidn a
[en tejidos, causando en cadges extiemos cepticemiag. Tambieén
pueden favorcoer la accién de otres organismas oportunistas
coeme hoanges W otras bacterias, Afectan a peces, meluscos y

principalmente a cruutdceos (Sindermann., 1989).
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2) Produccién de toxinaz extracelulares. Se ha ohsarvads
que causan licuefaceion de tej1dos produciendo grandes morta-
lidades, principalmente on tarvas de molusceg. tambien
pueden provocar efectos teratcegenicos (Fluton et _al.. 1adl:
Sindermann, 1999)

3) Produccién de hemoli1sinas. Se han reportado que

<

algunas especins de Vibrio (V. valnificus, canquillaram  y
V.cholerae) tienen lta capacidad de producir egste tipo de

enzimas, que causan fuertea anemias en peces (Munn, 1978 y

1980).

4) Presencia de plasmidas de virutencia. Se han encon-
trado solamente en cepas altamente virulentas de V.an~
gufllarum (RAustin y Austin. 1907 ). Estes  plasmidos codi-

fican para la produccidén de un zistema altamente eficiente
para el hierro. lo cual capacita a la celulu bacteriana para
compatir por el hierro disponible en el tejido del animal
infectado (Crosa et al.. 1981; Crosa et_al.., 1983)

I.6 IDENTIFICACION,

En aflos recientes el numerc de especies conocidas del
género Vibrio que afectan a organismog en cultivo ha aumen=-
tado. y se espera que conforme las actividades de maricultura
ge incremsnten gse descubran nuevas especies.

Algunos investigadores {Colwell, 1970. DBaumann. et__al..
1971: Lee,_et al.. 1974, 1981: Went et al.. 1963, 1986; West y
Colwell, 1984;: Brown, y Petti, 1988; Chan, oft_al.. 1989) han
caracterizado e identificade. a traves de taxonomia numeri-

ca. bacterijas del geénero Vibrio aisladac de diferentes
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ambientes acudticog con el fin de conocer el papel
acolégico de estos organismos e identificar las especies
potencialmente patégenas.

Las pruebas de caracterizacidén utflizadns para tal fin,
han sido numerosas y presentan un grado de complejidad
que no contemplan los recursos y neceaidades de granzas
acuicolaa e incluso de alcunos centros de investigaciodn
avocadoa a esta actividad.

El uso de tablas de diagnogis para la identificacion de
Vibrios patégenca a partir de aiglamientos frescos, presenta
el riesgo de una sobre~gimplificacién, por lo que la atencidn
se ha dirigido al desarrolle de técnicas de identificacidn
rdpidas y confiables, por ejemplo: Kent, 1982 y Maugeri. gt
al.. 1983: enfatizaron la utilidad de! sistema de identifi-
cacién del “API 20E" =, S5in embargo reportaron patrecnes
diferentea para las mismas especies de Vibrio identificadas
mediante este sistema.

Generalmente laz granjas de acuicultura eatan lajos de
laboratories a ingtitutes gque podrian hacer diagneosis, y
es necesario crear una metodologfa sencilla para que
gente con limitada experiencia en bacteriologla pueda aislar
e identificar. por lo menos a nive!l de género. las
bacterias patdgenas mas importantes de peces, moluacos Y
crustdceos. Otras pruebas adicionales deberian ser realizadas
por bacteridlogos con mds experiencia ¥y con laboratorios bien

equipados para permitir la identificacién a nivel de especie.

SAPI 20B. Bate slatems censiste on w2 epnluate de 30 mieretudes que sentisnen  diterentes enttratee

deanidralades vy qus  esa retesstituidss Al sglgisEar 18 puep

182 dertorians & iteadifisar.

ko stilided  de sote  sivtsms  efta anpliaments demmat

da psre epterebgctariaa y  otren Becteries

Gram-asgativas, sismpre gus  we wbifices los procedimientos enslsnales.  #9r |s tamte ol  Iatester

boatitiosr Mctordss merifis dil gedire Pjarie, madloate sale sistone me od myy conlloble.
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En base a 1o anterior, existe en nuestro pals una creciente
necesidad de egztablecer una metodologia confiable que permi-
ta iddentificar las especies bacterianas endémicas del genero
mencionadn, mediante pruebas de caracterizacidn que reunan
tas siguientes caracteristicas:
~ {Jue sean lo mas diuscrimnantes povible entre las diferentes
eapecies, para que permita el reconocimiento de aquellas
potencialmente patogenas,
~ Que no requieran personal altamente egprcializado.
- Minimog requerimientog de i1nfreaestructura.
- Costos reducidos de los medios y reactivog necesarios.
-~ Bajo consumo de tiempo.
- Que permitan la aplicucidén de un proceso matemdtico para
agrupar aquellas cepas con mayor porcentage de similitud y su
diferenciacidn con otras especics.

Entre logs diferentes cocficientes de asociacidén utilizados
para taxcnomia numérica en bacteriologfa, se encuentra el
coeficiente de Jaccard (Sj). Eate coeficiente nos permite
conocer la samilitud existente entre algunas especies y disi-
militud con otras, en bagse a las respucutas figioldgicas
obtenidag de cada una de las pruebas efectuadas a lag cepas
aisladas y sometidag al proceso de identificacion.

El hecho de que este coeficiente u¢lo considere ltas respues-—
tas positivas. en la utilizacion de un suatrato. produccién de
enzimas u otro tipo de reacciones, es de gran significado si
tomamos en cuenta gque lags  respuestas nagativas pueden tener

implicitas fallag genéticay.
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igual manera existen métodos de agregacidén  taxonamica
junto con el coeficlrente mencinhado., nes permiten obtener
agrupamiento de algunas cepas estudiadas ¥y la separacién

otras hasta constituir el dendrograma correspondiente.
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I1. REGIUN DE LOS ESTUDIOS.

Enscnada F.C. est4 ubicada en la parte norte de la penrnsula
de Baja Calitornia, donde actualmente ge desarrolla una inten-
sa actividad acuicuitural debide a la alta productividad  de
sus aguas y gran rique:d de especies marinas potencialmente
cultivables (cztidn, mejillén, abuldn, almeja. erizo., arte-
mia, camarén. microalgas, etc.).

En este lugar se encuentran: el Ingtituto de Investigaciones
Oceanolégicas (110}, la Eccuela de Ciencias Marinss de la UABC
y el Centro do Investrgaciéon Cilent{fica y Educacion Superior
de Engenada L'.C. (CICESE): instituciones que eliercen, entre
gus actividades, la aruicultura.

Desde 1986, el laboratoric de Bioctecnologfa Marina (CICESE)
ha egtado relacionado con la problemdtica bacteriocligiza que
presentan los diferentes cistemas de cultivo de estas instilu-
ciones.

{Lizdreaga PMastida gl

Lng  ectudioes realizader 2!

al., 1987; Montoya y Lizarraga-Partida, 1990; demostraran  éen
forma sobresaliente: que lhacterias del geénero Vibrio ae en-~
cuentran can gran frecucncia, tanto en los sistemas de sbaste-
cimiento de agua de mar <¢omo en loa mismoz cultilvos y que una
fuente de entrada impottante de @oestas v otras poblaciones
bacterianas a log estanguer de cultivo es el alimento que se
suministra a los srganismos.

Estes estudics. tamhisn revelaron la necesidad de crear una

infraestructura que permita la identificacitn Jde las espacics
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peotencialmente patégenas (particularmente yibrial con el fin
de desarrollar métodos rdapideos de diagndstice de enfermedades
causadas por este tipo de bacterias.

Las caracteristicas de los sistemas de cultive muestreadon
para la elaboracion de este trabajo y esquemas correspondien-

tea, se presentan en el capitulo IiI,
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III. MATERIAL Y METODOS

I11.1 ESTABLECIMIENTO DEL CONJUNTO DE FRUEBAS TAXONOMICAS.

Con el fin de establecer el conjunto minimo de pruebas de

caracterizacién gue permitiera  identifjcar lag diferentes

especies del género Vibrio aisladas., se llevé a cabo una

exhausatives irvectigacion bibliografica de tus trabajog
mis sobresalientes sobre taxonomia de este género
bacteriano. Se congiderd un resultado positivo cuando en la
literatura., una eapscie presentaba un valor > al 80 % para una
caracteristica determinada. de esta manera se obtuviercn
resul tados tedricos a los que se aplicaron métodos numéricos
obtaniendose el dendrograma correspeondiente.

Se seleccionaron sélo aquellas pruebas en las que se combina—
ran, sus caracteristicas digeriminantes y los requerimien—
tos minimos de infraestructura y de reactivos costosos.

Como regultado de lo anterior se establecis el giguiente

conjunto de pruebas:

MORFOLOGICAS

— Bastones Gram Negativos

-~ Morfologia Colonial (forma y color en TCBS y Agar Marino)
FISIQLOGICAS

-~ Movilidad

- Crecimiento a diferentes temperaturas 10, 25 y 42 *C

~ Crecimiento a diferentes salinidades 0,6, 8y 10%



BIOQUIMICAS
- Ornitina decarboxilasa - Lipasa
- Arginina dihidrolasa - Quitinasa

Lisina decarboxilasa

~ Degradacién de tiroxina ~ Alginasa
~ Citocromo oxidasa ~ Amilasa
NUTRICIONALES

AMINOACIDOS: Alanina, Asparagina, Aspartato, Glicipa,

Glutamato. Leucina. Ornitina, Prolina y Serina.

AZUCARES Arabinosa, Sacarvga y Xilosa

AZUCAR-ACIDO Glucuronato. Galacturonato

AZUCAR-ALCOHOL Manitol

ALCOHOLES Ethanol! y Propanol

ACIDOS DICARBOXILICOS Fumarato Yy Succinato

HIDROXIACIDOS Glicerato, Glutarato y Lactato

ACIDOS GRAS0S Acetato. Propicnato. Isoaminobutirato
Igoaminovalerato

AMINAS Putresina

TOLERANCIA

Crecimiento en el medio TCBS
Sensibilidad al agente vibrioegtdtico 0/129 (10,50.150

mg/ml)

~ Biolumuniscencia

e

17
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IT1.2 MUESTREOS.

Las cepas bacterianas con las que se trabaid, fueron aisladas
a partir de muestreos bactericldgicos realizados a diferentes
sistemas de <cultivo de organismos marinos, Para lo cual ge
uti1lizaron frascos de 250 ml. previamente esterilizados. Los
sistemas de cultivo muestrcados y sus caracteristicas fueron

las sigulentes:

A} ESTANQUES DE MADURACION DE Penaeus stylirostris. Estos
sistemas consistian en estanques circulares de polietileno
de color negro con lag siguientes caracteristicas
a) DIMENSIONES
CAPACIDAD 5,000 1.

DIAMETRO 3.0m

ALTURA 0.74 m

b) ABASTECIMIENTO DE AGUA DE MAR

FLUJO CONTINUQ (Sistema abierto) $.0 1./ min

FILTRACION 50 micras

BACTERIAS HETEROTROFAS VIABLES entre 3000 y 4000 UFC/ml

BACTERIAS DEL TIPO Vibrie no ge detectaron

SALINIDAD J4.5 o/foo

TEMPERATURA 28 +/ - 0.5 °C

OXIGENO DISUELTO rango entre 4 y 6 o/oo
pH rango entre 7.5 y 8.5

INTENSIDAD DE LUZ 0.6 m Es /m* s

FOTOPERIOBO 13 hrs luz / 11 hrs obsc.
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€} ORGANISMOS

PENSIDAD 6 organismos/m?
PROPORCION (MACHOS-HEMBRAS) 1:1
PESO PROMEDIO PQR ESTANQUE 46.33 g

d) ALIMENTACION

Se les suminisird una dieta combinada de calamar freasco
congelado. cabeza de camardn picada y alimento preparadoc en
presentacién peletizada mezclada en una prepercion de 1:251
con tregpecto al 10% del peso total de la bicmasa en cada

estanque. repartida diariamente en cuatro horarios; 8, 12 y 22

horas.

e) LIMPIEZA
Antes de cade alimentacidén se llevd a cabo una remocién de

residuog, desechos y mudas presentes en el estanque.

£) CALIDAD BACTERIOQLOGICA EN EL AGUA DE LOS ESTANQULS
Los muestreps bactericlogices realizados en los estangues

presentaron los siguientes rangos de concentracidn:

* BHVT: 190.000 - 1,800.000 WFC/ml.
Bacterias Vibrio sp: 90 - 3,700 UFC/ml .
Bacterias Coliformes totales: no detectadas

B) SISTEMAS DE CULTIVO DE ESTADIOS LARVARIOS (P.stylirostris)
La eclosidn de los huevos fecundados se llevé a cabo  en reci-

pientes plasticos de 18 1. de capacidad, con agua de mar

* BHVT: Bacterias Heterotrofas Viables Totales.
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filtrada (1 micra) e irradiada con luz ultraviocleta, a una
temperatura de 29 +/- 1 *C, 3¢ le agregc EDTA * a una concen-—
tracisn final de 0.01 g/il. y fosfato de erytromicina
{$ microgramoa/l.), El muestreo bacteriolégico para los esta-
dios de nauplio, =zoea y mysiz, g0 llevd a cabo en recipientas
pldsticos para gu cultivo. con una capacidad de 21 |. y cam—
bios periddicns de agua filtrada (1 micral) e irradiada con luz
uitravicleta y una temperatura promedio de 25 *C.

Los rangos de concentracidn de bacterias en estos recipientes

fueren:

ETAPA HETEROT.VIABLES (UFC/ml) Vibrio (UFC/ml)
Antes de eclosion 11.000 -~ 26,000 80 ~ 160
Nauplio 900.000 -~ 3,300.000 9,000 -~ 333.000
Zoea 1,1l y III 5-.000 - 3,600,000 100 - 10,000
Mysis 160.000 ~ 3.600.000 1,600 - 4,100

C) SISTEMA DE CULTIVO DE LARVAS DE ABULON (# rufecrens)

Se llevs a cabo en recipientes pldsticos de 18 1, de capaci-
dad,con fluje continuo de agua de mar filtrada (1 micra) e
irradiada con luz ultravicleta. Con temperatura de 15 a 17 °C
y una dengidad de 200 larvas por litro.

Los rango de concentracién de bacterias Vibrio en estos reci

pientes fueron de 6 a 22 UFC/ml.

* EDTA: Acido-Etilen-Diamino-Tetraacetico.



D) SISTEMAS RE CULTIVO DE ARTEMIA.

(Artemia salina franciscana y A.salins de) Favro Sp.José D.C.)
Laz condicicnes de cultive fueron variables utilizandose agua
de mar filtrada e irradiada con luz ultraviotety y recipientes
de 3.8 ). de capacidad. Lag poblacicnes bacterianas presenta-—
ron concentraciones de 1.0%0.000 UFC/ml. pary heterdtrotag

viables y 14,700 UFC/ml. para bacterias Vibrio.

E) ALIMENTO SUMINISTRADO A LOS ©ORGANISMOS PROGENITORES DE
P. stilyrostris.

Se analizd una mezcla de calamdr fregco descongelado y cabeza
de camaron., encontrandese wvaleres de 1.0 x 10' a 1.0 x 18
UFC/ml. de BHVT, de 1.0 x 10" a 2.7 x 1d UFC/mt . de bacte-
rias Vibrio y de 1.0 x 10° a 6.4 x 1§ UFC/ml. para colifor-

mes totales.

JII.3 CUANTIFICACION. AISLAMIENTOQ Y PURIFICACION DE CEPAS
a) Cuantificacion: Las muegtras obtenidas se trasladaron
inmediatamente al labaratorio para sSu procesamiento.

Se hicieron dilusiones serisdas. utilizandose un medio esté-
ril, compuestoe por tres parteg de agua de mar y una de agua
destilada

Se sembro pour duplicado 0.1 mnl. de cada dilusion en cajas de
Petri conteniendo medio tipe ZoBell (Oppenheimer y ZoBell,
1952} para determinar bacterjas heterdétrofas viables totales.
En medio TCBS para bacterias tipo Vibrio sp. y medio EMB *

para coliformes totates.

* EMB =Eosine Met:il Blu«,
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La cuantificacion se efectus con la técnica de conteo en
placa (Bianchi y Bianchi, 1972: Oppenheimer et al., 1977;

Kaper ¢t al.. 1978) efectuandose dos lecturas. a las 48 y 72

horas despu2s de haberse incubado a una temperstura de 25 *C vy

a 35 "C para coliformes totales,

b) Aislamiento: A partir de las placas utilizadags para la
cuantificacion de bacterias del tipo Vipric (TCBS) obtenidas
de los sistemas muestreados., se seleccionaron al azar 180
cepas, aproximadamente. de las cuales fueron procesadas sélo

93 debido a diversos problemas tdécnicos y de manipulacion.

c} Purificacion: Para la purificacién de las cepas aisladas
s5e empled ol métodns de  eotrias (Thiabault et al., 1963). Se
realizaron de 3 a 9 reéplicas sobre TCES con ¢l fin de aumentar
la probabiljdad de que Jlag cepas con lag que se trabajaria
fueran del geénero deseadc. Se efectuaron estrictos controles
sobre cada una de Jlas réplicas para comprobar su pureza Yy
evitar su contaminacidn {Lincion de uram, torma de la colonia.
arreglo y forma «celular}.

Las cepas puras fueron mantenidas por duplicado en cajas de
Petri y frascos de vidrie de 10 ml. de capacidad, con tapdn de
rosca. conteniendo aproximadamente 3 ml. de medio ZoBsell a
temperatura ambiente (se recomienda mantencrlas a una tempera-
tura de 10 y 15 °C cubriendolas con aceite mineral en caso de
mantenerlas por mas de un med, realizando regiembras cada

geis meses).



CEPAS DE COLECCION UTILIZADAS.
Con el fin de identificar las cepas silventres. se utilizaron
enh este estudio bacterias pertenccrentes a cepas d2 coleccidon

oficiales de la ATCC.

NOMBRE DE LA CEPA No. CATALUGO No. ASIGNADD +*
V.fisherle 7744 94
V.harveyii 14126 a5
V.alginoiyticus 17749 96
V.parahsemolyticus 17802 97
V.vulnificus 27562 28
V.mimicus 33653 Q9

*e Este nimero corresponde al asignadoc en este trabajo para

fines practicosg.

1I1.4 ESTUDIQ FENOTIPICO

El estudio fenotipico de las cepag stlvestres & de coleccion
{ATCC) fue hecho en base a }ios métodos egtablecidos por Sta=
nier et al.. 1966. y modificados por Lizdrraga-Partida. 1979.

Se aplicd el conjunto de pruebas taxondmicas establecido
(anexo 1) que, de acuerdo con 0'Brien y Colwell. 1987 com-
preadc los siguilentes grupos:

- MORFOLOGICAS: Todag las pruebas morfoldgicas se realizaron
con bacterias cultivadas a temperatura ambrente (20 - 27 *C)
en medio tipo ZoBell, con no mas de 48 horas de crecimiento.
Las observaciones microscépicas fueron reatizadas con microg-

c¢opio de contraste de fases y de campo claro.
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- FISIOLOGICAS: Para las pruebas de temperatura se utiliud
medio tipo 2oBell y se incubd a las temperaturas establecidas.
Con ¢l fin de observar la respuesta a diferentes salinidades,
gse utilizsd el mismo medio, prepar;dc con agua deatilada,
afiadiendo NaCl segun la concentracion deseada.
-~  BIGQUIMICAS: Se encuentran comprendidag aqucllas pruebas
que reflejan la accion metabdlica de los organitsmos y la
presencia de enzimas 1ntra vy extracelulares.

Para las pruebas de Arginina dihidrolasa. Ornitina  y Lisina
decarboxilasa se aplicd el método de Moller. 1955,

La deteccidén de biolumintscencia y citocrome oxidasa se
realiz¢ a partir de cultivos crecidos cn medio tipo ZeBell.

Para la Quitinasa se le afladio al medio tipo ZoBell 1 % de
Quitina en suspenzion coloidal preparada, segun Colwell., 1984
vy modificado por Montoya, 1992.

En el caso de la Alginasa y Amilasa se afiadid al medio
tipo ZoBell., Acido Algfnico y Almidén respectivamente.

- NUTRICIONALES: Con estas pruebes se determina la utiliza-
ci6én de diferentes substratos como anica fuente de carbono.
nitrégeno y energia.

Se trabaisd con un medio basa preparadoe con agua de mar arti-
ficial gegun Lyman Yy Fleming., 1940 con una salinidad final
de 20 o/oo0. Se utilizo agua de mar artificial para
asegurar condiciones reproducibles.

- PRUEBAS DIVERSAS: La sensibilidad a diferentes concentra-
ciones del agente vibriocestatico 0/12%, 8e estudio sobre
medio tipo ZoBell al cual se le incorpord el compuesto

a diferentes concentraciones (Colwell, 1984}).
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Se utilizé el medio TCRS como el medio selective mas adecuado

para el aislamiento Y cuantificacién de bacterias del

género Vibrio (Massad y Qliver, 1987; Bolinches et _al.., 19u®)

El sembradoc de los medics golides especificos se realizo
mediante un replicador semautomatico  que permite sembrar
con rapidez hasta 20 cepns en cada caja de Petri, basando
el principic de su funcionamiento en un 1noculador automdtico
{Multipeoint}). Watt et al.. 1966. (Fig. 1).

En el case de las pruebas de produccidén de ANOeNT 1nasg,
el gembrado ge¢ realizcéd de  igual manera gembrando unicamente
10 cepas para evitar que ge¢ sobrelaparan log resultadogs, ya
que la lectura de estas pruebas so realiza por medio de la
deteccidn de halog que se forman en el medio cuando el
subgtrado esta siendo Jdegradadn

Para realizar la inoculacidén d= una secrie (20 cepas) se llevd
a cabo la siyguiente rutina:

- Preparacidn de mediog de cultiveo ceapucificoes.*

- Recuperacién de cepas puras vy resiembra, pot el metodo de
agtria rarrada 4R havae antec a ia ina2culacisn,

- Preparacion VY esterilizacion del material a utitizar f(tubos
con medio mineral. placan de plexiglds con 21 recipienteg de
1.0 m!. de capacidad, 1ncculadores y pipstas Pasteur).

~ De un tulbo de ensaye con 7.0 ml. de medio mineral se
temaron. con paipete Pasteur. aproximadamente 2.% ml. y se

virtieron en cada un: de las cajas de Petri que contenfan

* En el ANEXO 2 sSe presenta la descripcion de los medios de
cultivo wutilizados, ani como el procedimiento scguide en su

elaboracion.
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el cultivo magive, formandoge una sucpension de la cepa a
estudiar. Una vez hecha la suspensidén. con la misma pipeta
se recoge y se agiega al  tubo de ensaye inicial,
obteniendusc una concentracion cproflmdda de 10 bact/ml.
Eata suspensidn sc homogencica y de eila se toman 1.0 ml.
para llenar unoe de lus recipientes de la placa de
plexiglia, cate procedimiento se replte para cada una de las
20 cepas de las gue ge compone una sorie a 2ztudiar (fig.l).

- Para determnar la progucei1on de exoenzimayu, s6lo ge jnocu
lan 10 cepac por caia para evitar contusion en lac lecturas
de los resultados.

- A los medies de cultivo liquidos se les agrega 0.5 ml. de
la suspencidn original  gue se entuentra  en ¢l tubo de
ensaye. Este proceso se repite para cada una de las 20
cepas de las que Se compane uUna seérie A estudiar,

-~ Todas las pruebas Be rcalizan por duplicado,

- Para cada gerie se formulan hojag de registro que contie-—

nen la infsrmacidn necesaria para relacionar el pumero de

cepa con su respuecta on los diferentes medios de cultivo

tanexo 3).
III.5 ANALISIS MATEMATICO

COEFICIENTE DE SIMILITUD
Entre los coeficientes de similitud que se han utilizado en
Taxonomfa Numérica (T.N.) ae gelecciond el de Jaccard por su

propiedad de congiderar unicamente respuestas positivas ya
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que, en el caso de bacterias, las similitudes negativas
pueden deberse a fallas grneticaz acacyonadas por resiembras
repetidas u otro factor fizico-quimico.

El coeficiente se representan con la siguiente ecuacion:

A+B~C
Donde:
A = Numero de respuecztas positivas de la cepa "A-
B = Numero de respuegtas pogitivas de la cepa "B"

C = Numero de respuestas pomitivas comines vn (A y B}

La T.N. refleja las relaciones fenotiplcas entre los orga-
nismos. por ejemplo: porcentaijes de similitudes Yy disimili-
tudes en caracteristicas o propiedades existentes, como
distintivas a partir de relaciones filogeneticas,

Una definicion descripti:va de T.N. es3 la giguiente; Es la
coleccién y cevaluacion de datos de un gran numerc de propie-
dades cobservables de cada organismo baje estudio. para deter-
minar cuantitativamente la similitud de un organismo con
otros, y con ellc permitir el arreglo o separacién de cada
organisme en un grupo o cluster bagsado en estas gimilitudes

{0'Brien y Colwell, 1347).

Los principios de T.N. estan basados en conceptos ehun-—
¢iados primeramente por el botdnico frances Michael Adan-
son en 1763 y aplicados por primera vez en Taxonomia Bacte-

riana por Sneath en 1957, de acuerdo a los siguientes princi-

pioc:
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1) A cada cepa se le prueban todos los caracteres posibles.
2) Todos los caracteres tienen el mismo valor.
3) Los taxas se establecen en base a la similitud total.

(Colwell y Wiebe. 1970).

ELABORACION DEL DENDROGRAMA

La elaboracién del dendrograma correspondiente se llewd a
cabo por medio de una matriz de similitud (R x Q). donde las
variables fueron, las 99 cepas bacterianas estudiadas contra
los regultados de las 47 pruebas efectuadas a cada una de
ellas,

Se aplicd el coaficiente de similitud de Jaccard que implica
la comparacién pereada y mediante la técnica Jerdrquica Aglo-
merativa se elaboré el dendrograma cerrespondiente.

Se utilizé un sistema de compute de tiempo compartido.
modelo PRIME - 750 del Centro de Cémputo Electrénico
del CICESE. trabajandeme con el paguete estadistico LIPREC,

pertenecicente al departamento de ecologfa del mismo centro.

- DETERMINACION DEL NIVEL DEL CORTE DEL DENDROGRAMA

La eleccion del nivel del corte de un dendrograma que permita
la individualizacién de los fenones es arbitraria {(Veron.
1569). El método mds comunmente utilizado es el criterio de la
especie conocida {(nomenspecie) (Delabre et al.. 1973). que
consiste en escoger un nivel tal que los fenones queden cons-—
tituidos per cepas pertenecientes a generos o especies conoci-

das.



29
IV RESULTADOS

Los resultados obtenidos fueron producto de un  estudto

"in vwvitro"” efectuado sobre 6 cepas de coleccion (ATCC) del
género Vibrio y 93 cepas sgilvestres, pertenccicentes al mismo
género (crecidas en TCUS). aisladas de diferoentes sistemas de
acuicultura y mantenidas en medio ZoBell elaborade <on agua de
mar.

El anexo 1 presenta o) coniunto do pruchas Lasonuiioas esta—
blecido y utilizado para ei estudio fenotipico de las cepas.

Se egtablecen las diferencilas y semejanzag encontradas entre
los conijuntos de cepas. conctituldos mediante el coeficiente
de Jaccard y representados en el dendrograma correspondiente

(fig.2).

IV.1 Resultados Cuantitativos

La cuadro 2.a. presenta las cuantificaciones de bacterias
heterotrofas viablea totales y tipo Vibrio obtenidas durante
log mueatreog realizados a log diferentes sistemas de cultivo,
expresadas como unidades formadoras de colonias por milalitre
{UFC/ml) .

La figura 3,c. muestra graficamente loa cambiog en las con~
centraciones de las poblaciones bacterianas estudiadas durante

el desarrollo del cultivo de PP, stvljrostris

IV.2 Resultados Cualitativos
Comprende el estudio de 93 cepas a las que se aplicé el

conjunto de 47 pruebas taxonémicas seleccionadas.
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E! dendrograma obtenido (fig.2) nos presenta dos grupos
(I.11) unidos entre s1 a un bajo porcentaje de similitud
=24 (%S). Cada grupc se encuentra constitufdo por sus regpec-
tives subgrupos. coniuntos, aubconjuﬁtoc y Unidades Taxonémi-

cag Operativas (UTQ) aijuladas.

GRUPO I:

Este grupo eata constituido por 83 cepas distribufdas en 4
subgripos: representa el grupo mds importante cuantitativa y
cualitativamente porque en ¢l se encusnhtran tres egpecies de
Vibrio potencialmente patdégenas (V.vulnificus. V.parahac-

motyticus y V.harveyil) .,

SUBGRUPDO 1.1:
Presenta 3 conjuntos, formados por 11 cepag, gque Se unhen

entre s a un 58.5 %5 y al subgrupe 1.2 en un 52 %S.

CONJUNTO A: Esta  cwngtituido por 5 UTO que se unen a un B84
%S5, pregsentando un nucleo de formacion (cepas 34, 35 y 36) con
un 94 %5 y una UTO aislada (cepa 1) que se une a 70 %S5.

Las cepas agrupadas aen este conjunto fueron aisladas.
principalmente de estanques de maduracién de P.stylirostris
(34, 35, 36 y 37) ¥y una obtecnida del alimento suministrado a
estos organismos (cepa 46). La UTO aislada corresponde a una
Cepa aislada de estadio larvario de P.stylirostris.
Caracteristicas Generales:

Egste conjunto presenta marcada capacidad de utiljzacidn de
aminodcidog, 4cidos grasos, hidroxidcidos, azlcar-&cidos,

alcoholes y aminas.
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Pregenté Oxidasa (-), amplio rango de tolerancia a la salini-
dad (0.60,80 y 100 os/co) y temperatura (10.2% y 42 Ut
Resistencia a 150 wug/ml de 0/129 ; y no produceh ehzimas
amilasa, alginasa, quitinasa vy lipasa. & excepctdn de la cepa
35 que presentd produccién de lipasa.

La UTO aislada si pregentd amilasa y guitinaza y no tolerd
salinidades de 100 o/oo.

Se une ai conjunto B a un 64 %5.

CONJUNTO B : Formado por las cepas 56, 57 y 38. a un 85 %35.
son cepas aisladas del cultivo de semilla de abulon (g pufes—
cens). prescntan bucha capacidad de utilizacidn de  aminodci-—
dos. { a excepcion de glicina) dcidos grasos e hidroxidcidos;
Oxidasa (+), solo toleran salinidades de 0 y 23 o/oc y tempe-
raturas de 10 y de 25 °C, todas son sensibles a 150 ug/ml de
©/129. Unicamente Ja cepa 58 prodijo quitinasa y la cepa 56
lipasa.

El conijunto 8 se une al C a un 58.5 %S.

CONJUNTO C: Integrado por las cepas 60 y 61 a un 84 %5, fueron
aigladas del cultive de semilla de abulén (M rufescens).
presentan una buena capacidad de utilizacion de aminodcidos
(70 %), dcidos grasoes (75 %) e hidroxidcidos (66 %). La cepa
60 eg Oxidasa (+)}) y la 61 (-), ambas toleran 0, 60, 80 vy 100
©/00 de¢ salinidad. No toleran temperaturas de 42 “Cy son
sensibles a 150 ug/ml de 0/129, la cepa 61 tambiédn eg gengible

a 50 ugsml, ambas presentan produccion de quitinaca y lipasa.
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SUBGRUPO 1.2

Integrado por 44 cepas formando 3 conjuntos que sSe unen entre

ellos a un 97 15 y al subgrupo 1.3 en un 46 %5.

CONIUNTD A

puagte  por 3 cepas (2.3 y 7)) gque He ounen e2n oun
68 %5. prescntando un nacleo de origen (2,3) con un 100 %S
entre ecllas. Son cepas obtenidas del muestreo realizado a
estadios larvarios de P.stylirostris (nauplio).

Pregsentan buena capacidad de wutilizacidn de amincicidos, upa
capacidad media para utilizar dcidos grasos (52%), Oxidasa (¢}
requieren de NaCl para su crecimiento (no crecen a 0 o/oo0).
las cepas 2 y 7 unicamente crecen a concentraciones de 23 ¥y
60 o’/0z mientrac que la cepa 3 telera calinidades hasta de
100 o/co.

Las cepas 2 y 3 crecon a temperatura de 10, 25 y 42°C y la
cepa 7 unicamente crece a 25 *‘C. La 2 ne presentd sengibi-
lidad al O/179, mientras que la cepa 7 fue genaible a 50 y
150 ug/il y la 3 sclamentec a 150 ug/ml.

Las tres cepas produieraon lipasa. la 3y 7 amilasa y adélo la

3 produjo quitinasa. Se une al conjunto By C a un 57 %S.

CONJUNTO B: Agrupa a 13 cepas. a un 68 %8, se encuentra in-
clufida una cepa de coleccién (cepa 95} que caracteriza al
grupo como V. harveyl; presenta bioluminiscencia, produccion de
enzimas: lipasa, quitinasa y amilasa, son sensibles a 50 ug/m}
de 0/129. requieren de NaCl para su crecimiento. Se divide en

tres subconjuntos:
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- Subconjunto b,): Compuesto por Llres cepas (6,95 y 32) con un

73 %5 entre ellas. la cepa 6 presenta un B2 %5 cun la cepa 95
(V.harveyi No.14126 de la ATCC) y fueron aislada de estadio
larvario de P.stylirostris.

Presentan buena capacidad de utilizacion de amineoacidos.
excepto leucina; no wutilizan 4cidos grasos en forma considera-—
ble y s! presentan buena utilizacién de hidroxidcidos, nula
capacidad para utilizar atucarss y alcoholes. Oxidasa {+);
requieren de NaCl para su crecimiento.la cepa &6 y 93 sélo
toleran salinidades mdximas de 60 y B0 0/00, mientras que Lla
33 solamente de 60 o0/00: pregentan reducide rangoe de toleran-
cia a )a temperatura.

La cepa 6 crece a 10. 25 y 42 *C. la 33 crece a 10y 25 "Cy
la 95 adlo a 25 °C, las tres cepas fueron sensibles a 50 y 150
ug/m! de 0r129 ., produieron amilasa y lipasa, la 6y la 233

fueron quitinasa (+) y la 6 y 95 presentaron bioluminiscencia.

- Subcenjunte b,): Compuesto por § capaa (13 .14.16.23 y 21)
presentan un 79 %S entre ellas, y queda unido al! subconjunto
"b," en un 68 %5y al "hK" en un 74 %S. Fueron aisladas de
estadios larvarios de P.stylirostris (mysis).

Presentan una rcapacidad media (58 %) de utilizacidén de ami-
nodcidos, dcidos grasos (50 %) e hidroxiacidos (7% %), nula
capacidad para utilizar azucares. alcoheoles y aminas. Oxidasa
(+); requerimientos de NaCl, pero reducida tolerancia. la cepa
13 fue la udnica que crecid a 0 ©/00 y solamente las cepas 13 y

14 crecieron a 80 o/co. Todas tolerarcon 10, 25 y 42 "'C y
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fueron sensibles a 150 ug/ml de 0/129; todas produjeron amila-
sa, quitinasa y lipasa y a excepcion de la cepa 21 lag restan-~

tes fueron biocluminiscentes.

~ Sukconjunto b, }: Formado por 5 cepas (17, 13, 26, 20 y 22}
unidas a 81 %5, forman un nicleo de origen {cepas 19 y 26} con
un 96 %3S.

Todas las cepas provienen del muestreo realizado a estadio
larvario de P.stylirostris (mysig):; presenta una UTO asilada
(cepa 38 aislada de progenitores}! que se une en un 63 %5.
Buena capacidad de utilizacion de aminodcidos (80%). hidro-
xiacidos {100 %}: capacidad media de wutilizacidn de dcidos
gragos y dicarboxilicos (50 %); nula capacidad para utilizar
azucares., alcoholes y aminas; Oxidasa (+); reducido rango de
tolerancia a la salinidad., 26lo crecieron a 23 y 60 o/00;
amplio range de tolerancia a la temperatura, 10, 29 y 42 °C;
sensibles a 150 ug/ml! de 0/129, Produccion de amilasa, quiti-
nasa y lipasa. Todas presentaron bileluminiscencia.

CONJUNTO C:

Agrupa 27 cepas con un 67 %S entre ellas; constitulido por 3
subconjuntos y 2 UTO aisladas que corresponden a las cepas de
referencia cepa $8 (V.vulnificus No. 27562 NITCC) y la 97
(V. parahaemolyticus No. 17802 ATCC). La presencia de eata
ultima, caracteriza al grupo como V.parahaemolyticus en un
72 %S.

Se une en un 67 %3 con V.vuinificus y a V.harveyi en 62 %S.
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~ Subconjunto c, ): Agrupa 9 cepas con un 1 %S entre ellas. Eo
un grupo heterogenec en cuanto a su origen. compueuto por:

3 copas aisladas de cultivo de artemia (68, 69 y 63)

2 " " " B larvario de pP.stylrrostris (9.30)

i " " " “ de progenitores - " (391

1 " " “ alimento suministrado a " " (431

2 " provenientes del! agua de un sistema cerrado de
acuicultura del CICESE (91, 92}).

Presentan marcada utilizacidén de aminocdcidos. dcidos grasos e
hidroxidcidos (%8 %): muy baja utilizacién de azucares y
alcoholes; Oxidasa (4); la cepa 39 fue la unica que no presen-~
téd requerimientos de msalinidaed: el resto creci¢ a 60, 80 y
100 o/c0: a excepcion de la cepa 9. crecieron a 10. 25 y 42 °C
todas fueron sensikles 150 ug/ml de 0/139 y las cepas 43, 63,
69 y 92 tambien fueron sensiblez a 50 ug/ml de 0/129%

y s6lo la 63 fue sensible a 10 ugsml. Todas presentaron
preoduccidén de amilasa y lipasa y golamente la cepa 9 prazujc
quitinasa.

Se une al subcenjunto "¢ ' en un 73 5.

- Subconjunto c;): Esta constituido por 13 cepas (62, 64, 65.
66, 71, 70. 74, 67. 75, 73, 72. 59 y 90) con un 79 %5 entre
ellag, de las cualez 1] provienen del cultivo de artemia. una
de abuldn (59) y una del sistema cerrado de acuicultura del
CICESE. Pregentan alta capacidad (90%) para utilizar los

aminodcidos, 4dcidos grasoa, hidroxidcidos y aminas, baja
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capacidad para utilizar azucares y alcoholes, Oxidasa (+).
unicamente las cepas 72 y 73 no mostraron requerimiento de
NaCl para su crecimiento y el resto, tolerd salinidades hasta
de 100 or/00: presentaron ampliv range de tolerancia a la‘
temperatura crecicndo a 10, 25 y 42 *C,

Fueron sengibles a 150 ug/m! de 0/129 y las ceﬁns 7o, 71, 72,
73. 74, 75, 64, 59, 90 y 62 también fueron gensibles a
S50 wugs/ml. Todas produlercsn lipasa, amillasa y a excepcion de
las cepas 64, 65 y 90 todas produjeron quitinasa.

Los subconijuntos "¢, " ¥y "§¢" sSe unen en un 72 %S con la cepa
97 de coleccidén que corresponde a V.parahaemolyticus y poste—

riormente se unen al subconijunto "¢, " en un 7! %S.

- Subconjunte ¢,): Censtituido por 3 cepas (11,12 y 27) con un
77 %S entre ellas y con V.vuilnificus en un 67 %S, scon cepas
provenientes de estadios larvarios (mysis} de P.stylirostris.
Marcada utilizacion de aminodcidos (100 %) y alta capacidad de
utilizacion de 4cidos grasos (85 %): hidroxidcides (75 %) ¥y
putresina; baja capacidad para utilizar azucares y alcoholes:
Oxidasa (+). Requieren de NaCl para su crecimiento y no tole-
ran concentraciones de 100 o/o00.

Pregentan amplio rango de tolerancia a la temperatura (10, 25
y 42 °C), sensibles a 150 ug/mi de O/129; produjeron lipaga y

solamente la cepa 27 produjo quitinasa.

SUBGRUPO I.3:
Formado por 16 cepas con 54 %5 entre ellas y una UTO aislada

{(cepa B82). que se une a 40 %S5. Presenta 3 conjuntos :
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CONJUNTO A: Agrupa a un total de 4 cepas coun un 66 %5 entre
ellas (cepas 10,25, 15 y 28). Fueron aisladas de estad:io
larvario (mysis) de p.gtylireostrie. Precenta buena capacidad
de wutilizacion de aminodcidos {70 %) y bala capacidad para
utilizar dcidos grasos (37.5 %). ac.dicdrboxilicox. hidroxid-
cidos, azucares, alcoholes y aminas: Oxidama (+); resultados
negativos para las pruebas de ornitina y lisina decarboxilasa
y arginina dihidrolasa. Presehtan requerimients de¢ NaCl y no
toleran concentraciones de 100 o/oo ni temperaturas de 42 °C.
gensibles a 150 ug/ml de 0/129: presentarcen produccidén de
amilasa. quitinasa vy lipasza. Bioluminiscenc:ia posxt}va. Se

une al conjunto "B” en un 58 %5.

CONJUNTO B: Formado por 7 cepas (76, 86. 87, 88. 78, 77 y

81), provenientes del cultivo de artemia ¥y unidas entre si en
un 77 %5, presenta un nucleo de origen (cepas 87, 88} a un 100
%S y wuna UTO aislada (cepa 89} que se une al conjunto "A" en
un 54 %5.

Capacidad media de utilizacién de aminodcidos (66 %) y casi
nula utilizacién de otros compuestos, negativas para las
pruebas ornitina y lisina decarboxilasa vy arginina dihidrola-
sa; Oxidasa (+). requieren de Nall vy no toleran concentracio-
nes de 00 o/00 ni1 temperaturas de 42 °C. Marcada sensibilidad
al 0/129 en 10, 590 y 150 ug/ml. Produjeron amilasa y lipasa y

unicamente la cepa 77 produjo quitinasa.

CONJUNTO C: Constitufdo por 4 cepas {18, 24, 29 y 50) con un

54 %S entre ellas, aisladas de estadic larvario de camarén y
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del alimento suministrado a cultivos de organismos reproducto-
res de P.stylirostris . Se une a los conjuntos “A" y "B" en un
45 %S5, Existe una UTO aislada (ceps 82) que se une en un
40 %S.

Presentan una buena capacidad de utilizacion de aminodcidos
(B0 %), y A4cidos grasos (73 %) y baja o nula capacidad de
utilizacion de 103 otros compuestos probados:; Oxidasa (4},
requoerimientode NaCl y tolerancia a 100 o/co. <(recimiento a
10, 25 y 42 °C; sensibles a 150 ug/ml de O/129 y lag cepas 24
y 29 también fueron sensibles a S0 ug/ml. Todas presentaron
produccidén de amilasa y lipasa y unicamente la cepa 18 presen-

té produccion de quitinasa.

SUBGRUPO I.4:
Pregenta gran disimilitud (30 %5) entre las 11 cepas que lo
conforman Yy se une al subgrupo 1.3 en un 36 %5. Esta dividido

en 3 conjuntos:

CONJUNTO A: cepas V9. BU. t4., 03 y 85 unidas  en un 47 %S y
alsladas del cultivo de artemia. Presenptan baja capacidad
catabd¢lica , Oxidasa (+), requerimiento de Nall pero reducido
rango de tolerancia, unicamente las cepas 79, 80 y 83 crecie-
ron a 60 o/co. No toleran temperaturasgs de 42 °C, todas sensi-
bles a 150 wug/ml de 0/129 y las cepas 83 y 84 también fueron
sensibles a 50 ug/ml: la cepa 79 produio amilasa y quitinasa,

la 83 alginasa y lipasa y las 80, 84 y 85 unicamente lipasa .



319
CONJUNTO B : Lo forman 2 cepas (54 y Sb., umidas a 52 %8
entre ellas, ambas a:sladas del cultivo de semilla de abulon;
se unen al conjunto "A™ en un 32 %5.

Presentan baja o nula capacidad catabolica; Oxidaza (11
requerimiento de NaCt y sdlo crecieron a 23 y 60 o/oa: reduc:
do rango de temperatura {10 y 25 *C);: sensibilidad a 10. 50 y
150 ugsmi de O/il5%. la  <ce¢pa S5 present: amilacp, lipacss oy

quitinasa. mientras que la 54 no produjo dichas enzimas.

CONJUNTO C : Constituido por 4 cepas (4. 5. 44 y 99) unidas a
un 37 %Y entre 8f{ y con  los conjuntes "A" y "B" un 30 5. La
cepa 99 corresponde a V.mimicus (no. 33653 de la ATCC). Pre-
sentan gran disimilitud entre elias y algunas de =sus caracte-
risticas mas representativas son las siguientes: presentan
baja © nula capacidad catabdlica (excepto la cepa 4}.

Oxidasa (+) y produccién de lipasa. Todas presentan amplio
rango de tolerancia a la temperatura (crecimiento a 10, 25 vy
42 *C). Sensibilidad a 150 ugs/ml de O/129.las cepas 4.449 y 99
fueron sensibles a 50 ug/m! y la 4y 99 a 10 ug/mi.

Las cepas 4 y 99 produjeron ademds amilasa y quitinasa.

Unicamente la cepa 44 presentd amplio rango de tolerancia a
la salinidad y junto con la 5 y 27 creciercn a 0 o/oc de NaCl.

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

GRUPO I1.

El grupo Il esta constituido por 16 cepas divididas en 2
subgrupos. En s8su mayoria gon cepas aisladas del muestreo
efectuado al alimento suministrado a organismos de pP.styliros-

tris en estanques de maduracidén.
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También se encuentran en eate grupo dos cepas de referencia de

la ATCC, que corresponden a V. risheri y V.alginolyticus.

SUBGRUPO I1.1: Formado por 13 cepaz agrupadas en 3 conjuntos y

unidos en un 49 %S.

COHJUNTO A: Fresenta 3 subconijuntos:

- Subconjunto a, : Formade por 4 cepas (8. 40. 52 y 53) con un
75 %5 entre ellas ¥y un nucleo de formacion (40 y 52) con un
91 %5. La 52 y 53 provienen del alimento. la 40 del cultivo de
progenitores y la B de estadio larvario de F.stylirostris.

Baja © nula capacidad catabdlica: con excepcion de la cepa 53
las demas son Oxidasa (+): presentan amplioc rango de toleran-
cia a la satinidad (crecimiento a 0. 66. 80 yl00 o/o00) ¥y a la
temperatura (crecimiento a 10, 25 y 42 °C), sensibles a 50 vy
180 ug/ml de O/129.

Unicamente las cepas 8. 40 y 52 produjeron lipasa. La 52 y 53
pregentaron colonias con pigmentacién color naranja en medio

tipo ZoBell.

- Subconjunto a,): Formado por 3 cepas (47, 51 y 48) con un
78 %5, provenientes de alimento, presentan baja o nula capaci-
dad catabdlica. Oxidasa (+). amplio rango de tolerancia a la
salinidad { O. 60, 80 y 100 o/oo) y a la temperatura. Sensi-
bles a 150 wug/ml de 0/129 y no presentaron produccién de

amilasa, alginasa, quitinasa y lipasa.
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- Subconjunto a,): Formade Unicamente por d cepas (4%, 94 vy

96}, unidas entre 31 en un 54 %5 y con loa subconsuntos “a "y
"a," en un 49 %5. Lasg cepas 94 y 96 correspunden a las cepas de
referencia V. fishers (No.7744 de la ATUC) y V.alginciyticus
(No. 17749 de la ATCC}. con un 88 %5 entro ellas.

Presentan baja o nula capacidad catabdlica, la <cepa {15 fue
oxidasa (=) y no presentd requerimiento de NaCl para csu creci-
miento, tienen un amplio rango de tolerancia a la salinadad
(23, 60, 80 y 100 o/oo0). Mientras que las cepas de referencia
tienen marcada tolerancia a la temperatura (10, 25 y 42 *C).
la cepa 45 unicamente crocid a 25 °C. Todas fueron scnsibles a

150 ug/ml de 07129 vy las cepas 45 y 94 tambien a 50 ug/ml. Las

3 cepas produjeron amilasa y lipasa.

SUBGRUPO II.2: Constitufdas por 3 cepas {41, 42 vy 49) aisladas
de atimento, unidas entre si en un 78 %5 y al subgrupo II.1 en
un 38 %S5. Baja o nula capacidad catab&dlica, Oxidasa (-).
1imitado rango de tolerancia a la salinidad (crecimientoc a 0.
23 y 60 o/c0}. ¥y a la temperatura (crecimiento a 10 y 25 *°C}.
semgsibles & 150 ug/ml  de 0/129 v ns  produjearan 1as  anzimas

amilasa. alginasa, quitinasa y lipasa.
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DISCUSION

La cuadro No.2.a y las figuras 3.a y 3.b pregentan los valo-
res de bacterias Heterotrofas Viables -Totalas (HVT), Vibrio Yy
de coliformes totales obtenidos de 1035 andlisis al agua utili-
zada en los sistemas de cultivo estudiados.

Los muestreos realizados en el gigtema de abastecimiento de

agua de mar en el CICESE indicaron un alto grado de contami-—
nacion orgdnica en el sistema, ¥ la necesidad de tomar algunas
medidag para disminuir estos valores. Se realizd limpieza de
tuberfa. eliminacidn del exceso de nutrientes vy reposo del
sistema.
Como consecuencia de lo anterior., en los muestreos posteriores
se obtuvieron valores considerablemente menores de bacterias
coliformes. En el ultimo muestreo se observd también la
disminucion de Vibriogs en el sgistema.

Los wvalores correspendientes al sistema de abastecimiento de
agua en el IIO (tabla 2.a}, demuestran que e! agua de aprovi-
sionamiento al sistema de acuicultura. presenta una excelente
calidad desde el punto de vista bacterioldgico. ya que los
valores detectados para HVT estan comprendidos dentro del
rango de 10° - 10° . 1o cual pertensce al registro para aguas

costeras no contaminadas (Lizdrraga-Partida 1987).

De igual manera. sge constata que los sistemas de filtracién y
radiacion U.V, instalados, reducen la poblacién "bacteriana

perc nc logran eliminarla totalmente,
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En los muestreoas efectuados en los estanques destinades al
proyectc de investigacicn cobre maduracién genadica (P,. By
P,) la concentracién de HVT fluctud entre valores de 18 v 10°
UFC/mi) y de 10° a 10 para bacterias Vibrio en log diferventes
eatanques muestreados (tabla 2.bh y fag. 3.0).

Tomando en cuenta que el aénero Vibrro es un  componente
normal de la flora intestinal de los camarones (Colwell. 1984)
Y que en cilertas condiciones pucde sor un agente patégeno. en
el sistema estudiado, podria haberse viste atectada la trans-
ferencia del espermatéforo, la fertilizacion de los huevos y
presentarse ademds lesiones cuticulares (Brown., 1879). §Sin
embargo, dichas concentracicnes no interfirieron en ¢! proceso

de induccién a la maduracion gonddica (Betancourt 1989).

Se evidenci¢ que el alimento suministrado a log organismos en
maduracién es una fuente importante de entrada de Vibrio sp. y
de otras bacterias al sgistema. puesto que en log analisis
bacteriologicos realizados al alimento se detectaron valores
de 1.0 x 10" & 2.0 x 10°UFC/ml de HVT ; de 1.0 x 10" a 2.0 x
10® UFC/ml de Vibrio (valeres similares a los reportados por
Chan =t al. 1989) vy 1.0 x 10" a 6.4 » 14 UF=/ml  para coli-
formes totales.

Las caracteristicas fenotipicas de las bacterias aisladas de
estos dos sistemas., alimento y progenitéres. presentan mayor
gimilitud entre ellas que con el resto de las cepas estudia-
dasg, de tal manera que se encuentran conformando el grupo II

en el fenograma correspondiente.
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En los estanques de estadios larvarios de P.gtylirostris. los
valores de las poblaciones Vibrio fluctuaron desde 80 UFC/ml.
aen lo3 estangques de dessove., hasta 1.2 x 16* UFC/ml en los
ectadiozs de nauplio, descendiendo pSnLeriormcnte a1.6 x 10
UFC/ml en zoea y mysis. El mismo comportamiento se presento en
las poblaciones da HVT con valores de 1.1 » ', 3.3 x10 bd
1.6 x 10° UFC/ml respectivamenta.

Las fluctuaciones en log valores ohbtenidog. po3iblemante se
deben a los hdbitos alimenticies que prescntan estos  tren
estadfos: el primero, nauplio, utiliza 8us recervas de vitelo
Y conforme ¢ambian a Zoea y pofleridstrmente a niysis, las bacte-
riaz pasan a formar parte de zu  alimentacidn. Estos resultados
coinciden con los expuestos por Yasuda y Kitao, 1980.

Es interesante notar que los valores obtenides de Jo3 mues-
treos bacterianns al cultivo larvario a 20 *C son considera-
blemente menorea que a 25 °‘C y que el comportamiento se repi-
te., aunque este descengso en la temperatura trae consigo un

lento desarrollo larvario.

La deteccién de bacterias biocluminiscentes con capacidad
quitinolitica y lipolitica. en loa muestreos al! estadio mysis
de P.ootylirostris, asl cohw sU caracterizacléen € adentifica-—
cién como V. harveyr. fuo otro resultado importante, debido a
que en los ultimog affos cilertos vibrios bioluminiscentes con
caracteristicas gemejantes a V. parahaemolyticus, 8e han
relacionado con altas . tasas de mortalidad en cultivos de

camarén en Ecuador y Taiwan (Lightner. 1991). =

¢ Comunicacidn personal. Depto. Med. Vet. Univ. Arizona USA.
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En este trabajo se logré una clara separacien entre . parve-
yi y V. parahaemolyticus (Fig.2)
Cabe meflalar que durante esta 1nvestigacion Se  presenté una
alta mortalidad en dicho estadio. aunque la patogenicidad de

las bacterias a:sladas no se estudid.

De los muestreos a cultives de Artemia. ge aislaren 11 de lap
22 cepas que ceonforman los subconjuntos ¢, y § caracteriza-
dos como V . parakaemolyticus. Esto nos indiva el alto riesgo
que representa un mal manejo de egte crustdceo como alimento
para otros organismos acuadticos. ya que esta especie bacteria-
na es ampliamente reconccida como agente patogeno de organic-
mos acudticog (Lightner,1938) y considerada un pelidro poten-

¢cial de salud publica {Chan et al.. 1989).

Al igual gue en otros crustaceos. Vibrio sp. se encuentra en
forma natural en Artemia por lo que. a pegar de utilizar agua
de mar filtruda ¢ 1rracarada con luz ultravioleta para el
cultivo de estos organismos. los valorecs obtenidos de los
muestreos realizados fuercn del orden de 1.4 x 1¢' para
bacterias Vibrio y de 1.0 x 10° para HVT.

Todo lo anterior lleva a cnnsiderar a Artemia sSp. ¢omo un
vector potencialmente importante de bacteriag patogenas,

principalmente de V.parahaemolyticus.

El bajo numerc de bacterias del género Vidbrio detectadas en
los cultives de larvas de Abulén (de 6 a 22 UFC/ml.). se debe

principalmente a las medidas extremas que se toman ya que,
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estes organismos son  congiderablemente afectades por concen-
traciones miniman de dichag bacterias.

Algqunas de las medidas mds importantqu fueron:

- El agua utiiizada fue filtrada (1 u) e irradiada con luz
altravioleta y se le atiadid antibiético (Penicilina y Strepto-
mcinal .

- Se cultivaren en un sigtema con flujo continuo {8 cambiog'al
dia) y la temperstura fue entre 15 y 17 °C,

- Gon alimentaday a partir de cultivon monoegpecificos de

microalgan.

El 17 & de las cepas estudiades pregentaron oxidasa negati=-
va. la mayoria de estac cepes posiblemente tengan el mismo
ori{gen y su entrada al sistema de cultivo de P.stylirostris.
fue el alimento suministrado a estos organismos.

Integran principalmente los subgrupos I.1 y I1.2, ubicados en
loa extremos duel dendrograma. unides a un bajo porcentaje de
similitud con log subgrupog caracterizados por la presencila de
gepas de coleccidn del yduwru Vibrio.

El hecho de que nl 83 % de las cepas estudiadas fueran
oxidasa positiva y la mayoria sacarosa negativa (colonias
verdes en TCB5). retleira la abundancia relativa de eapecies
potencialmente patégenas, (V. parahsemolyticus, V. vulnificus,
V. mimicus, V. anguillarum, V. fischeri) en log sistemas mues-

treados (Mohney. 1991).%

« Comunicacion personal. Depto. de Med. Vet. Univ. Arizona,

USA.
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El dendronograma constituide a partir de 108 resultados de
las pruebas de caracterizacién establecidas y a las cuales
fueron sometidas las 93 cepas silvestres y ¢ de colecciodon. nos
muestran diferentes agrupaciones de acuerde a las similitudes
tenotipicas existentes entre ellas (fig.2).

En los resultados se exponen lag caracteristicay fenotipicas
mds importantes de cada una de las agrupaciones que Se obtu-
vieron,

Se observa una tendencia de agrupamiento de acuerdo al origen
de las cepas.

Se presentan dos cepas (11 y 12} con gran similitud con yp
vulnificus, el cual junto con V. parahaemclyticus Son impor-—
tantes deoade el punto de vista de salud piblica (Colwell.

1984; Chan et al. 198%).

El bajo porcentaje de similitud qua se presenta en el feno-
grama, demuestra el poder discriminativo del conjunto de
pruebas establecido y la posibiilidad de que se trate de espe-
cies no reportadas a la fecha, sobre todo s8i consideramos gue
todoy los trabajos taxonomicos de Vibrio han sido realizados
en el extranjero.

Un ejemple de lo anterior, es el estudio realizado por Lee_et
al.. 19789 scbre vibrios oxidasa negativa crecidos en TCBS e

identificados como V. metschniKovii.
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CONCLUSIONES;

Se demostrd la necesidad de realizar, muestreos bacteriologi-
cog, en forma rutinaria, que permitan evaluar la eficiencia de
log sistemas de eliminacion de bacterias en los centros gque Be

dedican a la acuicultura.

La utilizacion de los tres medios de cultivo destinados a
valorar las concentraciones de bacterias heterétrofas wviables
totales. coliformes y vibrios,(ZoBELL. EMB y TCB5) demostrd
ser una herramienta eficaz y facilmente aplicable en granias

de acuicultura.

La pregencia de bacterias halofilicas del géneroc Vidrio en
los cultivos de Camardn, Artemia y Abuldn, asf como en los

sistemas de abastecimiento de agua estudiados, fue constante.

El alimento suministrado a los organismos, fue una fuente
constante de introduccién de bacterias potenciaimente patége—

nas.

Artemia sp. demostré ser un vector importante de V., parahac-

molyticus,

Se identificarcn cepas de V.parahaemolyticus, V.vulnificus y
V.harvey:r. mediante la aplicacién de el conjunto de prucbas
taxondémicas establecido. y del coeficiente de Jaccard. Lo~

grandose de esta manera los objetivos planteados.
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Tumando en cuenta el acelerado desarrollo de la camaronicul-
tura en México. eH necesario e indispensable considerar las
experiencias de otros paiges, en relacion a la problematica

comin a ellos.

La ‘temperatura y otros factores climdticos dominantes en
huestra pais, 1hcrementan la probabilidad de que existan espe-
cies no descritas a la fecha. por lo que deben ser contempla-
dos mas trabajos taxondmicos gcobre cute geénero.

Con !o anterior. MeXico crearta su propia tecnologia de acuer
do a las necesidades y posibilidadea, vinculande hasta donde
sea posible el sector productivo, educative y de investiga-
cidn. Digsponiendo de servicios de agesoria para identifi-
cacidn y diagnéstico en sitios estrategicamente localizados en

el pais.
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CUADRQ 2.a. SINTESIS DE MUESTREOS BACTERIOLOGICOS  RERLIZADOS A LOS
SISTEMAS DE ABASTECIMIENTO DE AGUA DE MAR. CICESE -~ D10,

FECHA SI1TIO ZoBELL TCBS EMB CUMENTARIOS
NOV, <, 1.0x10° 1.7x10° El muestrco realizado antwss de
2 310! e Tl 1norcduciy 23 oaus 3 eene ey
C, J.lxlo: 20 1.9x10" toma. no detacte cregimiento
C, 7.6x10 N.D. 8o en TCRS n1 en EMB. (VER L,).
DIC. C, 4A§x10: z.1x10? 5.0x10: Los resultados de ecte muestruap
c, 1.6x10 5.2%¢1G6° 2,0x£0. contfirmaroen la gran cantidadld de
C, 3.1x10 10 2.0x10 bacterias velitarmes presentes
C, 3.7x10° H.D. N.D. on ente sistel Por to que sce
dectrdi¢ realicar limpieza.
FEB. c, 1.1X107 2.7X107 1.5%10)  Este muectrea se lleve a cabo
Cy 7.6X10 0 1.3x10° 2.1X10, despues de haberse efectuado la
» 4.2x10 1.1x10 1.4xto limprez=s de la tuberia del sis-
<, 85 El N.D. tema. de ti1ltros y eliminado
el exteso de nutrientes y
particulas en suspensién,
FEB. c, 1.3%10° 65 20
<, 1,2)(10: 50 10 Estog resultados comprueban la
C, 1.6X10' 95 60 diaminucién de coliformes y vi
<, 6,0X10 N.D. 5 briog en el sistema, deopuis

de las medidas tomadas.

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES OCEANULOGGICAS

Hov. I, 5.8x30° 2z.0x10° 25 Eil agua cs proven:ente de Punta

1, a.px10° N.D N.D Morro: presenta gran cantidad

1, 1.1x10 N.D. N.D. de particulas en suspensidn,

1, 4.1%X10 N.D. n.c. Del satic 1, ae abastecio eso
mismo dia, al sistema cerrado
de] CICESE.

NOV . 1, 4.9x10° N.D as

I, 4.5%10 % N.D. N.D. Deb1do a la egtap:ilidad de ea-

1, 2.8x10" N.D. 3 te sistema no se continuaren

I 7.5%10° N.D. 10 lcg muestrecs en estos citios.

* Los valores estan dados en Unidades Formadoras de Colonias (UFC/ml) .



CUADRC 2.bh  SINTESIS

ABIERTO DE CULTIVO UL CAMARON (P, ¢

FECHA

NQv.

NOV.

DIC.

DIC.
ENE.

ENE.

FEB.

MARZ.

SITIV

P,
Py
Py

ZoRELL

1.9x1d

1.8x10
2.5x1d

z2.ox1¢"
3.5%14
2.8x18

1,5x14
1.5%1d
1.8X:8

4.6%19
7.9%14
6.5x14

2.9x14d
a.9x1d
1.5%18

7
1xad
SDJ(

TCHS

3.5X107
5.4X10
7.8X10

1.axio’
4.0%16°
zooxio?

5,7%10°
1.3¥107
1.4X10

2.4x18
1.4x18
90

=1
t.ex1d
2.8

3.2x10]
2.6X10
2.7x10

5.0%10°)
5.5X10
3.7x10"
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DE  LOS MUESTREOS DACTERIOLOGICUS EN EL  SISTEMA
stylirogstrig.ipregenitores (110},

COMENTARLIOS

Muestres realizado despues de
haber etectuado limpileza de
egtanques y antes de proporcionar
el alimenta tralamar congelade)

a los orgamiemos. La  temperatura
promadic fue de 28 *C.

rec realizado depués dela

za de los estanques y
SNtacidh 4 o8 organismos.
eratura promedio 28 °C.

treo ne realizd antes de
Y de alimentar a log
se muestreo el ali-
iteza de camarén y cala-
ado) los resultados
obtenids= fuercn los siguientes:
HUT=10" . Coliformes=1d; Vibrios
- 10"

Mueotreo antes de la limpieza y
de alimentar a los organismos.

En estos dos muestrecs unicamente
fe senmbro sobre medio TCBS, debi-
do a escasexn de material, y se -
conaderad ie  dmportante para
los fines perseguidos tener el
registro de la poblacidn bacte-
riana gue crece eh dicho medio
(Vibrio sp.}

En este caso tambien sc toms
muestra del alimento y los va-
lores cbtenidoz fueron:
Vibrios=2.7x1d ; HVT=2.0x1d:
CTnliform §.4x10° (cabeza de
camarén y calamar congelado).

* Los valores estan dado en Unidades Formadcras de Colonias UFC/ml.
HVT = Bacterias Heterdtrofas Viables Totales.
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CUADRO 2.c SINTESIS DE LOS MULSTREOCS EN EL SISTEMA (SEMICERRADO) DE
CULTIVO DE LARVAS DE CAMARON. TEMFERATUKA 25 °"C (110).

FECHA SITIO ZoBELL TCHS COMENTARICS
4-03--09 E 1.1ad 1.5%10° Entog muectreus se realizaron en el
Ey 2.6x10 8t . estanque de lescve aprox. 7 horas
E 1. 3x1d 1.6x10 despute 1 habercns efectundo el -
degove. Circuito ablierto.
E= Embricn
5-03--09 N 3.3x1d 1,2x10: Muestreo realizado 24 horas despueégs
N, 2.7x1d 6.2)&1\:! del antericr, vy aprcx. 0 horag des-
N 2.axid 1.2xlo pues del cambio de ajua maa EDTA.

La may-ria de los orjanismos se en-
cuentran cntre Nauplio 2 y 3.

6-03-89 )24 2.5x1d 9.ox10" Los organismos se encucntrat entre
N 1.9):1% 2‘37:10: Nauplic 4 y Nauplio 5.
K, 9.0x1 3.3x10
7-03-0% A 1.o0x1c LO::}L‘: Se troasladaren los organismsa a un
A.M. Z 1.0x1¢ 1.axlo tanque de mayor capacidad. realizan-
. dose a la vez el cambio de agua.
P.M. 4 2.6x1d 1‘O.~<10' Los ¢rganismos s entontraban en
Z 1, 3x1¢ 1.0x10 Zoea 1l; se alimentaron con -
Isochrysis tahitiana. abastecida
por el laboratorio de micrsalgas
del masmo institucto.
0-03-89 2 2.6x1d  3.5x10° Al 1qual qun en el muestreos anterior
AM. o ¢ s«18  7.ooxig! e 1lcumren a mahea dnn menatvens a)
d1a.
P.M. A 5. 6x1d 2.1x10' Log oraqarniigsmos de 4 murieron, no sa
determino la causa.
9-03-89 4 4.6x1d 3.4%10° Lo mayoria de los organismos 8¢ en-—
cuentran en Zoea .
10-03-89 2, 6.0x1d . axio’ Los organismns ge cncuentran entre
AM. Zoca 2 ¥y 3,
P.M. 5 c.1x1d 40w’ Los wryganiomas ©eo encuentran entre

rgant
Zoea 2 y 3.
15-03-89 MY 3.6x10* 4. 1x1d Ultimo muestreo realizado. loz orga-
. nismos se encuentran en Mysis.
MY 1.6x10 1.6x10

Leg vateres estan dados en Unidades Formadoras de Colenias UFC/ml.
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ANEXO 1. CONJUNTO DE PRUEBAS TAXONOMICAS APLICADAS.
MORFOLOGICAS
— DBastones Gram Negatives

- Morfologfa Colonial (forma y ceolor en TCBS y Agar Marino)

FISIOLOGICAS

~ Crecimiento a diferentes temperaturas 10, 25 y 42 *'C
~ Crecimiento a diferentes salinidades 0. 6. By 0%
BIOQUIMICAS

- Ornitina decarboxilasa ~ Lipasa

~ Arginina dihidrolasa - Quitinasa

—= Lisina decarboxilasa ~ Amilasa

- Degradacion de tiroxina - Alginasa

!

- Citocromo oxidasa Bicluminiscencia

NUTRICICNALES

— AMINOACIDOS Alanina. Asparagina. Aspartato. Glicina,
Glutamato. Leucina, Crnitina, Prolina vy
Serina.

- RAZUCARES Arabinosa, Sacarosa y Xilosa

= RAZUCAR-ACIDO Glucuronato, Galacturonato

— AZUCAR-ALCOHOL Manitol

~ ALCOHCLES Ethanol y Propanol

= ACIDOS DICARBOXILICOS Fumarato ¥y Succinato

- HIDROXIACIDOS Glicerato, Glutarato y Lactato

- ACIDOS GRAR505 Acetato, Propionato. Isoaminobutirato e
Iscaminovalerato

- AMINAS Putresina

TOLERANCIA

- Cretimiento en el medio TCBS

- OSensibilidad al agente vibrioestatico 0/129 (10,50,150

mg/ml) .
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ANEXO 2.
I. DESCRIPCION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO Y TECNICAS

APLICADAS EN SU ELABORACION.

~ AGUA DE MAR ARTIFICIAL tipc Lyman y Fleming (1940) o Medio
mineral concentrado. enriquecido con fosfatog y nitratos.

Se prepara disocolviendo y por separado, una a una las sales en
8] orden establecido. En ia preparacion de (os nedlos se  usa

djlufda 1:5 en agua destilada.

- MEDIO TIPO ZOBELL 2216 E (Oppenheimer-ZoBell., 1852).
Bacto peptona S5g
Extracto de levadura 1 g

Cloruro Férrico (Sol. 1%) 1 ml

Agar bacterioloégico 13 g
Agua de mar envelecida 750 ml
Agua destilada 250 ml
pH 7.5

Esterilizar en autcoclave a 121 °*C y 15 lb/pulg. durante 20

minutos.

— MEDIO BASE para pruebas nutricionales:

FeCl 1 ml
Buffer Tris-HC} 10 ml
Agua de mar artaificial 200 ml
Agua destilada 800 ml
pH 7.5~7.6
Agar bacteriologico 15 g

Método: El medio base se esteriliza a 121 °C durante 20 min.
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I.1 PRUEBAS FISIOLOGICAS:

= SALINIDAD:
Objetivo: Conocer los requer:mientoé y la tolerancia de las

cepas gilvestres estudiadas con respecto a la salinidad.

Método: Se utiliza medio ZoBell como base, con las siguientes
concentraciones de NaCl:

0 o/s00 Medi1o ZoBell hecho con agua destilada

23 o/va " " " " " “ + 23 gr/1 NaCl
60 o/c0 " - " " " " + 60 gr/t ¢
80 o/o0 " " " " " . + 80 gr/y *
100 o/02 " " " " " - +100 gr/1 "

Se esteriliza a 121 *C durante 20 min. Se vacfan en cajas de
Petri, se inogculan las cepas mediante el inoculador sgemiauto-

mdt.ico ¥y se incuban a temperatura ambiente (20-25 °C).

Lectura: E! requerimiento de salinidad para el crecimiento
bacteriano y la tolerancia a este factor se refleja en los

resultades que se presenten a las concentracicnes probadas.

- TEMPERATURA:
Objetivo : Conocer la tolerancia y el rango de temperatura en

el cual las cepas estudiadas presentan o no crecimiento.

Método: Se utiliza medio tipoc ZoBell 2216 E (normal}., s=se
vierte en cajas de Petri, se inoculan y se incuban a 10, 25 y

42 °C.
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1.2 PRUEBAS BIOCQUIMICAS:

= ORNITINA ¥ LISINA DESCARBOXILALA Y ARGIMINA DIHINROLASA:

QObjetivo: La descarbeoxilacion e hidrélisisc de egtog aminoaci~
deoa representan una prueba importante para la adentificacion
de lag diferentes especles del genero Vibrio. Esta técnica

nos muestra la presencia o auscncia de enzimas especificas.

Método: Se sugspenden 10.5 gr. del medio bage Moller (DIFCO)
en un litro de agua destilada y/o desionizada, calentar hasta
disolver completamente., Atadir 10 gr, (1 %} del aminocdcido
correspondiente y agitar hacta obtener una solucion uniforme.
Vertir de 3 a5 ml. del medio en tubocs o frascos con tapa.
egterilizar por autoclave a 121 °C por 10 min.

En casc de observar cambio de color en los medios, es necesa-
rio rectificar el pH affadiendo NaOH y esterilizar nuevamente
por filtracidn.

Se incculan y se cubre ceon aceite mineral estdéril.

Lectura: Se reatliza entre las 25 y 96 horas de incubacion a
25 °C. Resultados positivos se observan por un cambio de colo-
racién que va de violeta a purpura obscuro. en los casos
negativos el medio se torna amarille. Algunas reacciones

débilec positivas presentan coloracidn dris-azulado.

~ BIOLUMINISCENCIA:

Objetivo: Determinar 5i  algunas de las cepas estudiadas pradu-
cen bioluminiscencia como resultado de procesos bioquimicos
especificos . 3e concidera caracteristica importante de v hapy-

veyi, V.logei y V. fisherie.
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Metodo: Se utilizé medio tipo ZoBell elaboradv con agua de

mar.

Lectura: Se realiza despuds de 12, 18 y 24 horas de haber
inoculado e incubado las placas a -20-25 "C. Es conveniente
examinar las placas en un cuarto completamente obscuro y

después de que la vision haya sido adaptada a la obscuridad.

— OXIDASA (Kovacs. 1956):

Objetivo: Determinar si las cepas analizadas poseen ia enzima

citocromo-oxidasa.

Método: Se utiliza el reactivo de Kovacsg { selucion de

NN dimetil-p~fenilendiamino, hidrocloruro al 1 %). También
puede usarse e! p-aminodimethylaniline. oxalato (DIFCO).

El reactivo se prepara en el momento de hacer la prueba, =se
impregna un papel filtro con la solucién al 1 %. Con un apli-
cador de madera esteril, se toma una colonia aislada de un
cultivo con un maximo de 48 horas de crecimiento y frotar

sobre el papel.

Lectura: Una coleracion violeta—purpura deberd aparecer dentro
del primer minuto 81 la prueba es pogitiva, en caso contrario

no habra coloracidn.

- LIPASA (Sierra. 1957):
Objetivo: Determinar si las cepas estudiadas poseen la enzima

extracelular que degrada lipidos.
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Método: Esta prueba se realizé en medio tipo ZoBell preparado
con agua de mar artificial vy 1 % v]Q dé:Twoen 80, éjustar el
pH a 7.5 +/- .1 y eaterilizar en autoclave a 121 °“C durante

20 min.

Lectura: Se realiza entre las 48 y 96 horas de haber inoculado
e incubado las placas a 25 *C. Debe revisarse diariamente vy
considerarse positivas las colonias aque presenten la tormacidn
de un halo, producto del precipitado de cristales biancoes de
oleato de calcio. En case contrario ve considera un resultado
negativo. L3 conveniente sembrar unicamentc un numero> maxkimo

de 8 cepas por caja de Petri

- QUITINASA (Lingappa y Lockwcod. 1962 modificado):
Objetivo: Determinar si las cepas estudiadas producen una

enzima extracelular que ocasione la hidrdlisis de la quitina.

Médtodo: Quitina-—agar fue preparado de la siguiente manera:

- La quitina en polvo cruda (SIGMA Co.) fue Ilimpiada a través

de bafics alternados de NaCH 1M y HC1 1M cada 4 horas durante

36 horas.

- Lavar con ethanol (95 %} 4 veces y dejar secar a temperatura

ambiente.

- Disolver 1la quitina en H SO, (50 %} a upa concentracioén
final de 3.5 % w/v a temperatura ambiente con agitacion
constante.

— Filtrar la solucién a través de filtros de fibra de vidrio

para eliminar impurezas.
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- Precipitar la quitina en solucién. con agua desiconizada.

afladiendo NaOH 10 M hasta elevar e) pH a 7.0 (para cada 20
gr. dv quitina obtenida en el pana No. 2. wutjlizar 10 I, de
agua desionizada a 4 *C ). '
- Dejar reposar la guspensién por 24 horas y deshechar al
maximo el sobrenadante.
— Resuspender y lavar exhaustivamente con agua desionizada.
- Concentrar por centrifugacisén hasta obtencr una congistencia
de crema pastelera.
- Suspendcr la pagta coloidal de quitina en agua degionizada
a una concentracion final de 10 % w/v.
— Egterilicar por autoclave a 121 °C durante 15 min,
~ La suspensién deberd ser blanca cremosa y puede ser almace-
nada indefinidamente a 4 *C. Para su uso. se aflade la suspen-—
sién al medio ZoRell a una concentracién de 10 % para obtener

una concentracidn final 1 % w/v.

Lectura: Se realiza después de las primeras 96 horaz de haber
innculado ¢ incubadeo las placas a 25 “C con un maximo de 14
dias. Eg necesaric revisar diariamente y registrar los resul-
tados pogitivos que se observan como zonas claras alrededor
del indculo. Fs cenveniente sembrar unicamente un numero

mdximo de B cepas por cada caja de Petri.

DEGRADACION DE TIROXINA (West et al, 1983.

Cbjetivo: Determinar si las cepas estudiadas poseen enzimas

que degraden la tiroxina.
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Metodo: Se utilizo el mismo medio base que para las pruebans

nutricionales, adicionando 2 % de L-tiroxina.

Lectura: La degradacién de tiroxina es detectada por la desa-
paricion de crigtales alrededor del i1noculo bacteriano, des-
pués de un pericdo de incubacion de 7 a 28 dias a 25 °*C. lLas
placas deben ser mantenidas en un ambiente adecuado para

evitar la desecacion.

PRODUCCION DE ALGINASA (Colwell, 1984).
Objetivo : Determinar si las cepas estudiadas producen enzimas

degradadorasg de] alginato de sodio,

Método: Se utilizo medio tipo ZoBell mas 2 % de alginato de
godio. Disolver con wvapor y agitac:ion constante para evitar
carbonizacién del medio, Eaterilizar por autoclave (20 min. a
121°C}), Vertir en las placag mientras este caliente (60-70 °C)
ya que la viscosidad del medio se incrementa conforme la
temporaturs disminuye. Dejar secar bien las placas antes de

inocular.

Lectura: La actividad atgjnolitica es detectada durante la
incubacidén mdxima de 14 dias y un resultado positivo es obger-
vado por la formacién de una depresion u oquedad sobre la
superficie del agar alrededor del indcule (similar a la que
producen las bacterias agaroliticas). Es necesario observar

diariamente a partir del cuarto dia.



73
PRODUCCION DE AMILASA

Objetivo: Determinar si las cepas estudiadas producen la

enzima amilasa que permite el desdoblamiente del almidén,

Método: Se prepara el siguiente medio:
Agar nutritive 23.0 gr.
Almidén soluble 1.5 gr.
Agua de mar artificial 200.0 ml.
Agua degtij}ada 800.0 ml,
pH ?7.5-7.6
Se girve en cajas de Petri, gse siembran las cepas Yy se incuban

a 25 °C durante 48 horas.

Lectura: Para realizarla se cubre la placa con 1lugol; la
prueba es positiva cuando se forma un halo transparente alre-
dedor de la colonia y es negativa cuando el medio se tifie de
azul.

Es conveniente que al igual gue las otras pruebas se hagan por
duplicado o triplicado y en este caso se realiza una segunda

lectura. dentro de las siguientes 48 horas.

1.3 PRUEBAS NUTRICIONALES:
Objetivo: Conocer la capacidad de utilizar compuestos simples
como ttnica fuente de carbono y/o nitrégeno para el crecimiento

¥ obtencidn de energia.

Método: Los substratos se disuelven en el medio base y se

esterilizan a 115 °C por 10 min.



Siempre gue este en duda

debido al calentamie¢entn. es necesario

ci16n a través de una nembrana de poro

medio jusito antes de ser vertide en

concentracion final de los substratos

D,1 6 0.2 % w/v,

la estabilidad de
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un compuesto

ostabilizar por filtra-

de .2 uy se afiaden al

lag cajas de Petri. La

en el medio debe ser de

Los substratos utilizados para estas pruebas fueron:

AMIRGRCIDOS CONCENTRACION
g/l o ml/l

L-Alanina 1
L-Asparagina 1
L-Aspartato 1
L-Glicina 1
L-Glutamato 1
L-lLeucina 1
L-Ornitina 1
L-Prolina 1
L-Serina 1
AZUCARES CONCENTRACION
L-Arabinosa 2
Sacaresa é
Xilosa 2

AZUCAR-ACIDOS

Glucuronato 2

Galacturcnate 2

MET. ESTERILIZACION

Filtraci16n

Autoclave

"

Filtracion
Autoclave
Filtracién

Autcclave

MET. ESTERILIZACION

Filtracion



AZUCAR-ALCOHOL
Manitol
ALCOHOLES
Ethanol

Propanol

AC. DICARBOXILICOS
Fumaratn

Succinato

HIDROXIACIDOS
Glaicerato
a —-ceto Glutarato

D-L Lactato

AC. GRASOS
Acetato
Propionato

a -—-Aminobutirato

D-Aminovalerato

AMINAS

Putresina

* {45 min. a 110 *C.

}

Filtracion
Directo

Autoclave *

Filtracidn

Aultoclave *

" *

Filtracion
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Lectura: l.an cepas capaces de utilizar el sustrato probado
presentan crecimiento & partir del 1indéculo; se considera un
resultado negativo cuando no hay crecimienteo. E8 necesario
realizar un minimo de tres lecturas antes de registrar los

resultados. Se incuban a 20-23 °*C durante un minimo de 72 hrs.

1.4 TOLERANCIA AL MEDIO TCBS:
Objetivo: La ajta selectividad Jde este medico nos permite
aislar con un alto porcentaje de probabilidad, bacterias del

género Vibrio.

Método: Suspender 89.0 gr. en un Jlitro de agua destilada o
desionizada.

- Calentar hasta el punto de ebullicion para disolver comple~
tamente. No debe esterilizarse en autoclave.

- Servir en cajas de Petri estériles.

~Sembrar las cepas e incubar a 20-~25 *C durante 24-48 horas.

Lectura : Unicamente deben ser consideradas como bacterias
del género mencionado. tres diferentes formas colonjales:
amariilas (indican fermentaciéon de sacarosa), verdes (no
fermentacién de sacarosa) y verde-azul (geheralmente V.

parahaemolyticus).

SENSIBILIDAD AL 0/129 (West, 1980 Modificado)
(2.4-Diaminc-6,7~Diisopropyl-pteridine SIGMA Co.}
Objetivo: Deteyrminar 1la concentracién minima inhibitoria para

lag cepas estudiadas de Vibrio sp.



Método: Se utiiizé medio ZoHell. ncarporanto o 02129 en
concentracivnes lioaleo Jde 1o, ooy 1560 wg/lm .

-Primeramente se preparo y ester11120 la cantidad requerida
del medio ZcoBell.

- Se afiadic la cantidad necesario de 04129 para obtener una
concentracidn final de 150 wug/ml. 5Se wvirtié unicamente e]
numero de cajas requeridas para esa concentracion. El regto se
diluyd con el mismo medio para obtener una concentracién de
50 ug/ml. Se repiti¢ el paso anterier y =se reali1zé una segunda
dilusién para obtener una concentracién final de 10 ug/ml.

Para utilizar esta técnica es necesario cmplear el derivado

fosfatado del 0/129 el cual e3 scluble en agua.

Lectura: Se realiza entre las 24 y 48 horas después de haber
inoculado e incubado las placas a 25 *C. Se utiliza wuna placa
de crecimiento como testigo para distinguir diterentes grados

de inhibicién.
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