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RESUMEN

Se analizé la sensibilidad a 15 antibidticos mediante la aplicacién de antibiogramas a
100 cepas bacterianas pertenecientes al género Vibrio, aisladas de camarones
peneidos cultivados. El 83% de las cepas analizadas presenté resistencia a unc 0 mas
de los antibidticos probados. La mayor parte de las cepas fue resistente a la
carbencilina (CB) y ampicilina (AM), 69% y 87% respectivamente, mientras que los
antibiéticos mas efectivos fueron el enrofloxacin, florfenicol y cloranfenicol.

Para el 30% de las cepas estudiadas, se determind la presencia 0 ausencia de
piasmidos. De éstas cepas, 25 resultaron contener uno o mas plasmidos, 21 cepas
presentaron un plasmido de aproximadamente 21 kilo bases (kb); en 13 (52%) de estas,
es el Unico plasmido presente, siendo asi el perfil dominante. En total, es posible
distinguir 12 perfiles distintos, con plasmidos que van de 0.8 a 84 kb.

Se aplicé un tratamiento de limpieza de plasmidos o “curing” a base de bromuro de
etidio a todas las cepas que presentaron plasmidos y que a su vez presentaban
resistencia a uno 0 mas antibidticos. Se trataron un total de 21 cepas, de las cuales 7
perdieron sus plasmidos: HL2, HL33, HL51, HL60, HL&61, HL108 y HP43. Entre estas
cepas, fue posible comprobar que el plasmido contenido en HL60 codifica para
resistencia a cefalotina, al observar que dicha cepa pasé de ser resistente a ser
sensible al antibiético una vez que habia perdido su plasmido. Lo cual se reforzd al
lograr transformar a la cepa HL60sp (sin plasmido), con el plasmido que contenia la
misma cepa originalmente y de la misma manera se consigui¢ transformar células
competentes de E. coli DH5¢ con el mismo plasmido.

En ambos casos se observd la expresion del plasmido al darse el crecimiento de las
bacterias en LB agar preparado con el antibiético y la presencia de este en las células
se corrobord por medio de electroforesis.



INTRODUCCION

La principal causa de pérdidas economicas en [a acuacultura son las enfermedades, y
las de origen bacteriano son de las mas significativas. La vibriosis es una de las
enfermedades mas comunes en los peces estuarinos, moluscos y crustaceos (Park et
al. 1991), esta se ha convertido en los Uitimos afios en la enfermedad bacteriana mas
importante en maricultura, afectando a un gran ndmero de especies (Woo et al. 1995;
Wu y Pan 1997).

Las especies de Vibrio, tanto patégenas como no patdgenas, forman parte de la
microflora natural del camardn {Park et al. 1991, Gémez-Gil et al. 1998a) y toman el
caracter de patogenos oportunistas cuando las condiciones del cultivo favorecen su
crecimiento a expensas del camarén (Lightner ef al. 1992).

Varias especies de Vibrio también son causantes de enfermedades en el ser humano,
por lo que no sdlo representan el potencial de altas pérdidas econdmicas, sino que
también son un riesgo para la salud humana (Austin y Austin 1985; Brown 1989). Las
especies de Vibrio de mas alto riesgo para los humanos incluyen V. cholerae, V.
alginolyticus, V. parahaemolyticus, V. vulnificus y Photobacterium damselae, algunas de
las cuales son también patdégenos de animales acuaticos (Park et al. 1994).

El cuitivo del camaron es una industria de importancia a nivel mundial; en la actualidad
su produccion en el mundo es superior a las 700,000 toneladas (Unzueta 2000). Gran
parte de este cultivo se realiza en areas en las que existe poco control sobre el uso de
tos antibidticos, 1o cual es evidenciado en los paises importadores en donde se han
detectado residuos de antibidticos que pueden ser téxicos, incluyendo oxitetraciclina y
cloranfenicol, en los productos (Alderman y Hastings 1998).

La necesidad del uso de agentes antimicrobianos en la acuacultura es obvia, pero se
debe hacer un esfuerzo para reducir y eliminar los compuestos nocivos. Los agentes
antimicrobianos no son un sustituto para el buen manejo, y no corregiran los efectos
negativos sobre el hacinamiento excesivo y otros manejos inadecuados de cultivo
(Plumb 1995).

Los agentes antimicrobianos pueden afectar a los organismos susceptibles de distintas
maneras, como la inhibicion de la sintesis de la pared celular, alterando las funciones
de la membrana celular, inhibiendo la sintesis de proteinas, la sintesis y replicacion del
ADN, de la ARN polimerasa ADN dependiente o el metabolismo del acido félico (Merck
1986). Asi mismo, las bacterias pueden protegerse del efecto destructivo de los
antibidticos utilizando distintos mecanismos, que incluyen el bloqueo de la entrada de la
droga a la célula, la desactivacién de la droga, alterando la afinidad del sitio de accion
para la droga, o reduciendo la dependencia de la célula del sitio blogqueado por la droga
(Davies y Smith 1978), o mediante mecanismos de expulsion del antibidtico u otras
drogas hacia el exterior.



La amplia dispersion de la resistencia a los antibidticos ha lievado a la busqueda en
todo el mundo de nuevos y mas efectivos antibidticos, debido a que los existentes
comienzan a ser obsoletos (Silver y Bostian 1993). Otra forma de acercarse al problema
puede ser buscar el origen de las mutaciones responsables de la expresion de la
resistencia, con el objeto de identificar los factores y los mecanismos moleculares
asociados a éstas. Sélo de esta manera seré posible disefiar estrategias para minimizar
dicha resistencia (Bastarrachea 13898).

Por estas razones, las pruebas de susceptibilidad de las bacterias a los agentes
antimicrobianos son fundamentales en el estudio de fa resistencia. Dichas pruebas
sirven a dos propositos: proveer informacion para la prescripcién de tratamientos, y
para monitorear los cambios en la susceptibilidad de las poblaciones microbianas
(Greenwood 2000).

La resistencia antibidtica puede ser natural como una propiedad intrinseca del
organismo de manera permanente ¢ condicional; o bien adquirida por un agente
extrafio como los plasmidos (Merck 1986).

Se denomina como plasmido a cuaiquier determinante hereditario extracromosomal
(Lederberg 1952; citado en Summers 1996). Los plasmidos son elementos autdonomos
capaces de codificar una gran variedad de propiedades en las bacterias que ocupan;
entre estas propiedades se encuentra la resistencia a uno o mas antibiéticos (Summers
1996). A fin de identificar si la resistencia a un antibiético es codificada por un plasmido
0 si esta se encuentra en el genoma de la bacteria, se pueden utilizar pruebas para
demostrar la transferencia de dicha resistencia de una bacteria a otra, ¢ bien para
proveer evidencia que soporte el papel del plasmido si se han realizado experimentos
de “curing” (Stanisich 1988).



JUSTIFICACION

En virtud de la importancia econémica que ha cobrado el cultivo del camarén en
México, asi como el amplic uso de antibiticos y la aparicidon de cepas bacterianas
resistentes a la accidn aniibidtica, en el presente trabajo se propone determinar la
presencia de plasmidos, asi como su funcién, en algunas de ellas, en relacion con ia
resistencia a diversos antibidticos en cepas de bacterias aisladas en su mayoria de
camarones peneidos enfermos, procedentes de granjas de cultivo de los estados de
Sonora, Sinaloa y Nayarit. Esto con el interés de dar una idea sobre la situacion actual
de la presencia de cepas resistentes a antibidticos debido a la presencia de plasmidos
gue confieran este tipc de resisiencia.

OBJETIVOS

Determinar si los plasmidos presentes en las cepas codifican para resistencia a los
antibioticos.

- Determinar mediante antibiogramas la sensibilidad a distintos antibidticos de 100
cepas bacterianas pertenecientes al género Vibrio.

- Analizar la presencia/ausencia de plasmidos en 30 de las cepas.
- Determinar el peso molecular de los plasmidos.

- Tratar de eliminar los plasmidos en células vivas, asi como su transferencia a
cepas que no los contengan.

- Evaluar los posibles cambios en la respuesta antibidtica de las cepas una vez que
han sido transformadas mediante la introduccion de un plasmido.



ANTECEDENTES

CULTIVO DE CAMARON

La demanda de productos marinos, como el camardn, continia aumentando cada afo,
y una parte cada vez mayor de esia demanda es aportada por la industria de la
acuacultura. La produccion mundial de peces cultivados en 1985 fue de 10.6 millones
de toneladas y para 1987 aumento a 13.2 millones de toneladas (FAQO 1989). Se estima
que para el ano 2000, llegd a los 32 millones de toneladas, aportando
aproximadamente el 25% de la produccion pesquera mundial (Park et al. 1994).

El cultivo del camaron se ha desarrollado en los (ltimos veinte afios como industria
masiva, principalmente en los pafses que bordean los océanos Pacifico e indico. Esta
industria se ha encontrado con diversos problemas; el mayor de ellos son las
enfermedades (Alderman y Hastings 1998).

En general, la industria de la camaronicultura ha sido afectada durante los ultimos afios
en todo el mundo por enfermedades de diferentes origenes y en todas las fases de
cultivo. Se han detectado enfermedades causadas por bacterias, virus y hongos; as{
como enfermedades relacionadas con factores nutricionales, o bien como resultado de
un mal manejo en las instalaciones (Figueras 2000).

Las bacterias juegan un importante papel en el desarrollo de enfermedades en el
camarén, ya que una amplia variedad de ellas forma parte de la flora microbiana
normai, tanto del camardn cultivado, como del camardn silvestre; sin embargo, cuando
se presenta un desequilibrio en las condiciones del cultivo o el camarén se encuentra
bajo factores de estirés, las bacterias, por su caracter oportunista, pueden causar serias
enfermedades a los camarones, teniendo fuerte impacto sobre la productividad de las
granjas y por ende en su economia (Unzueta 2000).

Se ha implicade a distintas especies de bacterias como agentes causantes de
infecciones y enfermedades en el camardn peneido; las reportadas cuyo agente causal
es Vibrio spp., son las mas numerosas (Lightner 1988).

l.a importancia de muchas enfermedades de los peneidos depende de alguna manera
del tipo de sistema de cultivo empleado. Existen basicamente tres tipos de sistemas de
cultivo utilizados actualmente (Lightner ef al. 1992):

1. Intensivo, son sistemas de cultivo en los que el camardn es criado en altas
densidades, en tanques y estanques con un manejo intensivo.

2. Semi-intensivo; en este tipo de sistema se manejan densidades moderadas
de organismos en estanques 0 tanques.

3. Extensivo, en estos sistemas el camardn es cultivado en bajas densidades en
estanques o cuerpos de agua naturales; el manejo es minimo o inexistente.
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Es en la mayoria de los sistemas de cultivo semi-intensivo e intensivo en los que es
posible el reconocimiento, prevencién y tratamiento de enfermedades. En los sistemas
extensivos, el tratamiento de enfermedades no resuita practico, aiin cuando exista un
diagnostico. Mas aun, la naturaleza de los sistemas de cultivo semi-intensivos e
intensivos favorece el desarrollo y transmisién de enfermedades (Bell y Lightner 1987).

El impacto negativo de las enfermedades bacterianas en el camarén comenzé a ser
reconocido con la llegada de la acuaculiura intensiva. Aun cuando mucha gente
considera a fos virus como los agentes infecciosos mas importantes en el camarén por
los limitados medios de control con que se cuenta, las enfermedades bacterianas son
igualmente importantes desde el punto de vista econdémico, porque son responsables
de altas mortalidades, tantc en las poblaciones silvestres como en las cuitivadas
(Lavilla-Pitogo 1995).

Los especimenes obtenidos de granjas de cultivo, mantienen densas poblaciones de
bacterias. Estas poblaciones son tipicamente de 10°-10” bacterias/g (Austin 1995). La
mayoria de los reportes de infecciones bacterianas parecen representar infecciones por
bacterias oporiunistas mas que por un patégeno especializado, y la frecuencia de las
infecciones suele atribuirse a cultivos intensivos y condiciones ambientales adversas
(Bell y Lightner 1992).

En los dltimos cinco afos, las enfermedades bacterianas se han vueito factores
limitantes para el cultivo de los peneidos, y sus efectos han sido directamente
proporcionales al crecimiento de la industria en términos de severidad e impacto.
Aunqgue son ocho géneros los que se han ascciado con este problema, solo dos grupos
ocurren mas comunmente: bacterias filamentosas y vibrios, siendo los Ultimos los mas
importantes. En los peneidos se han reportado varias especies de vibrios como
responsables de enfermedades: V. anguiflarum, V. alginolyticus, V. damsela, V. fluvialis,
V. nereis, V. splendidus, V. tubiashii, V. vulnificus, V. parahaemolyticus y V. harveyi
(Lavilla-Pitogo 1995).

La vibriosis es una enfermedad que ataca a todas las especies de camarones peneidos,
afectando desde larvas hasta adultos, causando mortalidades que van desde
insignificantes, hasta cercanas al 100% de la poblacion afectada. Los sintomas incluyen
periodos de nado erratico alternados con periodos de letargia. Las infecciones en la
cuticula, apéndices o branquias, son lesiones de color negro o café (debido a la
melanina producida por el huésped, involucrados en el proceso inflamatorio}, las cuales
corroen la cuticula; este sindrome es conocido como el de “mancha negra” o
enfermedad del caparazén.

La vibriosis septicémica o las infecciones localizadas internas, con frecuencia incluyen
sintomas de estrés severo como opacamiento del musculo abdominal, anorexia y
expansion de los cromatdforos. La hemolinfa de los organismos afectados coagula
despacio (requiere un minutc o mas) y puede aparecer turbia.

En las larvas y postlarvas, los sintomas pueden incluir melanizacidn y necrosis de las
puntas de los apéndices (Lightner 1391).
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MECANISMOS DE ACCION DE LOS ANTIBACTERIANOS

Una clasificacion préactica de las drogas antimicrobianas se basa en si estas inhiben el
crecimiento microbiano, bacteriostaticas, o si matan a los microorganismos, bactericidas
(Shojaee y Lees 2000).

Las drogas antibacterianas ejercen su accion interfiriendo ya sea con la estructura o
distintos procesos metabdlicos de la bacteria. importantes mecanismos de accion de los
antibidticos incluyen la interferencia en los caminos metabdlicos, interferencias en la
membrana citoplasmatica, inhibicién de la sintesis de proteinas, inhibicién de la
biosintesis de acidos nucleicos y la interferencia en la biosintesis de la pared celular
(Mann y Crabbe 1996).

1. INTERFERENCIA EN LA MEMBRANA CITOPLASMICA.

Muchos compuestos ejercen su accion bactericida uniéndose a la membrana
plasmatica. Algunos causan desorganizacién y pérdida de la funcién de la membrana.
Otros, por insercidon en la membrana, forman un poro que altera su permeabilidad a los
iones. Ejemplos del primer grupo de compuestos incluyen algunos detergentes y ciertos
compuestos fendlicos como el hexaclorofeno. Estos compuestos forman la base de las
preparaciones antisépticas comerciales cuando se aplican a la superficie externa del
cuerpo. Algunos polipéptidos ciclicos, como la tirocidina A, la gramicidina S y las
polimixinas, también se unen a la membrana citoplasmica, mientras que otros como la
valinomicina, monensina A y nigericina se insertan en la membrana formando poros
(Mann y Crabbe 1996), sélo que los tres ultimos son téxicos también para loa animales.

2. INHIBIDORES DE LA SINTESIS DE LA PARED CELULAR.

La pared celular de las bacterias es esencial para su crecimiento y desarrollo normal.
La capa de peptidoglicanos representa alrededor del 5% de la pared celular en los
Gram-negativos y entre el 30 a 40% en los Gram-positivos, esta capa representa un
blanco importante para ios compuestos antibacterianos ya que es el principal
componente que le confiere la rigidez.



Los peptidoglicanos estdn compuestos de una cadena lineal de dos aminoazicares que
se alternan: N-acetiglucosamina y acido N-acetilmurdmico, los cuales se unen por
cadenas de péptidos (Mann y Crabbe 1996).

Los grupos més importantes de antibidticos que interfieren con la sintesis de la pared
celular son los glicopéptidos y ios - lactamatos (Greenwod 1895a).

» Glicopéptidos

Los glicopeptidos, como el teicoplanin y la vacomicina, son moléculas heterociclicas
que constan de un enlace heptapéptido al que se unen distintos azticares. Estos actlan
uniéndose a la acil-D-alanil-D-alanina de las unidades de los peptidoglicanos; de esta
manera impiden la adicion de nuevos blogues de construccidn a la pared celular en
crecimiento. La actividad de los glicopéptidos se restringe a las bacterias Gram-
positivas, ya que no logran penetrar la membrana externa de las Gram-negativas
(Greenwod 1995a).

¢ f-lactamatos

Existen més de 40 moléculas de B-lactamatos estructuraimente diferentes, disponibles
en 73 férmulas y la mayoria de ellas se prescribe actualmente para su uso en
hospitales (Amyes y Gemel et al. 1997). Este tipo de antibidticos es bien tolerado por
los humanos, y produce pocos efectos secundarios; interactuan especificamente contra
su blanco bacteriano, debido a estas propiedades son la familia de antimicrobianos mas
prescritos mundialmente (Medeiros 1897).

Los B-lactamatos comprenden seis clases de compuestos que ocurren en la naturaleza,
penicilinas, cefalosporinas, clavamatos, carbapenematos, nocardicinas, vy
monobactamatos. A excepcion de las norcadicinas, representantes de las otras cilases
han sido de utilidad clinica haciendo de los B-lactamatos el grupo antibacteriano mas
importante comercialmente (O'Sullivan 1930).

Las penicilinas y las cefalosporinas son familias muy cercanas de compuestos que
comparten la estructura del anillo de B-lactamato. Dicho anillo es la parte “fragil” de este
tipo de antibidticos, ya que muchas bacterias poseen enzimas capaces de romperlo
dejando a la molécula antibacterialmente inactiva, dentro de estas familias se
encuentran la ampicilina, cefalotina, carbencilina y cefotaxima.

En las penicilinas, el anillo estd unido a un anillo de tiazolidina, mientras que en las
cefalosporinas se encuentra unido a un anillo de dihidrotiazina (Mann y Crabbe 1996).

A partir de la aparicién de cepas resistentes a la penicilina se fueron desarrollando las
demas familias de f-lactamatos con modificaciones que ofrecian una solucion



momentanea al problema, hasta la aparicion de nuevas f-lactamasas capaces de
inactivarlos (O’'Sullivan 1980).

El mecanismo de accién de los B-lactamatos consiste en bloquear la biosintesis de
peptidoglicanos, impidiendo que la pared celular pueda ser constituida normalmente lo
que provoca alteraciones morfoidgicas en las células. Las consecuencias son,
dependiendo del antibidtico utilizado, crecimiento de la bacteria en forma de filamentos
largos, forma esférica, o la formacién de una pared osmoticamente débil (esferoplastos)
(Greenwod 1995a).

La interferencia que ejercen sobre la biosintesis de la pared celular, se da por la unién
de la droga a diversas enzimas involucradas en la sintesis de la pared celular (Pitout et
al. 1997).

En los bacilos Gram-negativos ia muerte se da por el efecto osmético; sin embargo, en
los Gram-positivos se produce la autdlisis de la célula al liberarse 4cido lipoteico de la
pared celular (Greenwod 1995a).

3. INHIBIDORES DE LA SINTESIS DE PROTEINAS.

La sintesis de las proteinas puede ser vista en tres etapas: iniciacion, elongacion y
liberacion. Primero el ADN es transcrito para proveer el ARN mensajero, el cual lleva la
informacion para la biosintesis de las proteinas en forma de codones (trinucleodtidos).
Cada uno de estos es especifico para un aminoacido en particular, y los codones se
ordenan subsecuentemente con anticodones llevados por ARN de transferencia, que
tiene un aminoacido especifico también unido a su extremo. Ellos entregan el
aminoacido correcto cuando tiene lugar la union codén-anticodén. Durante la iniciacion,
el ARNm se une al ribosoma y entonces, el iniciador ARNt se asocia con esta parte del
ribosoma. La elongacioén involucra la adicion secuencial de aminoacidos a la cadena de
polipeptidos, segun el orden dictado por el coddn del ARNm. Finalmente, el polipéptido
completo (la proteina) es liberado por hidrdlisis (Mann y Crabbe 1996).

Dentro de los inhibidores de la sintesis de ias proteinas bacterianas se encuentran los
aminoglicosidos, cloranfenicol, tetraciclinas y macrolidos (Greenwod 1995b).

» Aminoglicésidos

Estructuralmente, la mayoria de los aminoglicésidos consta de un sistema de anillos
ligados compuestos por amino azticares y un aminociclitol.

Son agentes con amplio espectro bactericida que deben ser inyectados, ya que se
absorben pobremente cuando se administran oralmente.
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Su modo de accion consiste en unirse a distintas subunidades ribosomales, esto tiende
a producir errores en ciertos codones del ARNm, dando como resultado la produccion
de proteinas defectuosas. En este grupo se encuentran la eritromicina, gentamicina,
neomicina y kanamicina.

e Cloranfenicol

Adn siendo un compuesto gque ocurre naturalmente, su estructura molecular es
relativamente simple y puede ser sintetizado. El cloranfenicol actia inhibiendo la
reaccion de la peptidil transferasa (paso en el que el enlace peptidico es formado) en
los ribosomas. Su espectro de accidén abarca la mayoria de las bacterias Gram-
positivas y Gram-negativas y se extiende a clamidias y ricketsias.

El cloranfenicol s un buen agente antibacteriano; sin embargo, tiende a causar
discrasia sanguinea en el ser humano. Se han desarrollado dos compuestos
relacionados con este, pero para uso veterinario. El tianfenicol, que es menos efectivo
pero mas seguro que el cloranfenicol, y el florfenicol, que es un derivado del tiamfenicol
(Merck 1986)

¢ Tetraciclinas

Existen tres clases de tetraciclinas que ocurren en la naturaleza (oxitetraciclina,
clorotetraciclina y demetilclortetraciclina) y muchos otros que han sido derivados semi-
sintéticamente (Merck 1986).

El grupo de las tetraciclinas se encuentra dentro de los agentes antibacterianos de
espectro mas amplio, teniendo buena actividad contra la mayoria de las bacterias
Gram-positivas, Gram-negativas, ricketsias, clamidias, micoplasmas y espiroquetas. Las
bacterias susceptibles a este grupo concentran las tetraciclinas mediante un proceso de
transporte activo. Dentro de la célula interactdan a nivel ribosomal interfiriendo con €l
ARNt (Mann y Crabbe 1996).

e Macrdlidos

Se piensa que todos los miembros de este grupo actian causando la disociacion de la
cadena peptidica del ribosoma durante ia sintesis protéica.

Los macrdlidos son notables por su actividad contra los estafilococos y estreptococos,

pero su espectro de accidon incluye también clamidias, micoplasmas, Legionella y
algunas mycobacterias.

11



4. INHIBIDORES DE LA SINTESIS DE LOS ACIDOS NUCLEICOS

Se ha descubierto una amplia variedad de agentes antimicrobianos que interfieren
selectivamente con las funciones del ADN y ARN. Algunos lo hacen de manera
indirecta a través del metabolismo, mientras otros ejercen su accién de manera directa
(Greenwod 1995¢).

¢ Quinolonas

Estos agentes, generaimente conocidos como quinolonas presentan variantes
estructurales dependiendo del arreglo de los atomos de nitrdgeno en la estructura
heterociclica. Su sitio de accidn es una subunidad de la enzima ADN girasa, la cual
desenrolla la doble hélice del ADN antes de la replicacién y trascripcién. Ejempio de
esta familia de antibidticos son el enrofloxacin, acido nalidixico y el 4cido oxolinico.

La mayoria de ias bacterias Gram-negativas son susceptibles, pero las Gram-positivas
son organismos generalmente resistentes. Dentro de este grupo se encuentran también
las fluoroquinolonas, las cuales si son activas contra los Gram-positivos.

e Nitrofuranos

El derivado mas utilizado de este grupo es la nitrofurantoina, activa contra la mayoria
de los patdgenos del tracio urinario. Su actividad se ve afectada favorablemente bajo
condiciones de pH &cido. El mecanismo de accidn no ha sido precisado, pero al parecer
interactua de alguna manera con el ADN (Greenwod 1995c¢).

5. INTERFERENCIA EN PROCESOS METABOLICOS.

La mayoria de las bacterias sintetizan acido félico, y son incapaces de tomarlo del
medio ambiente (Greenwod 1895a). Las suifonamidas interrumpen el proceso
metabdlico que lleva a la produccion de este acido, al impedir la produccion del cofactor
tetrahidrofolato. Las consecuencias de este bloqueo son numerosas, llegando a la
interrupcion de la sintesis de las purinas o pirimidinas. El metabolismo bacteriano,
también puede ser inhibido por el trimetoprim. Mientras que las sulfonamidas inhiben la
incorporacion del acido p-aminobenzoico (PABA) al acido fdlico, el trimetoprim inhibe la
reduccion del dihidrofolato en tetrahidrofolato. Este ultimo es esencial en las reacciones
de transferencia de fragmentos de un carbono (Mann y Crabbe 1996).

Los antibacterianos utilizados dependen de la especie cultivada, sus principales
patégenos, la disponibilidad de la droga vy la regulacién de las autoridades. La mayoria
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de los antibidticos empleados en la acuacultura suelen caer dentro de ocho categorias
(Meyer y Schnick 1988; Alderman y Michel 1992), las cuales se presentan a
continuacion junto con algunas drogas representativas de cada una de ellas:

Tetraciclinas: oxitetraciclina, clorotetraciclina.
Antibiéticos macrdlidos: eritromicina.

B-lactamatos: penicilina, amoxilina.

Aminoglicdsidos: estreptomicina, neomicina, kanamicina.
Cloranfenicol

Quinolonas: enrofloxacin, flumequinona, &cido nalidixico.
Nitrofuranos: nitrofurazona, nifupirinol, furaltadona.
Sulfonamidas: sulfisoxazol, sulfatiazol.

La ventaja del uso de drogas suele radicar en su disponibilidad y rapida aplicacion a los
primeros indicios de enfermedad. La mayoria son aplicables en una variedad de
condiciones; su aplicacion es flexible y muchos afectan a varios organismos causantes
de enfermedad.

Pero también existen desventajas en su uso en acuacultura: su efecto es a corto plazo,
la enfermedad puede volver a ocurrir, especiaimente si el factor ambiental que la haya
podido desencadenar persiste. Los costos de su uso son variables por que no se puede
determinar que tan frecuentemente seran requeridos. Asi mismo, su uso continuo o
algun otro manejo inapropiado de los antimicrobianos puede promover el desarrolio de
bacterias resistentes. Este tipo de bacterias ha ocasionado problemas en varios
sistemas de cuitivo del mundo como son el del bagre de canal, salménidos, anguilas y
el del camardn (Plumb 1995).

De esta manera, los tratamientos antimicrobianos tienen cuatro efectos, uno
potencialmente benéfico (eficacia clinica) y tres potencialmente dafiinos (toxicidad en el
organismo del animal, inhibicion de las bacterias no patégenas y desarrollo de
resistencia en la flora comensal normal), por lo que pueden ejercer efectos extensivos e
indeseables en la ecologia microbiana, afectando no sélo a los microorganismos en el
individuo tratado, sino también en el medio ambiente (Shojaee y Lees 2000). Asi, las
bacterias comensales, constituyen una reserva potencial de genes de resistencia para
bacterias patdgenas y su nivel de resistencia se considera como un buen indicador de
la presién selectiva que ejerce el uso de un antibidtico y de los problemas de resistencia
que pueden ser esperados en patégenos (van den Bogaard y Stobberingh 2000).

Ademas, la falta de control en el uso de los antibidticos puede tener consecuencias en
la salud humana, debido a que los residuos de muchos de los antibidticos utilizados en
los organismos cuitivados no se degradan bajo las condiciones normales de coccion
(Moats 1988; Kitts et al. 1992). Las consecuencias de la ingestion de estos agentes cae
dentro de tres categorias (Yndestad 1992):
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. Toxicidad. Muchos antibidticos tienen efectos téxicos que van desde el potencial

carcinogénico de los nitrofuranos a desérdenes digestivos y hepato-renales
asociados con oxitetraciclina y sulfonamidas, hasta el cloranfenicol como agente
causal de la anemia aplastica.

Hipersensibilidad. La exposicion a los antibacterianos puede provocar reacciones
alérgicas en los individuos sensibles a alguno de estos agentes.

Resistencia microbiana. El consumo de residuos antibacterianos via productos
de la acuacultura, podria ejercer potenciaimente una presién selectiva en la
microfiora humana, incluyendo las bacterias entéricas patégenas. L.a exposicion
sub-terapéutica a través de la alimentacién, por lo tanto, podria comprometer la
eficacia de un ftratamiento posterior antibacteriano. Se ha demostrado
experimentalmente que es posible la transferencia de la resistencia antibidtica de
un patégeno de pez a uno de humano.

Los reservorios de resistencia antibidtica en los humanos y animales pueden interactuar
en diferentes formas (Fig. 1); los vectores de transmisién mas probables para la flora
intestinal son la comida y el agua. La transmision de cepas bacterianas resistentes de
animales a humanos esta bien documentada para patégenos como Salmonella
typhimurium (Witte 2000, Caprioli et al. 2000).

Figura 1. Rutas de interaccion de los distintos reservorios de resistencia antibidtica en
los humanos y animales (fomado de Witte 2000).
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Rhodes et al. (2000), reportaron la diseminacion de los plasmidos que codifican la
resistencia a la tetraciclina entre cepas de Aeromonas spp. y Escherichia coli entre
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La mayoria de los agentes antibacterianos debe pasar a través de la pared y la
membrana celuiar para alcanzar su blanco o sitio de accion y muchos entran a la célula
por mecanismos de transporte activo normalmente dedicados al transporte de azicares
y otras sustancias benéficas para la bacteria (Towner 1995c).

El desarroilo de la resistencia antibibtica en las bacterias se basa principaimente en dos
factores, la presion selectiva que ejerce el antibidtico utilizado y la presencia de genes
que codifiquen resistencia (Levy 1994).

RESISTENCIA CRUZADA Y RESISTENCIA MULTIPLE.

1. La resistencia cruzada es la resistencia a diferentes miembros de un grupo de
antibidticos guimicamente relacionados, que son afectados por el mismo
mecanismo de resistencia. Por ejemplo, existe casi una completa resistencia
cruzada entre todas las tetraciclinas, ya que la resistencia a la tetraciclina resulta
de un mecanismo de eflujo que afecta a todos los miembros del grupo. La
resistencia cruzada también puede observarse entre antibidticos no relacionados
entre si. Por ejemplo, un cambio en la estructura de la membrana externa de los
bacilos Gram-negativos puede impedir el acceso de compuestos de distintos
grupos.

2. Resistencia muitiple, se da cuando una bacteria se vuelve resistente a distintos
antibidticos no relacionados por distintos mecanismos de resistencia. Por
ejemplo, una bacteria resistente a penicilina, gentamicina y tetraciclina. La
resistencia en este caso se daria de manera independiente para cada antibidtico,
ya que la bacteria destruiria a la penicilina con una f-lactamasa, la gentamicina

seria inactivada con una enzima aminoglicosido-modificante y la tetraciclina
excluida por un mecanismo activo de expulsion (Towner 1995b).

BASES BIOQUIMICAS DE LA RESISTENCIA.

Los mecanismos de resistencia, basados en cambios bioquimicos, se pueden clasificar
en cuatro categorias (Mann y Crabbe 1996):

1. Modificacion del sitio de accion o la enzima.
2. Blogqueo del acceso del antibidtico.

3. Produccidn de enzimas que destruyan o inactiven al antibiotico.
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4. Expulsion de las drogas por los microorganismos.

La mayoria de los antibiéticos acttan inhibiendo una o0 més enzimas, y la mutacién en
los genes que producen estas enzimas puede conducir a la produccién de enzimas
modificadas que tengan una mayor afinidad por su sustrato natural, 0 una menor
afinidad por el antibidtico. Este es el tipo de resistencia que las bacterias han
desarroliado contra las sulfonamidas. Ademas de la modificacion de las enzimas, las
bacterias pueden presentar cambios estructurales que conllevan una entrada ineficiente
del antibiodtico. Por ejemplo, alteraciones en la permeabilidad de la membrana celular o
incluso mecanismos para la expulsién activa de los antibidticos (Grinius y Goldberg
1984). La modificacién del sitio de accién de! antibidtico incluye modificaciones en los
ribosomas para impedir la unién del antibiético a ellas; en otros casos las bacterias
pueden ser insensibles a los antibidticos simplemente por la carencia del sitio sobre el
que actia el agente antibacteriano.

Muchas bacterias han desarrollado mecanismos para destruir o inactivar al antibiético,
los ejemplos mas estudiados de estos son la produccidn de B-lactamasas y
cloranfenicol acetil transferasas (Mann y Crabbe 1996).

Un mismo grupo de antibidticos puede ser susceptible de varios mecanismos de
resistencia; un ejemplo de esto son los B-lactamatos. La resistencia a este tipo de
antibiéticos puede ocurrir debido a uno o una combinacién de los siguientes
mecanismos: i) permeabilidad restringida de la membrana (en bacterias Gram-
negativas), i) la produccion de p-lactamasas, o iii) la disminucidn en la afinidad por las
transpeptidasas (Guo et al. 1999).

El cloranfenicol es un antibiético de amplio espectro utilizado en el tratamiento de
enfermedades como la fiebre tifoidea, hepatitis infecciosa, disenteria, malaria y difteria.
La resistencia a este agente suele ser conferida por la enzima cloranfenicol acetil
transferasa (CAT). La enzima cataliza la O-acetilacion del antibiético, usando acetil co-
enzima A. El cloranfenicol acetilado no puede unirse al ribosoma bacterial y por lo tanto
es inactivo como inhibidor de la sintesis de proteinas. Otras acetil transferasas son
responsables por la acetilacion de muchos aminoglicGsidos, incluyendo Ila
estreptomicina y las gentamicinas. Estos antibidticos también son atacados por varias
fosfotransferasas y adenil tranferasas (Mann y Crabbe 1996).

La produccién bacteriana de B-lactamasas es uno de los mecanismos mas eficientes y
frecuentes en la resistencia a los P-lactamatos. Su evolucién en términos de actividad
catalitica fue acelerada por el uso intensivo de los B-lactamatos en diversos campos,
como la agricultura, industria y medicina (Sanders y Sanders 1992). Mas de 50 anos de
uso inapropiado o abuso de los f-lactamatos ha creado una fuerte presién selectiva en
el ecosistema bacteriano, que ha favorecido a las bacterias resistentes que producen
nuevas P-lactamasas o variantes de la clasica p-lactamasa mediada por plasmidos
(Therrien y Levesque 2000). Su modo de accion consiste en cortar el anillo de B-
lactamato tanto en penicilinas como cefalosporinas, produciendo productos intermedios
inestables que se fragmentan (Mann y Crabbe 1896).
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Aunada a la produccion de B-lactamasas, las bacterias pueden ser resistentes a los B-
lactamatos por medio de dos mecanismos mas: por la transformacion de las enzimas
que se adhieren los B-lactamatos, denominadas como enzimas que se unen a la
penicilina (penicillin-binding proteins (PBP)) o por cambios en los poros de la membrana
celular, lo que resuita en la disminucion de la cantidad de antibiético que logra entrar a
la célula. La resistencia puede darse por unc o mas de los mecanismos citados (Pitout
et al. 1997)

La creciente cantidad de bacterias productoras de P-lactamasas representa un serio
reto para la utilidad clinica de los p-lactamatos. Se pensé que el descubrimiento de los
inactivadores de las P-lactamasas resolveria, en parte, el problema de la resistencia.
Sin embargo, las bacterias han desarrollado un nuevo mecanismo de resistencia para
evitar el efecto inhibidor de los inactivadores de las B-lactamasas. Esta resistencia
podria detener el efecto protector contra las bacterias productoras de B-lactamasas
inhibidoras de las clasicas penicilinas (Therrien y Levesque 2000).

Desde el punto de vista clinico, el interés se centra en la gran cantidad de plasmidos
que codifican B-lactamasas, que son la mayor causa de resistencia contra las
penicilinas y cefalosporinas. Dentro de los cocos Gram-positivos, el Gnico plasmido que
codifica B-lactamasas con importancia clinica es encontrado en estafilococos. En
cambio, existe una gran variedad de organismos Gram-negativos que producen f-
lactamasas codificadas por plasmidos (Towner 1995b; Young et al. 1989).

BASES GENETICAS DE LA RESISTENCIA.

La presion de los antibidticos en el medio ambiente puede, de manera simultanea,
contribuir al aumento en la diversidad de los fenotipos mutantes que sean resistentes, la
seleccion del mas apto entre elios, y la dispersidon de los genes resistentes, lo cual trae
como consecuencia una significativa aceleracion en la evolucidon microbiana (Baquero y
Bidzquez 1997)

La diseminacion de la resistencia es mediada por el dispersion clonal de una cepa
resistente en particular y/o por la dispersion de genes de resistencia. Esta ultima puede
involucrar la transferencia de plasmidos, transposicion o diseminacion via integrones
(Witte 2000).

Tedas las caracteristicas de una célula microbiana, incluyendo aquelias de importancia
meédica como la resistencia antibitica y virulencia, son determinadas por el genoma
microbiano, el cual comprende tres fuentes de informacion genética en la celula: el
cromosoma, los plasmidos y bacteriéfagos. La resistencia bacteriana a agentes
antibacterianos puede ser intrinseca o adquirida. La resistencia intrinseca, resistencia
“natural” que posee una especie de bacteria suele ser especificada por su cromosoma.
En contraste, la resistencia adquirida ocurre en células sensibles, ya sea por
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alteraciones en su genoma o por la transferencia de material genético entre
células (Towner 1995a).

TIPOS DE RESISTENCIA ADQUIRIDA.

Se pueden encontrar principalmente dos tipos de resistencia adquirida en especies
bacterianas que normalmente son consideradas como sensibles a algun agente
antibidtico.

Resistencia Mutacional.

En cualquier poblacion bacteriana, una pequefia cantidad de células individuales puede
mutar de tal forma que espontaneamente se vuelva resistente. Dichas células
resistentes no cuentan con ninguna ventaja de sobrevivencia en particular estando en
ausencia del antibidtico, pero una vez que el tratamiento ha sido aplicado en dicha
poblacién de bacterias, todas aquellas células que sean sensibles morirdén de manera
gue inicialmente muy pocas ceélulas resistentes podran proliferar pero eventualmente,
estas conformaran toda una nueva poblacidn resistente al antibidtico.

Las mutaciones son el resultado de errores en el procesos de replicacion del ADN;
Suelen involucrar delecion, sustitucion o adicion de uno o unos cuantos pares de bases,
lo que ocasiona una alteracién en la composicidn de los aminoacidos de un producto en
particular. Este tipo de errores son al azar y espontaneos; ocurren constantemente en
todos los genes de la célula y son independientes de la presencia o ausencia de un
antibidtico en particular.

La mayoria de las resistencia producidas por mutaciones, resultan en alteraciones de la
permeabilidad o alteracion del sitio de accién de una antibidtico especifico, pero
algunas ocasionan la produccion de enzimas inactivantes.

Resistencia Transmisible.

Este tipo de resistencia ocurre cuando genes que confieren resistencia antibiética son
transferidos de una célula resistente a una sensible. La transferencia y dispersion
exponencial de genes de resistencia a través de poblaciones bacterianas previamente
sensibles resulta ser un mecanismo de resistencia adquirida, mucho mas eficiente que
el desarrollo de resistencia por mutacioén {Towner 1995b).

Existen tres mecanismos por los que se puede transferir informacién genética de una
célula a otra:
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1. Transformacién, que involucra la lisis de una célula y la liberacion de su ADN en
el medio. Bajo ciertas circunstancias, parte de este ADN puede ser adquirido
por otra bacteria.

2. Transduccion; se da por la incorporacion accidental de ADN bacterial, ya sea del
cromosoma ¢ de un plasmido, en un bacteriéfago. Entonces, el fago actia
como vector y transfiere el ADN a la siguiente célula que infecta.

3. Conjugacion, que implica el contacto fisico de dos bacterias. Las células se
adhieren una a ofra y el ADN pasa unidireccionalmente de una céluia,
denominada como donador, a la otra, denominada como recipiente. Esto
depende de la capacidad del receptor para recibir y de que el ADN transferido
pueda mantenerse y expresarse en el nuevo huésped.

Una sola mutacidén individual o una tiransferencia pueden, si se presentan las
condiciones de seleccién apropiadas, llevar a remplazar una poblacién sensible por una
resistente (Towner 1895a).

LOS PLASMIDOS

Como se menciond anteriormente, los plasmidos son determinantes hereditarios
extracromosales. La mayoria de elios estan constituidos por moléculas de ADN circular,;
esto se debe a que a diferencia de la estructura linear de la doble hélice del ADN de las
células eucariontes, en los plasmidos los extremos de ia hélice se encuentran unidos
(Fig. 2).

Una preparacion de ADN plasmidico cominmente contiene en su mayoria al plasmido
en su forma circular covalentemente cerrada o superenrollada (CCC). Con frecuencia
también se presenta una pequeia cantidad de la forma circular relajada (OC), lo cual
suele incrementarse con el tamano de los plasmidos. Cuando la preparacion envejece,
la proporcion de la forma OC aumenta, y en algunos casos incluso llega a aparecer la
forma lineal. Estas variantes presentan el problema de tener diferentes movilidades
electroforéticas, asi que el mismo plasmido podria aparecer en un gel como tres bandas
muy separadas. El orden en que se mueven las distintas formas suele ir en el siguiente
orden: la OC como la mas lenta, seguida por la linear y la CCC siendo la méas rapida,
aunque bajo ciertas condiciones la forma linear y CCC pueden correr juntas {(Grinsted y
Bennet 1988). Entre los afios 1950’s y 1960’s se descubrié que los plasmidos eran
responsables de |a rapida dispersion de la resistencia muitiple a antibitticos.

Ademas de la resistencia antibidtica, los plasmidos pueden codificar una gran variedad
de funciones (Tabla 1) que no son esenciales para la supervivencia del hospedero, pero
que incrementan las posibilidades de dispersion de la bacteria en la que se encuentran
al aumentar su capacidad de adaptacion a diferentes ambientes (Summers 1996).
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Figura 2. Plasmido.

/ T\ /\7\ Doble hélice

Los plasmidos son elementos autonomos que han alcanzado su independencia
tomando el control sobre su forma de produccién y distribucion. En términos bioldgicos,
estos son los procesos de replicacion, herencia y diseminacién, esenciales para la
supervivencia de todos los piasmidos.

Para que un plasmido persista en una poblacion de células en crecimiento, su tasa de
replicacion debe coincidir 0 superar la tasa de division de su huésped; es decir, de las
células en las que se encuentra. A esto se le conoce como numero de copia. Sin
embargo, para los plasmidos cuyo numero de copia es bajo, existe una funcién
adicional para asegurar su persistencia dentro de la poblacion, que consiste en la
distribucidon de los plasmidos en el momento de la division celular en un proceso
analogo a la distribucion de los cromosomas durante la mitosis en las células
eucariontes; a este proceso se le conoce como particion activa. Aunado a estos
mecanismos se encuentra la transferencia horizontal de plasmidos de una célula a otra
(Summers 19986).

Es de esperarse que en una poblacion de bacterias que contienen pldsmidos, se
produzcan ocasionalmente bacterias sin plasmidos come resultado de errores en el
proceso de replicaciéon del plasmido o en la particion de las células hijas. Estas
bacterias sobreviviran si el plasmido perdido no codifica funciones vitales para su
crecimiento bajo las condiciones ambientales en las que se encuentre, dichas funciones
solo podréan ser recuperadas adquiriendo el pldsmido de una fuente externa (Stanisich
1988).
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Tabla 1. Algunas de las propiedades determinadas por plasmidos.

Propiedades de resistencia a Propiedades metabdlicas

Antibidticos Produccion de antibidtico y bacteriocina
Aniones Metabolismo de carbohidratos simples
Radiaciones Metabolismo de compuestos de carbono
Cationes de metales pesados complejos y compuestos halogenados
Agentes intercalantes Metabolismo de proteinas

Fagos y bacteriocinas Fijacion de nitrégeno

Propiedades que contribuyen a Propiedades para la replicacién y el
la patogenicidad o simbiosis mantenimiento

Produccién de toxinas Sensibilidad a agentes de “curing”
Transporte de hierro Incompatibilidad

Antigenos de colonizacién Numero de copia

Produccién de capsulas Rango de huéspedes

Propiedades de conjugacién Otras propiedades

Inhibicion de la fertilidad Formacion de vacuola gaseosa

Respuesta a e inhibicion de feromonas  Variacién Opaca/ traslucida de colonias

Los plasmidos juegan un importante papel en la adaptacion bacteriana a condiciones de
estrés ambiental o producido por el hombre. La rapida diseminacion de genes que
producen resistencia antibiética en la poblacion bacteriana como consecuencia del uso
intensivo de antibidticos puede atribuirse en parte a la transferencia horizontal de
ptdsmidos capaces de ser transferidos y mantenerse estables en un amplio nimero de
bacterias (Gotz et al. 1996).

La preocupacion que existe en torno a las consecuencias de la aplicacion
indiscriminada de antibidticos radica principalmente en tres factores: primero, el rapido
aumento de la produccion en la industria de la acuacultura, observado a partir de la
década de los 80’s incluyendo el cultivo de salmones en Europa y América, el camaron
peneido en Asia y parte de Sur América, y el bagre en los Estados Unidos. Todos estos
segmentos de la industria dependen en algun grado del uso de agentes antibacterianos
y su utilizacién se ha incrementado a la par de la produccién.

Segundo, los sistemas en acuacultura frecuentemente carecen o cuentan con un
minimo tratamiento del efluente de agua por lo que los residuos antibacterianos son
transportados a los alrededores de las granjas.

Finalmente, la faita de estudios sobre los efectos de los antibidticos a contribuido al uso
de estos sin la regulacién necesaria, especialmente en los paises en desarrollo (Weston
1996).

El uso de un antibiético puede incrementar los niveles de resistencia, no sélo a ese
antibidtico en especifico, sino también a otros, aln cuando sus mecanismos de accion
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antibacteriana sean muy distintos (Wood et al. 1986). Esto puede ser atribuido en
algunos casos a la produccion de pldsmidos que codifiquen resistencia multiple, que en
algunos casos implican la expulsién del antibidtico (Brazil et al. 1986).

El uso extensivo de antibiticos como aditivos en el alimento, o administrados
directamente en los estanques en granjas de peces, para prevenir y tratar
enfermedades, ha dado como resultado el incremento de las bacterias resistentes a
distintos antibidticos, asi como la presencia de plasmidos (Hayashi et al 1982;
Supriyadi et al. 1992; Weston 1996). Muchos investigadores han reportado el aumento
de patdgenos resistentes a raiz de la adopcién y amplia dispersion del uso de los
antibiéticos en la industria de la acuacultura {Hastings y McKay 1987; Acki et al. 1990;
Meier et al. 1992; Richards et al. 1892; van den Bogaard y Stobberingh 2000).

La evidencia de que la seleccidon por resistencia a antibidticos ocurre como resultado
del uso de antibidticos para el controt de enfermedades bacterianas en poblaciones de
peces cultivados es clara (Alderman y Hastings 1998), un ejemplo de esto es el
experimento realizade por Herwig et al. 1997), en el que se reportd el incremento en el
numero de bacterias resisientes a la oxitetraciclina, romet 30 y amoxilina en el
sedimento cercano a jaulas de cultivo de salmon tratado con alimento medicado. El
mismo resultado se ha reportado para oxitetraciclina por otros investigadores en granjas
de Noruega y Finlandia (Samuelsen et al. 1992; Bjorklund et al. 1991).

Se han detectado plasmidos que ademas de conferir resistencia a un amplio espectro
de B-lactamasas, codifican frecuentemente resistencia multiple a aminoglicésidos,
cloranfenicol, sulfonamidas, trimetoprim y otros antibidticos, lo cual limita severamente
el uso de terapias alternativas; por esta razén es necesario realizar extensas pruebas
de susceptibilidad antibidtica antes de aplicar una terapia determinada (Essack 2000).

Existen diversos reportes de bacterias resistentes a distintos antibidticos en el ser
humano, incluyendo microorganismos que afectan tambien animales utilizados para el
consumo alimenticic humano. Un ejemplo de esto son las cepas de Vibrio cholerae
aisladas de pacientes en Albania y ltalia, resistentes a la estreptomicina, sulfatiazol,
tetraciclina y trimetoprim. Tanto las cepas aisladas en Italia como en Albania
presentaron el mismo perfil plasmidico y se demostré que su resistencia a los
antibiéticos se debia a un plasmido de 81.2 kb que pudo ser transferido a Escherichia
coli (Falbo et al. 1999).

PLASMIDOS EN BACTERIAS DE IMPORTANCIA ACUICOLA

En Indonesia se han reportado cepas de Vibrio harveyi aisladas de camarones
peneidos enfermos, con resistencia antibidtica miiltiple a ampicilina, tetraciclina,
amoxilina y estreptomicina, en cultivos de camarén (Abraham et al. 1997) y cepas de
Vibrio aisladas tanto de camarones adultos como larvas resistentes a oxitetraciclina,
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estreptomicina y eritromicina (Angka 1997). Asi mismo, se han encontrado cepas
resistentes a eritromicina, penicilina, ampicilina, kanamicina, cefalexina, estreptomicina,
tetraciclina, gentamicina, nitrofurantoina oxitetraciclina y cloranfenicol, entre otros,
aisladas de camarcnes en India (Bhattacharya et al. 2000; Jawahar et al. 1997), y
cepas de Vibrios resistentes a oxitetraciclina en camarones cuitivados en Tailandia
(Chanratchakool ef al. 1995).

La resistencia antibidtica mediada por pldsmidos ha sido identificada en bacterias
patégenas de peces, inciuyendo Aeromonas salmonicida, A. hydrophila, Vibrio
anguillarum, Pseudomonas fluorescens y Pasteurella piscicida (Acki 1988; citado en
Alderman y Hastings 1998). Masuyoshi et al. (1988) y Zhao et al. (1992), reportan
plasmidos aislados de cepas de Vibrio anguillarum que confieren resistencia a
cloranfenicol, kanamicina, sulfamonometoxina, estreptomicina, tetraciclina y trimetoprim,
los plasmidos fueron transferidos a E. coli, misma que expresd igual resistencia a los
antibidticos. Aoki y Kitao (1981) detectaron plasmidos transferibles con resistencia a
cloranfenicol, tetraciclina, sulfamonometoxina, estreptomicina, y kanamicina en cepas
de Edwardsiella tarda aisladas de anguila, tilapia y bagre cuitivados en Japén, mediante
la transferencia y expresién de esta resistencia en E. coli por experimentos de
conjugacion. En ninguno de estos estudios se menciona el peso molecular de los
pidsmidos.

Se han encontrado pldsmidos transferibles en A. salmonicida, codificando resistencia a
cloranfenicol, sulfonamida y estreptomicina en Japén y a combinaciones de
sulfonamida, estreptomicina, trimethoprim y/o tetraciclina en irfanda. El tamafio de los
plasmidos varié entre 44.08 y 51.68 kb (Aoki 1997; citado en Alderman y Hastings
1998). Asi mismo, Sandaa y Enger (1996), reportaron un pidsmido de 38 kb que
codifica resistencia a oxitetraciclina, trimethoprim y sulfadiazina, el cual fue transferido
por conjugacién no sélo a otros miembros de la misma familia (Vibrionaceas) sino que
también a miembros de otras familias Enterobacteriacea, Pseudomonacea, e incluso a
una bacteria Gram-positiva como Lactobacillus sp. También se han encontrado
plasmidos codificando resistencia a ampicilina y tetraciclina en A. hydrophila, aislada de
tilapias en Malasia (Son et al. 1997), en este estudio fue posible transferir dicha
resistencia a una cepa de Escherichia coli por medio de experimentos de conjugacion,
en los que se transfirieron dos pldsmidos de 6.2 y 63.4 kb.

Adams et al. (1998), en un estudio realizado en Escocia con cepas de A. salmonicida
aisladas de salmones cultivados, determinaron la presencia de plasmidos de aito peso

molecular (aproximadamente 23.3 kb) que codifican resistencia a oxitetraciclina y que
transfirieron esta resistencia a E. coli en experimentos de conjugacion.

"CURING" DE LOS PLASMIDOS

Cuando se trata de probar que una caracteristica como la resistencia a agentes
antibacteriales, produccion de antibidticos o habilidades metabdlicas es codificada por
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un plasmido, la bacteria puede ser tratada con agentes que producen el “curing” es
decir la pérdida de dicho plasmido. Sin embargo, no existe un agente de “curing
efectivo para todos los casos por lo que los experimentos de este tipo se hacen a
prueba y error (Stanisich 1988).

Los compuestos intercalantes, como las acridinas y el bromuro de etidio son los mas
empleados por que han sido encontrados como efectivos contra pidsmidos en una
amplia variedad de géneros (Stanisich 1988). Osmanagaoglu et al. (2000), aplicaron un
tratariento con bromuro de etidio en concentraciones de 3-25 ug ml”' en el caldo de
cultivo a una cepa de Pediococcus acidilactici para probar si su capacidad de producir
una barteriocina se debia a la presencia de un plasmido de 9.1 kb. El tratamiento
produjo la pérdida del pldsmido, y con él la pérdida de la produccién de la bacteriocina,
comprobando de esta forma que esa propiedad era codificada por el plasmido.

Se incubaron cepas de Aeromonas salmonicida con 4 a 6 plasmidos entre 4.3y 8.1 kby
Vibrio anguillarum con un plasmido de 47 kb, resistentes a oxitetraciclina y
estreptomicina respectlivamente, en caldo de soya tripticaseina adicionado con 0.1 mg
mi™! de bromuro de etidio. En ambos casos se observé la perdida de los plasmidos pero
no de la resistencia, sugiriendo que los plasmidos no determinaban la resistencia a los
antibiéticos en las cepas estudiadas (Giles et al. 1995).

PERFIL PLASMIDICO

El contenido de plasmidos en bacterias patdgenas, o perfil plasmidico, se ha usado
como herramienta para distinguir subgrupos dentro de una misma especie en estudios
epidemiologicos. La naturaleza variable de los plasmidos como parte moévil del ADN
bacteriano representa la clave para el uso de los perfiles plasmidicos en el mapeo
epidemioldgico de enfermedades infecciosas (Sorum et al. 2000). La variacion en el
contenido plasmidico entre cepas ocurre con frecuencia, pero dicha variacién entre
grupos clonales ocurrira de tal forma en que, aun cuando se haya perdido o ganado un
pléasmido, sea posible reconocer la conexién con el grupo original (Sorum et al. 2000).

De acuerdo con Sorum et al. (1988), la dnica caracteristica que hace posibie diferenciar
claramente entre cepas de Vibrio salmonicida, agente causal de la vibriosis de agua fria
en los salmdnidos, es su perfil plasmidico. En 1993, en un trabajo del mismo autor, se
distinguen cinco perfiles plasmidicos como los mas comunes entre 15 cepas de V.
salmonicida aisladas en Noruega, Islas Shetland, islas Farce y Canada. Todas las
cepas presentaron un plasmido de 31.9 kb; ademas, los perfiles consistieron en
plasmidos de 4.3, 5.2, 8.4 y 92.7 kb {(Sorum et al. 1993). Nielsen et al. (1993), realizaron
un estudio similar con 124 cepas de Aeromonas salmonicida ssp. salmonicida
obtenidas de Dinamarca, Noruega, Escocia y Norte América. Todas las cepas
contuvieron al menos un plasmido grande variando en tamano entre 60 y 150 kb, y
todas presentaron dos plasmidos de bajo peso molecular de 5.2 y 5.4 kb. Sin embargo,
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el autor considera que el perfil plasmidico tiene un valor limitado como marcador
epidemiolégico para A. salmonicida ssp salmonicida debido a ia homogeneidad gue se
encuentra entre los perfiles plasmidicos en las zonas geograficas que han sido
estudiadas.

Asi mismo, Sorum et al. {2000), concluye que el perfil plasmidico es util en estudios
epidemiolégicos cuando se trata de infecciones originadas por cepas de A. salmonicida
ssp atipicas; estas incluyen las subespecies achromogenes, masoucida y smithia. En
este estudio se incluyé un total de 113 cepas aisladas de peces en Noruega, Canada,
Dinamarca, Finlandia, Islandia y Suecia, ademas de algunas cepas tipo, de estas, un
total de 95 cepas fueron divididas en 7 grupos de acuerdo con su perfil plasmidico.
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METODOLOGIA

La formulacién tanto de medios como buffers (amortiguadores) se encuentra detallada
en el apéndice.

METODOS BACTERIOLOGICOS

Todos los medios de cultivo bacterioldgicos se prepararon con una concentracién final
det 25 % de NaCl (Merck, Darmstadt, Alemania, Alemania) a excepcién de los
utilizados para Escherichia coli que se prepararon de acuerdo con las indicaciones
normales de cada medio.

OBTENCION Y PRESERVACION DE CEPAS BACTERIANAS

Las cepas de bacterias usadas en esta tesis nos fueron proporcionadas por la
Coleccion de Microorganismos de Importancia Acuicola del CIAD/Unidad Mazatlan. Las
cepas se encuentran criopreservadas a -70 °C segun la metodologia de Gherna (1994).
Cada una de las cepas se recuperd del ultracongelador inoculando una cuenta de vidrio
en 3 ml de caldo Luria-Bertani {LB) en tubos de ensaye, e incubando a 30 °C durante
24 h. Posteriormente, a partir del caldo se inocularon tubos con agar inclinado, los
cuales fueron incubados por 24 h a 30 °C y finalmente cubiertos con aceite mineral
estéril para su conservacion a temperatura ambiente y utilizacion de las cepas para las
distintas pruebas. Todas las cepas aqui utilizadas se encuentran identificadas como
pertenecientes al género Vibrio por la coleccion del CIAD y no fueron identificadas a
nivel de especie en este estudio por ser parte de los objetivos del mismo.

ANTIBIOGRAMAS POR EL METODO DE DIFUSION EN PLACA (BAUER ET AL.
1966).

La susceptibilidad de los diferentes microorganismos a los antibidticos puede
determinarse por el método de difusion en agar, el cual derivé del método empleado en
la estimacion de la penicilina en el plasma. El principio del método consiste en el uso de
una concentracién constante de un antibidtico en un reservorio que se coloca sobre la
placa de agar utlizada para el cultivo del microorganismo en cuestion. La
susceptibilidad del organismo al antibidtico se manifiesta por una zona clara de
inhibicion alrededor del reservorio. El diametro de la zona de inhibicion es proporcional
a la susceptibilidad del organismo en cuestion. Para su aplicacion se desarrollaron
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precedimientos estandarizados por la Organizacion Mundial de la Salud (Acar et al.
1986).

1.

Se prepararon placas con agar Mueller-Hinton (MH; Difco, Detroit, E. U. A)) y se
dejaron secar durante 24 h a una temperatura de 40 °C.

Cada cepa se sembré en una placa de agar de soya tripticaseina (TSA; Difco,
Detroit, E. U. A.) y se incubé a 30 °C durante 24 h.

A partir del crecimiento obtenido en la placa de TSA, se preparé una suspension
bacteriana en solucién salina al 2.5 % estéril, para obtener una concentracién
semejante a 0.5 McFarland.”

Se tomo el indculo con un hisopo de algodoén esteril y se sembré en un placa de
agar MH, deslizando el hisopo por toda la caja, dejando reposar un minimo de 3 y
un maximo de 15 min.

A continuacién se colocaron los sensidiscos de los distintos antibidticos utilizando
pinzas estériles.

La placa se incubé durante 24 h a 30 °C.

Se midieron ios halos de inhibicion, clasificando las cepas de acuerdo con el
resultado (Tabla 2).

Para el presente estudio se utilizaron multidiscos para bacterias Gram-negativas
(Sanofi, México) para 12 antibidticos, y sensidiscos preparados en el laboratorio para
oxitetraciclina (Sigma, San Louis, E. U. A.), florfenicol y enrofioxacin (Tabla 2), de
acuerdo con la siguiente metodologia (Hindler 1992):

1.

2.

3.

4.

Se utilizaron discos de papel estériles (Oxoid, Ontario, Canada).

Se prepararon 1.0 ml de solucién de cada antibidtico en tubos de ensaye, utilizando
solucidn salina al 2.5 % previamente esterilizada y se agregaron 1.5 mg de
oxitetraciclina o fiorfenicol y 0.25 mg de enrofloxacin. En el caso de la oxitetraciclina
se uso buffer de fosfatos para disoiver el antibidtico. Para mezclar la solucién se
utilizé un vortex.

A cada disco se le agregaron 20 ul de la solucién det antibidtico.

Los discos se dejaron secar préximos a un mechero antes de ser aplicados.

' 0.5 McFarland corresponde a una concentracién de x10° células mi* (Hindler 1992)
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Tabla 2. Antibidticos empleados en esta tesis; limites de sensibilidad de la bacteria, de
acuerdo con el diametro del halo de inhibicion en mm. Basado en Barry et al. 1985 y
Code of federal regulations 1980.

Antibiético Abrev. Sitio de Conc. ug S I R
Accion
Amikacina AK 30 >17 15-16 <14
Ampicilina AM Pared ceiutar 10 >14 12-13 <11
Carbenicilina CB Pared celular 100 >23 18-22 <17
Cefalotina CF Pared celular 30 > 18 15-17 <14
Cefotaxima CXT Pared celular 30 >23 15-22 <14
Cetriaxona CRO 30 =21 14-20 <13
Netilmicina NET 30 >1 13-14 <12
Pefloxacina PEF 5 >23 15-22 <14
Trimetroprim- SXT Metabolismo 25 >16 11-15 <10
Sulfametoxazol
Cloramfenicol CL Ribosomas 30 >18 13-17 <12
Gentamicina GE Ribosomas 10 >15 13-14 <12
Oxitetraciclina OoXT Ribosomas 30 >19 15-18 <14
Florfenicol FL Ribosomas 30 =21 17-20 <1
Nitrofurantroina NF ADN 300 >17 15-16 <1
Enrofloxacin ENR ADN 5 =21 16-20 <15
METODOS MOLECULARES

EXTRACCION DE LOS PLASMIDOS.

Durante la realizacion de este trabajo se utilizaron tres kits de extraccion de plasmidos
de proveedores diferentes: Qiagen tip20 (Valencia, California, E. U. A.), Promega
Wizard Plus Sv Minipreps DNA Purification System (Madison, Wisconsin, E. U. A) y
Bio-Rad Quantum Prep (Hercules, California, E. U. A.). En todos los casos, los
principios y procedimientos son los mismos.

La extraccién de los plasmidos consistié en una lisis aicalina de las celulas bacterianas
con una solucion de NaOH/SDS en presencia de ARNasa (Birnboim y Doly 1979;
Birnboim 1983), o de proteinasa K. El SDS rompe la capa de fosfolipidos y
componentes proteinicos de la membrana celular, produciendo la lisis y liberacion del
contenido celular. €1 NaOH, desnaturaliza el ADN cromosomal y plasmidico, asi como
las proteinas.
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La lisis se neutraliza por la adicién de acetato de potasio acido. La alta concentracién
de sales provoca la precipitacion del SDS y de esta manera, las proteinas
desnaturalizadas, el ADN cromosomal y los deshechos celulares quedan atrapados en
el complejo de sal y detergente. EI ADN plasmidico, siendo més pequefio y
covalentemente cerrado, se renaturaliza y permanece en solucién. El precipitado se
remueve por centrifugacion, y el sobrenadante que contiene el ADN plasmidico se
transfiere a un filtro, en donde las condiciones de salinidad y pH, junto con la
selectividad de la resina utilizada en este, hacen que el plasmido quede atrapado,
mientras que los demas componentes como RNA degradado y algunos deshechos
celulares que pudieran haber quedado en el sobrenadante son lavados del filtro.
Finalmente el contenido de sales es removido y el ADN plasmidico es eluido ya sea en
buffer TE o agua libre de endonucleasas.

En todos los pasos, la centrifugacion fue a méaxima velocidad (14,000 x g
aproximadamente 12,138 rpm) en una ultra centrifuga con rotor para tubos eppendorf
(Haereus, biofuge primo R, E. U. A.).

1. Cada cepa se sembrd en estrias en placas de agar LB e incubd a 30 °C durante 24
h.

2. Se tomé una sola colonia con asa esterilizada del cultivo en placa y se inoculd
siguiendo la técnica propuesta por Kado y Liu (1981) en caldo LB incubando
durante 24 h a 30 °C.

3. Se transfirieron 1.5 mi del cultivo a un microtubo y se centrifugé durante 30 s; se
decantd el sobrenadante.

4. El boton o pellet se resuspendié en la cantidad y solucion proporcionada por el kit
de acuerdo a sus instrucciones.

5. A continuacion se anadié la solucién de lisis, mezclando suavemente invirtiendo el
microtubo varias veces.

6. Se anadio la solucién de neutralizacién mezclando gentilmente. Se tuvo cuidado de
no utilizar vortex en este y el paso anterior para evitar la mezcla de ADN plasmidico
con ADN genomico.

7. Los deshechos celulares fueron concentrados durante 5 min en la centrifuga.

8. El sobrenadante fue transferido a un filiro en un nuevo microtubo y centrifugado por
30 s.

9. Después de remover el filtro y descartar el liquido filtrado del fondo del tubo, se
anadio el buffer de iavado y se centrifugé por 30 s.

10. De nuevo se repitié el paso anterior pero esta vez se centrifugd por 2 min.

11. Finalmente, el filtro fue colocado en un microtubo nuevo y el ADN se eluy6 con 50 pl
de agua libre de endonucleasas y centrifugado durante 1 min.

ELECTROFORESIS

El uso basico de la electroforesis consiste en separar moléculas de acido nucleico por
su tamano. Esencialmente, un gel que contiene un buffer forma una red de moléculas a
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través de la cual los 4cidos nucleicos son conducidos por un campo eléctrico. A los pHs
utilizados, la carga de la moleécula de ADN resulta de la carga negativa de los grupos
fosfato; por tanto, la fuerza de atraccidon hacia la terminal positiva serd directamente
proporcional al nimero de grupos fosfatos en la molécula y por ende a su tamario
(Howe 1995),

Una preparacion de ADN plasmidico puede contener un mismo pldsmido en una
variedad de formas. La migracion de los pldsmidos en un gel estd determinada tanto
por el tamafio como por su estructura fisica. Los plasmidos superenrollados se mueven
mas rapido, debido a su estructura compacta, la estructura circular relajada y ia lineal
se mueven mas lento por que experimentan una mayor resistencia al pasar a través del
gel (Summers 1996).

1. Se prepararon 30 ml de gel de agarosa al 1 %, fundiendo la agarosa en buffer TBE
(Tris-borato/EDTA) en el horo de micro-ondas, hasta comenzar la ebullicién.

2. Una vez que la mezcla estaba tibia, se ahadieron 30 ul de bromuro de etidio,
obteniendo una concentracion final de 0.5 ug mi™.

3. El gel se cargé con una mezcla de 7 pl de muestra y 3 ul de buffer de carga,
preparada sobre la superficie de un papel parafim (American National Can,
Menasha, Wisconsin, E. U. A.).

4. La electroforesis se llevé a cabo en una camara horizontal, aplicando un voltaje de
aproximadamente 80 V durante 1 h con 15 min para permitir la migracién de los
plasmidos a traves del gel.

5. Al finalizar la corrida, el gel se colocé sobre un transiluminador de luz ultravioleta de
onda corta (302 nm, UVP 3,527, E. U. A.) donde se observaron y fotografiaron las
bandas de los plasmidos (f 16-22, 1 s). Se utilizé una camara fotogréfica (Polaroid
Gel Cam, modelo H34-El, Janesville, Wisconsin, E. U. A.) con pelicula Polaroid
(Polapan 667 , Querétaro, México).

6. Una vez identificada la presencia de plasmidos, éstos fueron caracterizados por su
peso molecular al comparar con el marcador de peso molecular Marker Ili (0.12-21.2
kb; AADN digerido con Eco Rl y Hind {lf) de Boehringer Mannheim, Alemania.

“CURING” DE PLASMIDOS

La eliminacién del plasmido de una bacteria (“curing”) es la mejor manera de probar la
relacion entre cierta expresion de origen genético y su presencia en un plasmido. Ya
que el “curing” causa la pérdida del plasmido, la o las caracteristicas codificadas por
este no seran expresadas por las células que hayan sido “curadas”. La reintroduccién
del plasmido debe, por lo tanto, ser acompafada por la recuperacion de la
caracteristica que este codifica (Crosa et al. 1994).
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Los agentes utilizados en el “curing” de plasmidos son efectivos sdlo para algunos de
ellos, y su respuesta es generaimente impredecible. Al no existir un agente de “curing”
efectivo para todos los casos los experimentos de “curing” se hacen a prueba y error.
En la mayoria de los casos el o los mecanismos involucrados en el “curing” son
desconocidos (Stanisich 1988). Uno de estos mecanismos es la interferencia directa
con la replicacidn del plasmido como en el caso de las acridinas o el bromuro de etidio
(Hohn y Kohn 1969; Wechsler y Kline 1980; citados en Stanisich 1988).

Alternativamente, los agentes pueden interferir con el crecimiento de la bacteria que
lleva el plasmido, permitiendo de esta manera que predominen las que no lo tienen,
debido a errores en el proceso de replicacion o particion. Esto ocurre en aigunos casos
con las acridinas, dodecil sulfato de sodio y urea (Tomoeda, et al. 1968; Yoshikawa
1971; Salisbury et al. 1972; citados en Stanisich 1988).

En este estudio, para provocar la perdida del o los plasmido(s), se probaron tres
agentes quimicos distintos, scbre la base de lo recomendado por Crosa et al. (1994).
Estos fueron: naranja de acridina, bromuro de etidio y dodecil sulfato de sodio (SDS),
(Sigma Chemical, San Louis, E. U. A.).

Los tres tratamientos se aplicaron por triplicado a tres cepas para evaluar su eficacia y
elegir uno. A continuacion se describe en que consistié cada uno.

Cada cepa fue inoculada en caido LB e incubada 24 h a 30 ©C. El medio LB utilizado en
todos los procedimientos se preparé con 2.5 % de NaCl.

+ Dodecilsulfato de sodio (SDS)
1. Se prepararon tubos de ensaye con 2 ml de caldo LB al 10 % de SDS.

2. Dichos tubos, fueron inoculados con 200 ul de cultivo e incubados a 30 2C
con agitacion a 200 rpm durante 24 h.

+ Naranja de Acridina
1. Se prepararon tubos de ensaye con 2 mi de caldo LB a concentraciones de:
50, 100 y 200 ug mi”' de naranja de acridina.
2. Los tubos se inocularon con 200 ul de cultivo e incubados a 30 °C con
agitacion a 200 rpm durante 24 h.

¢ Bromuro de Etidio
1. Se prepararon tubos de ensaye con 2 ml de caldo LB a concentraciones de:
50, 100 y 200 pg ml"' de bromuro de etidio.
2. Los tubos fueron inoculados con 200 ul de cultivo e incubados a 30 °C con
agitacién a 200 rpm durante 24 h.

¢ Después de cada tratamiento, se hicieron diluciones en serie de cada replica en

solucién salina esteril; se sembré en placas de agar LB y se incubé a 30 ¢C
durante 24 h.
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¢ A continuacién se seleccionaron 5 colonias de cada tratamiento, provenientes de
la concentracion més alta, y se les hicieron antibiogramas por duplicado para los
antibioticos a los cuales presentaban resistencia. Al mismo tiempo, se realizaron
antibiogramas de cada cepa sin tratamiento, a modo de control para comparar los
cambios de resistencia.

+Finalmente se seleccion6é una colonia de cada tratamiento, de acuerdo con los
resultados de los antibiogramas, a la que se hizo extraccion de ADN vy
electroforesis para confirmar la pérdida o permanencia del plasmido en la bacteria.

Con base en los resultado obtenidos en estas pruebas, se opté por aplicar el
tratamiento a base de bromuro de etidio a una concentracion de 200 ug m!”' para las
cepas restantes con algunas modificaciones:

1. Después de la incubacién en LB con bromuro de etidio (paso 2), las células se
centrifugaron a 4,000 rpm (2,218 x g) durante 1 min.

2. Se decant¢ el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 1 mi de solucién salina al
2.5 %, y se volvio a centrifugar a 4,000 rpm (2,218 x g) durante 1 min.

3. Se repitié el paso anterior dos veces mas, con el fin de diluir la concentracién de
bromuro de etidio atin existente en el pellet bacteriano.

4. Se hicieron diluciones y se sembrd en placas de agar LB que se incubaron a 30 °C
durante 24 h.

5. Se seleccionaron cinco colonias de cada cepa,; cada colonia fue resuspendida en 1
ml de NaCl al 2.5 %.

6. A partir de esta suspensidn, se inoculd una piaca de agar Mueller-Hinton y se
hicieron los antibiogramas para los antibiéticos a los que presentaba resistencia, por
duplicado y se incubd 24 h a 30 2C.

7. Finalmente se midieron los halos y se seleccionaron aquellos que presentaban
cambios con respecto a los controles, para realizar la extraccion de ADN plasmidico.
En los casos en los que no hubo cambio en el didmetro de los halos se escogié una
de las colonias al azar para la extraccion.

8. Para la extraccion, se sembré por estria en agar LB a partir de la suspension
bacteriana para obtener colonias aisladas para la inoculacion del caldo LB.

Posteriormente se hizo una tercera modificacion a la técnica, que se aplicd a las cuatro
cepas que presentaban un mayor cambio en sus halos de inhibicién y que habian
perdido su(s) plasmido(s}). La finalidad fue aumentar el nimero de colonias
seleccionadas, con las que se probara el antibidtico o antibidticos a los que
presentaban resistencia, para de esta manera tener mas probabilidades de obtener una
colonia que hubiera perdido su(s) plasmido(s), en el caso de que no en todas las
células sometidas al tratamiento se lograra el “curing”. También fue necesario repetir el
“curing” con estas cepas, debido a que no habian sido conservadas y por tanto no se
contaba con ellas para la siguiente etapa del estudio.

Antes de someter a las cepas seleccionadas al tratamiento con bromuro de etidio, se
determinaron las concentraciones minimas inhibitorias {MIC, por sus siglas en inglés)
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de cada cepa con sus antibidticos correspondientes para determinar la concentracion
de antibidtico a ser aplicado en cada caso.

El cambio consistid en que:

1. Se prepararon placas de 96 micropozos con 100 ul de LB con la concentracién
adecuada del antibiético.

2. Cada micropozo fue inoculado con 50 ul de las suspensiones bacteriana obtenidas
al resuspender cada colonia seleccionada en 1 ml de solucién salina, como se
menciond antes.

3. En esta ocasion se seleccionaron 13 colonias de cada cepa y cada una de ellas se
probo con el o los antibidticos correspondientes a su resistencia.

4. Las placas se incubaron a 30 2C por 24 h, al término de las cuales se realizé su
lectura, de acuerdo con su turbidez.

5. Se seleccionaron aquellas colonias que no presentaban crecimiento, o en las que
éste era minimo; es decir, menos turbias, comparéandolas con los controles. Los
controles consistieron en: la cepa sin tratamiento como control positivo y como
control negativo, el medaio sin indculo.

6. A partir de los resultados obtenidos en las placas, se seleccionaron cinco colonias
de cada cepa a las que se hicieron antibiogramas como se explicoé en el
procedimiento anterior, asi como la extraccién de ADN plasmidico y electroforesis.

TRANSFORMACION

La transformacién es el proceso mediante el cual una célula puede tomar y expresar
ADN exdgeno. Los puntos cruciales en este proceso son la adquisicion de competencia
(el potencial de ser transformada), la unién del ADN a la superficie celular, toma e
integracion cromosomal o recirculacion de la molécuia transformadora (Summers 1996).

Preparacion de células competentes (Sambrook et al. 1989).

La tnica cepa que perdié su resistencia a un antibidtico después de perder su plasmido
fue HLBO, la cual se sembrd en estrias en una placa de agar LB al 2.5 % de NaCl e
incubd a 30 2C por 24 h.

1. Se inoculd una colonia en 100 ml de LB en un matraz de 250 ml e incubd a 30 °C
por 3 h, con agitacién constante a 300 rpm.

2. El cultivo se distribuyé en dos tubos estériles de propileno de 50 ml, previamente
enfriados en hielo. El cultivo se enfrié dejando los tubos en hielo durante 10 min.

3. A continuacion las células se recuperaron centrifugando a 4,000 rpm (2,218 x g)
durante 10 min a 4°C.

4. El medio fue decantado y el tubo colocado en posicion invertida por espacio de 1
min para drenar las trazas de medio que hubieran quedado.
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Cada pellet se resuspendié en 10.0 mi de CaClk 0.1M, previamente enfriado en
hielo.

En seguida, se recuperaron las células centrifugando a 4,000 rpm (2,218 x g). Se
decanto el tiquido y los tubos se invirtieron durante 1 min.

Los pellets se resuspendieron en 2.0 ml de CaCl 0.1M previamente enfriado en
hielo.

La suspension se distribuyé en tubos Eppendorf estériles, a razén de 50 ul por
microtubo, una parte fue almacenada a -70 °C y al mismo tiempo se procedid a
realizar la transformacion de las células competentes.

Transformacién de células competentes (Sambrook et al. 1989).

Ademas de las células competentes de HL60sp preparadas en el laboratorio, también
se llevé a cabo la transformacion de células competentes comerciales de Escherichia
coli DH5c (GIBCO, California, E. U. A.).

En ambos casos se probd hacer la transformacién con el plasmido extraido de HL60
con y sin reaccién de ligacién, a manera de prevencién, en caso de gue el plasmido no
se encontrara en forma circular; también se hicieron transformaciones utilizando el
plasmido comercial puc19 (New England Biolabs, Beverly, Massachusetts).

1.

A cada 50 ul de células competentes, se afadieron 5.0 pl, ya fuera de plasmido solo,
de reaccidn de ligacion o de puc19 . Los tubos se conservaron siempre en hielo.

2. Se agité brevemente y se incubd en hielo por 30 min.
3.
4. Se ahadieron 2.0 ml de medio SOC y se incubaron a 37 °C las preparaciones con

La mezcla se sometid a un shock térmico mediante la incubaciéon a 37 °C por 20 s.

DHSa y a 30 °C aquellas hechas con HL60; en ambos casos los cultivos se
mantuvieron en agitaciéon a 240 rpm por 1 h.

Los tubos se centrifugaron a 4,000 rpm (2,218 x g). Enseguida, se descarté el
sobrenadante y el pellet se disolvié en el liquido residual.

Finalmente se sembré en piacas de LB con y sin antibiético (con concentraciones de
500, 1,000 y 1,500 ug de cefalotina); se incubaron a 30 y 37 2C 24 h, HLGO0sp y
DH5a respectivamente.

Se lievé a cabo la extraccion de ADN para cada concentracion, tanto de HL60sp
como de DH5¢. .

35



RESULTADOS

PROCEDENCIA DE LAS CEPAS

De las 100 cepas utillizadas, 17 fueron aisladas de organismos aparenterente sanos y
83 de organismos que presentaban alguna lesion o afeccion. Del total de las cepas, 93
correspondieron a organismos juveniles, 5 a ejemplares reproductores y 2 a larvas (Fig.
3).

Las cepas se colectaron de organismos cultivados en l0s estados de: Sinaloa (57 de la
region sur 19 de la region norte v 7 de la region central), Nayarit (15), Sonora (1).
También se incluyé una cepa proveniente de Japon (Fig. 4).

Las bacterias estudiadas se aislaron de hemolinfa de camarén (HL), hepatopéancreas
(HP), macerado de estdmago con hepatopancreas (CE), lesiones (LE), exoesqueleto
(EX), estomago (ST), gonadas de reproductores (RE) y larvas con sindrome de bolitas
(PB). En la figura 5 se muestran los porcentajes correspondientes a cada uno de estos.

& Juvenil
M Reproductor
OLarvas

5% 2%

93%

Figura 3. Camarones peneidos de los que se aislaron las cepas bacterianas
(porcentaje).
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Figura 5. Procedencia de las cepas de acuerdo a la parte del organismo del que
aisladas.



SENSIBILIDAD DE LAS CEPAS A DIFERENTES ANTIBIOTICOS.

La sensibilidad de las cepas bacterianas analizadas presentd resultados variabies
(Tabla 3). Ei 83% de las cepas analizadas presentd resistencia a uno o més de los
antibicticos probados.

En la figura 6 se muestra la sensibilidad de las cepas analizadas, en porcentaje, a cada
uno de los antibidticos. Cabe destacar gue ninguna de las cepas estudiadas fue
resistente a enrofloxacin (ENR}) para el que se observé un 85% de sensibilidad y 5% de
sensibilidad intermedia, fiorfenicol (FL) con 98% de sensibilidad y 2% de sensibilidad
intermedia o cetriaxona (CRQO) que present6é 93% de sensibilidad y 7% de sensibilidad
intermedia. Ademéas de estos se observé una alta sensibilidad con netilmicina (NET)
99%, cloranfenicol (CL} 94%, gentamicina (GE)} 94% y trimetropim-sulfametoxazol
(SXT) 93%.

Las sensibilidades intermedias mas elevadas fueron para [a pefloxacina (PEF) 53%,
seguida por la amikacina (AK) y oxitetraciclina (OTC) con 36% y 25% respectivamente,
Sdlo 12 de las cepas fueron sensibies a todos los antibidticos y sélo una fue resistente
a 8 de los 15 antibidticos probados. La mayor parte de las cepas fue resistente a la
carbencilina (CB) y ampicilina (AM), 69% y 67% respectivamente.

Los diametros de los halos de inhibicién mds amplios se obtuvieron con enrofloxacin
(Promedio 28.64 mm, Max. 52.00, Min. 18.50, n=100, S.D. 5.54, Fig. 7) y los mas
pequefnos se observaron con ampicilina (Promedio 12.03 mm, Max. 30.00, Min. 6.00,
n=100, S.D. 7.22).

Los porcentajes de resistencia mas altos en las cepas aisladas de organismos
enfermos fueron: carbencilina (71.08%) y ampicilina (68.67%). Las sensibilidades mas
altas se presentaron con: netilmicina (100%), florfenicol (97.59%) y gentamicina
(96.39%) (Fig. 8).

En ias cepas aisladas de organismos sanos, 10s porcentajes de resistencia mas altos
se observaron con oxitetraciclina (58.82%), ampicilina y carbencilina (52.94%), y las
mayores sensibilidades se registraron para el florfenicol y ceftriaxona, alcanzando el
100% en ambos casos (Fig. 9).
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Figura 6. Porcentaje de cepas bacterianas de acuerdo a su sensibilidad a cada
antibiético.
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Figura 7. Zona de inhibicion promedio de las cepas para los distintos antibidticos
aplicados, el intervaio de confianza del 95%. Asi como los valores maximos y minimos.
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Figura 8. Susceptibilidad de las cepas aisladas de organismos enfermos a los

antibidticos probados.
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Figura 9. Sensibilidad de las cepas aisladas de organismos sanos a los antibiéticos.
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PRESENCIA DE PLASMIDOS.

Se analizo la presencia o ausencia de plasmidos para el 30% de las cepas, para lo cual
se escogieron al azar cepas con resistencia a uno o varios antibiéticos, asi como
algunas cepas sensibles a todos los antibidticos. Esto con e! fin de aumentar las
posibilidades de encontrar algin plasmido que confiriera resistencia a uno o mas
antibiéticos.

De las 30 cepas analizadas, 25 (83%) resultaron contener uno 0 mas pldsmidos (Tabla
5; Fotos 1, 2, 3); 13 de ellas presentan un solo plasmido de aproximadamente 21 kb
pares de bases (pb), 1 con un plasmido de 37,436 pb, 1 con un plasmido de 12,816 pb,
1 con uno de 23 kb, 2 contienen 2 bandas de 21 kb y 84 kb, 1 presenta 2 bandas de 21
kb y 83 kb, 1 tiene 2 bandas de 21 y de 0.8 kb, 1 contiene 3 bandas de 21, 3 y 0.8 kb,
otra 3 de 21, 6 y 3 kb y una mas 3 de 21, 2 y 1, finalmente una cepa presenté 6 bandas
de 84, 54, 37, 26, 21 y 6 kb.

“CURING” DE PLASMIDOS.

En las pruebas preliminares para la eliminacién de los plasmidos se utilizaron las cepas
HL2, HL33 y HL61 (Foto 4). La tabla 4 muestra los resultados obtenidos para cada uno
de los tratamientos aplicados. En el caso del naranja de acridina séio fue posible hacer
extracciéon para la concentracion de 50 ug ml’, ya que fue la Unica en la que
presentaron crecimiento y fue suficiente para provocar la pérdida de los plasmidos en
todas las cepas. Ninguna de las cepas perdié los plasmidos con el tratamiento a base
de SDS al 10%. Sélo HL2 perdidé sus plasmidos con la concentracion de bromuro de
etidio de 50 ug mi”, mientras que las 3 cepas los perdieron con la concentracién de 200

ug mi™.

A partir de los resultados anteriores se escogié el tratamiento de bromuro de etidio a la
concentracién de 200 pug ml', ya que si bien todas las cepas perdieron sus plasmidos
con el naranja de acridina a la concentracién de 50 pg mi™ los residuos no pueden ser
desechados de una manera segura para la salud. Sin embargo, a pesar de que el
bromuro de etidio, al igual que el naranja de acridina, es un compuesto cancerigeno y
mutageénico de alto riesgo, existe una forma de neutralizarlo (Apéndice I) de tal manera
que puede ser desechado sin riesgos.

Dicho tratamiento se aplicé a todas las cepas en gue se encontraron plasmidos y que
presentaban resistencia a uno o mas antibicticos. Se tratd un total de 21 cepas, de las
cuales 7 perdieron sus plasmidos: HL2, HL33, HL51, HL60, HL61, HL108 y HP43
(Tabla 5; Fotos 5, 6, 7, 8). Las 17 cepas que no perdieron su contenido plasmidico
varian tanto en su peffil plasmidico como en su resistencia a los antibidticos entre si.

Todas, a excepcion de HL2, presentaron cambios en su sensibilidad a los antibioticos;
de estas se seleccionaron aquellas cuyo cambio fue mayor: HL33, HL51, HL60 y HP43
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(Tabla 6), para estas cepas se determiné la concentracién minima inhibitoria para los
antibidticos a los que eran resistentes (Tabla 7).

Finalmente, después de aplicar el tratamiento de “curing” a las 4 cepas, se
seleccionaron 13 colonias de cada cepa, que fueron probadas con la concentracién
correspondiente de antibidtico como se explicé anteriormente en la metodologia. De las
13 colonias, se seleccionaron las 5 de cada cepa que no presentaron o presentaron
menor crecimiento. En los antibiogramas aplicados a éstas, s6lo se observé un cambio
en una colonia de la cepa HL60 que pasé de ser resistente a cefalotina a ser sensible
(Foto 9).

Las extracciones y electroforesis realizadas a las 4 cepas mostraron que la dnica cepa
que perdié su plasmido fue HL60, con la que se llevaron a cabo las pruebas de
competencia y transformacioén (Foto 10).

Se logré hacer competente a la cepa HL80sp (sin plasmido), asi como transformarla
con e! plasmido que contenia la misma cepa originalmente que codifica para resistencia
a cefalotina y de ia misma manera se consiguié transformar células competentes de
DH5a (Gibco, California, E. U. A.) con el mismo plasmido.

En ambos casos se observé la expresiéon del plasmido, es decir la manifestacién dela
resistencia a cefalotina, al darse el crecimiento de las bacterias en LB agar preparado
con el antibidtico y la presencia de éste en las células se corrobord por medio de
electroforesis (Foto 11). Estos procedimientos se llevaron a cabo en dos ocasiones,
ambas con éxito.
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Tabla 3. Antibiogramas de las cepas analizadas, didmetro en mm y su equivalente de

acuerdo a la tabla de sensibilidad: sensible (S), intermedia (1) y resistente (R).

Organismo  Procedencia. Cepa AK AM [o1:] CF gXi CRO Ci GE NET NF  PEF  SXT 1EM-‘{ OxXT FL
Juvenit Sinaloa Sur CEt 5 R 2] I 5 5 5 ] 5 [ 1 5 5 R I
18.0 70 7.0 165 245 210 260 210 200 185 205 255 285 140 300
Juvenid Sinaloa Sur CE3 l R R i S s s s s s i 8 [ 1 s
15.0 70 7.0 150 2860 250 260 175 185 t7¢ 190 180 285 155 300
Juvenil Simnaloa Sur CE4 1 R R s s s s s s s 1 s ] R 5
16.5 78 7.0 220 260 _ 275 300 195 235 18.0 205 225 265 132 285
Juven Sinaloa Sur CES R 21 R 1 L] S s 8 s ] i s 5 I S
14.0 70 160 160 250 265 250 175 185 175 195 200 295 142 300
Juvenit Sinafoa Sur CE6 i R R s S s s g ] 1 [ s s R S5
15.0 7.0 155 185 23C 245 280 180 200 166 200 265 245 14.0 280
Juvan! Sinaloa Sur CE8 i 2 R i 5 s S s 13 s | S 8 i |
154 70 160 175 255 260 270 180 20¢ 180 185 255 240 145 2885
Juventt Sinagica Sur CEs R R R s 5 S S S5 s 5 i s S R s
13.5 70 70 200 260 265 280 200 19.5 190 200 200 305 70 320
Juvenil Sinalog Sur CE0 1 f R S s 5 s 8 s s | s 8 1 s
150 70 160 200 245 250 280 180 200 195 195 255 260 155 300
Juvenil Sinalea Sur CEN I R R I 5 ] s 5 s s 1 s S ) s
16.0 70 165 170 235 240 275 19.5 19.5 190 200 260 265 165 205
Juvenil Sinaloa Sur CE12 | R R [ ] ] s ] 3 s 1 8 5 1 5
15.5 70 i85 170 2709 275 2650 190 180 170 195 235 250 155 3¢5
Juvenl Smaloa Sur CE13 I R R s S S s s k] S 1 8 s 1 S
155 7.0 7.0 18.0 250 23.5 275 190 18.0 17.5 19.0 245 265 145 298
Juvenil Sinaloa Sur CE14 f R R s ] 5 s s s I I ) s ] -]
16.0 7.0 165 185 255 260 260 200 200 160 195 205 245 16.3 306
Juvenit Sinaloa Sur CE15 i R R 1 5 S 8 s s I 1 3 S | 5
16 0 7.0 70 175 275 285 275 195 200 165 19.0 260 29.0 15.5 36.0
duvenl Sinaloa Sur CE16 R R R s s S S S s s | s s A 5
135 7.0 70 180 250 23.0 250 65 215 170 180 255 285 140 298
Juversd Sinaloa Sur EX1 | R R S s s ] S S s ; s I s S
18.8 70 7.5 113 203 248 290 200 202 230 226 304 185 230 2590
uvernl Singioa Sur EX2 i A R 1 | S ) S s b | s s I s
160 7.0 75 155 225 230 260 185 220 200 20.0 290 285 135 280
Juven:d Sinaloa Sur HL2 1 R R I s s s 5 s S S 5] S s 5
5.5 70 11.5 170 260 290 270 90 20.0 200 255 250 27S 220 265
Juvenut Sinaloa Sur HL3 S R s I ] S S s S s s s 5 s s
155 250 265 230 300 300 250 185 225 175 30.0 290 355 14 5 250
Suvend Sinaloa Sur ML2S i R R R [ | ] S L] s i s S S5 s
165 70 a0 120 280 200 220 280 130 190 185 220 220 250 300
Juveri Sinaloa Sur HL29 s R R s s s K] S 5 S S ) 5 S s
15.2 75 75 14 4 23.8 27 6 169 16.0 178 169 240 138 200 280 230
Juvenil Sialoa Sur HL30 s S ] S R R 1 s s s S S S S 5
18.0 70 7.0 170 250 220 308 180 210 180 230 250 325 25.0 260
Juvend Sinaloa None HL32 R R R S s S s s S S s S S S S
120 100 160 210 260 300 230 16 ¢ 180 195 260 230 270 290 320
Juvem Sinaloa Norte HL33 I R R S S S ] S s S 1 5 S S S
155 70 70 295 230 25.0 290 190 210 220 200 280 270 235 22.0
Juveni) Sinaloa Norte HL34 S s S s S S S s S S S S S S S
230 250 230 250 250 250 230 230 250 250 250 250 26¢ 320 345
Juverd Sinalog Norte HL35 | R R R 1 S S 8 5 s ! S s S S
16.0 70 70 140 205 225 260 17.5 190 205 190 240 215 300 280
Juverf Sinaloa Norta HL36 s R R 1 ] S s s s s s 5 s 8 s
265 7.0 70 175 2680 _ 220 290 170 220 220 235 250 260 185 240
Juvenil Sinaloa Norte HL37 R f R S S S S s S s I S s S s
14.0 7.0 70 190 260 250 300 210 230 210 225 240 260 240 290

Amikacina {AK), ampicifina (AM), carbencilina (CB), cefalotina (CF), cefotaxima (CXT), cetriaxona
{CRQ), cloramfenico!l (CL), gentamicina (GE), netilmicina (NET), nitrofurantoina {NF), pefloxacina

{PEF), trimetoprim-sulfametoxazol (SXT), enrofloxacin (ENR), oxitetraciclina {OXT), florfenicol (FL)




Tabla 3. Antibiogramas de las cepas analizadas, diametro en mm y su equivalente de
acuerdo a la tabla de sen3|bmdad sensible (8), intermedia (1) y resistente (R).

_Organismo _Procedencia____Cey AK M CB CF OXT _CRO Ol GE NET NF_PEF ST ENR OXT FL_
Juverul Sinaloa Norte HL38 i R R R i 3 s S s s I 8 8 5 s
16.0 7.0 70 140 225 220 220 17.0 19.0 200 180 200 225 228 230
duvesnl Sinaloa Norte HL39 k R R i | 5 s $ S s I S S R
155 7.0 7.0 170 220 25 245 19.0 18.0 190 215 180 275 140 305
Juveril Sinaloa Norte HL40 | " R R s s ] s ] s ! s ] ] s
16.0 70 7.0 135 230 220 255 170 200 185 190 180 250 270 290
Juvenit Nayant HL41 8 5 S S s S 5 s s S 8 s s s )
230 250 230 250 250 250 23.0 230 250 250 25.0 250 400 270 300
Juvent Nayant HL42 s 5 5 8 S s s s s 8 3 s -1 8 S
170 250 230 250 250 250 230 210 25.0 250 250 250 290 23¢ 330
Jduvenil Nayant HL44 R s A 8 8 s s S s S s s s s S
140 200 130 220 280 250 240 17.0 180 250 250 300 360 305 300
Juvenl Nayarit HL4S s 8 8 S s ) s s s s 8 s s S s
230 200 230 190 250 300 230 230 50 250 2850 250 290 283 285
Juvenil Nayant HL46 s ] S R ] ] s S 5 5 S ] ] S 5
230 250 230 110 250 340 230 230 25.0 250 25.0 250 420 285 395
Juveni Nayarit HL48 8 ] s s s s s L) s s ) s 3 S S
230 250 230 250 250 250 230 230 25.0 260 250 250 270 280 305
Juvenil Nayarit HL49 24 g s S -] 5 s ] ) - S 5 S s S
120 200 230 250 250 250 230 230 250 250 2590 280 270 210 310
Juveni Nayarit HL50 s 5 s s ] § s 5 s 5 S 3 5 8 ]
230 250 230 250 350 250 230 230 250 250 250 250 410 273 270
Juverit Nayant HLs1 8 R A R s 1 S 5 s s k] S s s s
19.0 7.0 70 7.0 250 205 18.0 270 25.0 225 245 260 300 150 310
Juveml Nayant HLE2 5 ] S S 3] R R 8 s s s S 5 S s
18,0 100 110 140 360 320 300 160 240 240 340 350 360 16.0 238
Juvenil Sinaloa Norte HL53 s R S 1 R R R ) 5 t ] S 5 S ]
160 100 70 11.0 200 260 270 1860 210 210 280 300 350 145 230
Juvenit Sinaloa Sur HL54 8 R R R 8 s s 8 s <) i S s R
180 7.0 70 70 300 250 300 210 200 240 200 300 250 1.0 295
Juveel Sinaloa Sur HL5S s R B R s ) S s s s I s s R s
20.0 7.0 13.0 20 260 300 300 200 200 200 210 270 225 8.5 275
Juvenit Sinaloa Sur HL56 S R R R 1 | s s ] s S 8 ! 8
180 70 7.0 7.0 150 180 225 230 24.0 230 235 260 240 270 280
Juvenil Sinatoa Sur HLS7 S R R R I 8 8 s 3 s | s t S 5
180 70 7.0 70 200 250 3¢ 180 190 240 200 220 200 190 290
Juvenil Sinaloa Sur HL58 [ R R R s s 8 S s ) I 5 | S s
16.0 70 120 5.0 230 300 30.0 160 20.0 250 200 250 200 210 270
Juvent Snaloa Sur HLSS s s S 3 5 s S S s S 5 ] S S s
180 360 300 300 300 300 300 160 16.0 320 240 300 205 240 285
Juvend Snaloa Sur HLEG 5 S R i S S s S S ) | S s s S
210 18.5 145 70 255 245 270 230 205 280 190 270 350 195 285
Juveml Sinaloa Sur HLET A R 2] R 1 ] 1 ! 5 R 1 3 S i s
130 7.0 70 70 180 230 140 14.0 170 150 170 130 280 7.0 270
Juvonit Sinaloa Sur HL77 R s | s 8 ) S s S S s S s | s
130 230 200 210 250 250 220 16.0 200 220 270 260 235 155 28.0
Juven| Sinaloa Sur HLB6 R R R S s 5 S S | i s S s R s
2.0 220 260 22.0 0.0 290 230 200 210 250 250 290 360 155 299
Juvenl Sinalga Sur HL97 S I S s 5 s S S s s s s S s s
23.0 220 230 215 250 305 230 190 25¢ 21Q 285 260 300 158 325
Juvenil Sinaloa Nore HL105 | R R R i ) s s 5 s [ S s s S
160 70 1.0 130 210 210 250 16.0 200 195 170 265 235 220 210
Juvenil Sinaloa Centro HL106 3 R 1 S S 5 5 s S S S S S 1 S
160 70 17.5 18.0 270 250 250 180 19¢ 205 260 270 275 16 5 26.0
Juvenil Sinaloa Cantro HL107 R R A | S 5 S s S s ! S & S §5
125 70 70 150 23.5 220 270 180 180 180 165 240 23.0 24.8 27.0
Juvenil Sinaioa Centro HL108 s R R R s 5 S5 S 5 S | 5 S 5 S
176 7.0 70 140 250 265 270 180 200 230 220 235 240 235 250
Juvenll Sinaloa Centro HL109 s R R S | 5 S 5 s S | S s S s

18 5 70 7.0 260 220 240 275 17.0 200 200 210 240 280 230 240
Amikacina (AK), ampicilina (AM), carbencilina (CB), cefalotina (CF), cefotaxima (CXT), cetriaxona
(CRO), cloramfenicol (CL), gentamicina (GE), netiimicina (NET), nitrofurantoina {NF), pefioxacina
(PEF), trimetoprim-sulfametoxazol (SXT), enrofloxacin (ENR), oxitetraciciina (OXT), florfenicol (FL)
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Tabla 3. Antibiogramas de las cepas analizadas, didmetro en mm y su equivalente de
acuerdo a la tabla de sensibilidad: sensible (S), intermedia (i) y resistente (R).

msmo Pmm% Cepa AK AM CB CF CXT _CRQ CL GE NET NF PEF SXT ENR OXT FL
Jvenil Sinaloa Centre HET10 s t R s s 1 s 5 S S i S s s s
170 120 7.0 185 245 255 280 205 215 210 215 260 245 248 295
Juvenit Sinaloa Centro HL11t S R ! | s S s ) s S ! R S R S
17.5 7.0 175 160 260 230 280 19¢ 210 215 225 100 260 140 228
Juvenil Nayarit HL112 s S s S 5 S S 5 S S S S s S S
230 1890 230 185 250 290 230 235 250 280 260 250 32.0 265 330
Juvent Simaloa Sur HP8 S S s S s S ) S s s s s s S s
230 250 230 250 250 250 230 230 280 230 260 250 260 285 290
Juvenil Sinaloa Sur HP17 i R R R I s S 5 s S i s ) AR s
19.0 70 7.0 8% 300 310 3206 190 210 160 210 260 2565 170 275
Juvenyl Sinaloa Sur HP22 S R R R s 8 s S s S ; ) 5 R s
245 70 7.0 1.5 230 279 260 180 180 175 150 245 240 13.0 285
Juvenin Sinaloa Sur HF26 R R 8 S S s R R R R R s s R f
120 100 240 180 320 260 110 100 105 70 70 180 520 140 245
Juovent Sinaloa Sur HP27 | I R ! s s ] ) s 5 s s s R S
15.0 12.0 7.0 170 230 280 270 160 180 180 240 260 285 180 27&
Juvenil Sinajoa Sur HP28 8 B R S s ) s ) 1 S s E 8 R S
170 7o 70 190 280 286 260 180 220 200 250 240 230 170 278
Juvenil Sinaloa Sur HP34 s R R § I S 5 S s S S S S R S
18.0 7.0 120 200 200 300 260 200 220 200 260 250 270 1.5 280
Juveryt Sinaloa Sur HP35 S s S S 8 S S R i ) R s S S s
14.0 70 2.0 9.0 260 270 300 140 200 170 160 260 240 200 230
Juveny! Sinaloa Nerta HP37? { R A R i I S s ) s 1 S s R
180 70 70 125 220 200 250 150 190 200 186 250 275 110 230
Juveri Nayant HPA0 s R S | R R i L] S 3 8 s ] i s
150 70 70 165 270 270 30 1558 195 190 160 280 225 120 250
Juveril Nayant HP41 t R R 3 L] -] S | S S 5 ] S S s
150 70 70 170 280 27¢ 280 150 185 180 2006 270 25Q¢ 135 253
Juvenil Nayant HP42 s 5 s S S s s 8 s S S S 5 R s
230 250 230 250 250 250 230 230 250 250 250 250 380 105 305
Juverul Nayant HP43 s R R R i L] i s S R ] i 3 R S
17.0 7.0 11.0 7.0 220 270 140 190 200 150 200 1206 220 230 275
Juvenii Sinaloa Norte HP44 1 "] R R ! S | s S S 1 ! s ]
150 70 70 70 190 23.0 130 180 200 240 170 f30 235 223 208
Juvenil Sinaioa Norte HP45 R R R R H i 8 5 s S f 2] s R 1
140 70 7.6 130 200 200 230 170 185 190 175 190 255 110 205
Juvenl Stnalea Norte HP46 i R R R | s s S 8 -1 t s s R S
150 7.0 70 125 220 25¢ 260 19¢ 15.0 180 t60 270 265 110 230
Juvenil Siraloa Norte HP47 R R R R | ! s 3 s 1 | S i | S
140 7.0 70 140 200 180 245 50 170 160 165 230 200 155 280
Repreductor  Sinaloa Sur HPS0 S I s R s 5 S s S S s S 5 s s
140 260 366 220 300 260 3¢0 160 22.0 205 270 270 365 155 295
Reproductor  Sunaloa Sur HP51 S s S s s s S A 1 S5 R l S S S
155 11.0 120 150 300 320 270 15.0 180 220 270 250 360 200 260
Reproductor  Simaloa Sur HPS52 ] R R I s s S s S S 1 s S R S
160 7.0 70 175 280 250 30.0 190 220 200 210 280 330 130 300
Reproductor  Sinaloa Sur HPSS R R R R R A s s S S S S S | s
10.5 17.5 210 189 255 260 245 130 165 200 240 270 335 15.0 275
Juvend  Sinaloa Centro HPS5 i R R S S S 3 s s S | s s R S
160 7.0 80 220 27D 260 300 180 200 200 220 150 265 135 29.0
Juvanil Sinaloa Sur HP§1 s | S S S 1 ] s S s s S s s S
200 190 8¢ 225 250 310 230 230 22,0 230 240 250 345 158 20
Juven! Sinaloa Sur HPE3 2] R R S ] s S S s S s s s R 8
120 7.0 120 280 300 250 240 180 250 230 250 280 355 70 255
Juverut Sinaloa Sur HPG4 S R R R S S s S S s i s s R ]
180 70 70 140 260 250 300 190 220 220 220 260 275 140 245
Juvecui Sinaloa Sur HP72 R S I S S s s 5 s S s s S R S
14 0 200 220 210 260 260 260 160 160 200 245 270 330 4.0 230
Sueonit Sinaloa Sur HPT3 R R R S S S S S 3 S S S S R S
12.0 70 70 240 240 300 255 160 20 260 00 260 345 Io 285
Amikacina (AK), ampicilina (AM), carbencilina (CB), cefaiotina (CF), cefotaxima (CXT), cetriaxona

(CRO), cloramfenicol (CL), gentamicina (GE), netilmicina (NET), nitrofurantoina (NF), pefloxacina
(PEF), trimetoprim-sulfametoxazal (8XT), enrofloxacin {(ENR), oxitetraciclina (OXT), florfenicol (FL)
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Tabla 3. Antibiogramas de las cepas analizadas, didmetro en mm y su equivalente de
acuerdo a la tabla de sensibilidad: sensible (S}, intermedia (I} y resistente (R).

mxm Procadencia. Cepa AK AM CB CF CXT CRO CL GE NET NE  PEF SXT _ENR__ OXT L
AP R

Juvend Sinaloa Sur HP74 R L) ! | s ! 5 I S s s 5 8 1 5
130 19§ 190 170 230 200 250 130 150 170 280 240 345 170 260

Juveenl Sinaloa Sur HP76 5 R R ! I 5 ] S 5 S5 1 5 ) R s
18.0 7.0 7.0 160 220 220 280 190 205 210 210 220 320 180 268

Juvans Sinaloa Sur HP100 R ] | S s S ] s K S 5 5 8 I ]
140 150 190 180 240 240 240 170 160 180 230 255 340 145 290

Kiver! Snaloa Norte LET I R R R s s H) S S s i E] 3 I s
16.0 7.0 70 120 250 270 250 19.0 220 170 200 2605 2785 175 225

Juven! Sinaloa Norte LEZ s 1 3 1 g S 8 S 5 § 5 S s ] 5
160 250 250 250 250 250 250 160 250 210 280 250 280 340 350

Juvenl Sinaloa Norte LE4 S 8 ) I ] | - s S s ] 8 S I S5
160 t70 220 180 260 270 300 200 1y0 220 229 200 300 300 253

Reproductor Sonota RE2 S 5 s 5 s R 5 S 8 3 S s ] I s
8.8 7.0 70 70 3¢ 300 245 300 240 220 240 300 300 154 830

Juvend Smaloa Sur STS 5 8 S H 8 S 8 5 s s 5 3 s 3 35
230 250 230 250 250 250 230 236 250 250 250 250 375 250 280

Juvand Sinaloa Sur §T11 R s i § ) s 8 i ] ! [ S I ) t
130 166 200 180 250 270 220 140 160 150 170 220 290 245 250

Juvonit Sinaloa Sur STi5 5 s s 5 8 S 5 -3 S 8 S S s 5 s
230 250 230 250 250 250 230 230 250 250 250 250 320 235 300

Larvas Smalog Sur PB3a £ 5§ S I I s s s 5 5 s 5 S R S

240 165 256 168 282  29.1 134 250 233 190 255 217 310 100 270

Larves Sinaloa Sur PBS s R 1 R s 8 S5 5 5 ) s R s 1 5
17.0 g4 221 130 243 252 19.1 177 212 184 237 80 270 185 215

Juverl Japén V penoida S s s $ s s s s s s 5 s S S s

230 250 240 220 270 250 260 230 250 260 250 240 350 320 335

Amikacina (AK), ampicilina (AM}, carbencilina (CB), cefaiotina (CF}, cefotaxima (CXT), cetriaxona

{(CRO), cloramfenicol (CL), gentamicina (GE), netiimicina (NET), nitrofurantoina (NF), pefloxacina
(PEF)}, trimetoprim-sulfametoxazol {SXT), enrofloxacin (ENR), oxitetraciclina (OXT), florfenicol (FL)

Tabla 4. Tratamientos preliminares para el “curing” de plasmidos. Las concentraciones
[]sedanenugml’.

Cepa Resistencia Plasmido(s) Tamano(bp) Tratamiento Perdida del

Plasmido
SDE 10% NO
HL2 AM, CB 2 21226 NA [50] NO
819 BE [50] Sl
BE [200] Sl
SDS 10% NO
HL.33 AM, CB 1 21226 NA [50] Sl
BE [50] NO
BE [200] Sl
SDS 10% NO
HL&1 AK, AM, 1 21226 NA [50] Sl
CB, CF BE [50] NO
BE [200] Sl

SDS= sodio lauril sulfato, NA= naranja de acridina, BE= bromuro de etidio.
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Tabla 5. Contenido de plasmidos en las cepas analizadas, asi como la pérdida o conservacion de estos
después del tratamiento de “curing” con bromuro de etido a una concentracién de 200 ug ml”'. Sensible
significa que o es a todos los antibidticos usados

Cepa Resistencia Plasmido(s) Tamano{bp) Pérdida de Pidgsmido(s)
EX2 AM, CB 2 84299 NO
21226
HL2 AM, CB 2 21226 Si
819
HL25 AM, CB, CF 1 21226 NO
HL33 AM, CB 1 21226 St
HL36 AM, CB 1 21226 NO
HL41 SENSIBLE 1 21226 -
HL42 SENSIBLE 1 12816
HL45 SENSIBLE 0 — ——
HL48 SENSIBLE 1 23575 —
HL51 AM, CB, CF 1 21226 8t
HL57 AM, CB, CF 1 21226 NO
HL&O CB,CF 1 21226 Si
HL&1 AK, AM, CB, CF 1 21226 Si
HL105 AM, CB, CF 1 21226 NO
HL107 AK, AM, CB 1 21226 NO
HL108 AM, CB, CF 3 21226 Sl
3261
819
HL109 AM, CB 1 - 37436 NO
HP17 AM, CB 1 21226 NO
HP28 OXT, AK, AM, CL, o) — —
GE, NET, NF, PEF
HP27 cB 3 21226 NO
6259
3550
HP28 AM, CB 3 21226 NO
2132
1074
HP37 OXT, AM, CB, CF 0 --
HP41 AM, CB, OXT 2 84299 NO
21226
HP42 OXT 2 37436 NO
21226
HP43 AM, CB, CF 2 83373 Sl
21226
HP4s OXT, AK, AM, CB, CF 0 -
HP55 AK 0
HP76 AM, CB 1 21226 NO
LEA1 AM, CB, CF 1 21226 NO
PB3g OoxXT 6 84299 NO
54566
37436
26851
21226
6353

AM= ampicilina, AK= amikacina, C8= carbencihna, CF= cefalotinga, O= oxitetracicling, CL= cloramfenicol, GE=

gentamicina, NET= netimicina, NF= nitrofurantoina, PEF= pefioxacina.

EX= exoesqueleto, HL= hemolinfa, HP= hepatopdncreas, LE= lesién, PB= postlarvas con sindrome de bolitas.

Las cepas sensibles y aquellas que no prasentaron pidsmdos no fueron sometidas a “curing” (---).
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Tabla 6. Sensibilidad de las cepas con plasmidos antes y después del tratamiento de
“curing” para cada uno de los antibidticos a los que presentd resistencia. Zona de
inhibicion en mm y su equivalencia de acuerdo a la tabla de sensibilidad. Las cepas que
presentaron cambios en su sensibilidad se presentan en negritas.

Después del Tratamiento

CEPA Control Min Max

Prom SD
Halo mm  Sensibilidad Halomm  Sensibilidad Halomm  Sensibilidad mm

EX2(AM) 8.0 R 7.0 R 11.0 R 8.60 1.52
EX2(CB) 7.0 R 7.0 R 9.0 R B.00 1.00
HL2(AM) 7.0 R 7.0 R 7.0 R 7.00 0.00
HL2(CB) 9.0 R 7.0 R 7.0 R 7.00 0.00
HL25{AM) 7.0 R 7.0 R 10.0 R 7.60 1.34
HL25(CB) 8.0 R 8.0 R 12.0 R 9.20 1.79
HL25(CF) 11.0 R 16.0 1 18.0 S 17.00 1.00
HL33(AM) 7.0 R 8.0 R 12.0 i 10.40 2.61
HL33(CB) 70 R 70 R 12.0 R 9.40 1.95
HL3IG(AM) 7.0 R 7.0 R 7.0 R 700 0.00
HL386{CB) 7.0 R 7.0 R 10.0 R 9.40 1.34
HLST{AM) 11.0 R 10 R 17.0 s 14.80 2.28
HL5¥{CB} 3.0 R 19.0 ! 27.0 S 11.78 3.44
HL51(CF) 7.0 R 7.0 R 8.0 R 7.80 0.45
HL57{AM} 7.0 R 70 R 10,0 R 7.60 1.34
HLS7(CB} 7.0 R 1.0 R 5.0 R 12.80 1.64
HL57(CF) 9.0 R 17.0 | 19.0 s 18.00 1.00
HLE0(CB) 14.0 ] 17.0 R 220 [ 20.60 2.07
HLGO(CF) 7.0 R 14.0 R 18.0 s 15.60 1.08
HLG1(AM) 7.0 R 12.0 i 14.0 L 13.20 0.84
HL&1(CB) 10.0 R 11.0 R 14.0 R 12.80 1.10
HLE1{AK) 7.0 R 7.0 R 8.0 R 7.20 045
HL&1{CF) 14.0 R 14.0 R 13.0 R 13.60 0.55
HL105(AM) 7.0 = 7.0 R 7.0 R 7.00 0.00
HL105(CB) 7.0 R 7.0 R 7.0 R 7.00 0.00
HL105(CF) 1.0 R 10.0 R 1.0 R 10.60 0.55
HL107(AM) 7.0 =] 7.0 R 7.0 R 7.00 .00
HL107{CB) 7.0 R 7.0 R 7.0 R 7.00 0.00
HL107{AK) 7.0 R 7.0 R 7.0 R 7.00 0.00
HL108{AM} 7.0 R 7.0 R 10.0 R 8.60 1.52
HI.108(CB) 7.0 R 7.0 R 7.0 R 7.00 0.00
HL108(CF) 12.0 R 14.0 R 16.0 f 15.00 0.71
HL109(AM) 8.0 R 80 R 9.0 R 8.80 0.45
HL109(CB) 7.0 R 7.0 R 7.0 R 7.00 0.00
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Tabla 6. Sensibilidad de las cepas con pldsmidos antes y después del tratamiento de
“curing” para cada uno de los antibidticos a los que presentd resistencia. Zona de
inhibicién en mm y su equivalencia de acuerdo a la tabla de sensibilidad. Las cepas que

presentaron cambios en su sensibilidad se presentan en negritas.

Después del Tratamiento

CEPA Control Min Max Prom 8D
Halo mm Sensibilidad  Haloe mm Sensibiidad Halo mm Sensibildad mm

HP17{AM) 7.0 R 7.0 R 7.0 R 7.00 0.00
MP17{CB) 7.0 R 7.0 i 7.0 R 7.00 6.00
HP17(CF) 8.0 R 8.0 R 10,0 R 8 40 0.88
HP27{CB) 12.0 R 13.0 R 16.0 R 15.20 1.30
HP28(AM) 7.0 R 7.0 R 7.0 R 7.00 0.00
HP28(CB) 13.0 R 13.0 R 15.0 R 14.00 1.00
HP41{AM) 7.0 R 7.0 R 7.0 R 7.00 0.00
HP41(CB) 186.0 R 15.0 A 17.0 R 15.80 1.10
HP42(0OXT) 10.0 R 10.0 R 11.0 R 105 0.45
HP43({AM) 7.0 3 8.0 R 10.0 R 9.40 0.89
HP43(CB) 16.0 R 13.0 R 18.0 ! 16.00 2.00
HP43(CF) 7.0 R 7.0 R 11.0 R 9.00 1.41
HP76(AM) 7.0 R 7.0 R 7.0 R 7.00 0.00
HP76(CB) 7.0 R 7.0 R 7.0 R 7.00 0.00
LE${AM) 7.0 R 7.0 R 7.0 R 7.00 0.00
LE1(CB) 7.0 R 7.0 R 7.0 R 7.00 .00
LE{{CF) 14.0 R 14,0 R 15.0 | 14.80 0.45
PB3a(CXT) 12.0 R 10.0 R 120 R 11.00 1.15

Tabla 7. Concentracion minima inhibitoria (ug mi”) de las cepas seleccionadas.

Cepa Ampicilina (AM) Carbencilina (CB) Cefalotina (CF)
HL33 3000 6000

HL51 3000 2000 3000
HL60 222 3000
HP43 180 2000 110

HL60 no es resistente a ampicilina y HL33 no lo es para cefalotina por lo que no se
les practico MIC para estos antibioticos.
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Foto 1. Plasmidos extraidos de las cepas seleccionadas. Carril 1: HL41, 2: HP26, 3:
HP85, 4: HP37, 5: HL61, 6: HP43, 7: Cepa de referencia E. coli V517, 8: Cepa de
referencia TP116, ©: Cepa de referencia V. Anguillarum, 10: Marcador de pesc
molecular Marker ill (Boehringer, Mannhein, Alemania).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Foto 2. Plasmidos extraidos de las cepas seleccionadas. Carril 1; PB3a, 2: HL2, 3:
HP41, 4: HP42, 5: HL108, 6: HL109, 7: EX2, 8: HL33, 9: HL36, 10: Cepa de referencia
V. anguilfarum, 11 Cepa de referencia E. coli V517, 12: Marcador de peso molecular
Marker |l (Boehringer, Mannhein, Alemania).

1 2 3 4 5 6 7 8 ¢ 10 1112
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Foto 3. Extracciones realizadas a las cepas en los tratamientos preliminares de
"curing”. Carril 1: HL2*, 2: HL33*, 3: HL6&1*, 4: HL2', 5: HL33', 6: HL61", 7: HL33 (SDS),
8: HL2, 9: HL33, 10: HL61. *Cepas tratadas con bromuro de etidio, 'Cepas tratadas con
naranja de acridina, HL33 (SDS) fue la unica cepa que crecidé con SDS, carriles 8,9 y 10
cepas sin fratamiento.

12 3 4 6 6 7 8 9 10 1112

Foto 4. Extracciones realizadas a las cepas tratadas con bromuro de etidio. Carril 1:
HL25', 2: HL25*, 3: HP17', 4. HP17*, 5: HP27', 6: HP27*, 7: Marcador de peso
molecuiar Marker Ill (Boehringer, Mannhein, Alemania). 'Cepas sin tratamiento, *Cepas
tratadas.

1 2 3 4 5 6 7 8
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Foto 5. Extracciones realizadas a las cepas tratadas con bromuro de etidio. Carril 1:
HL25 , 2:HL41, 3: HL51, 4: HL57, 5: HL60, 6: HL105, 7: HL107, 8: HP27, 9: HP28, 10:

HP76, 11: LE1, 12: Marcador de peso molecular Marker 1l (Boehringer, Mannhein,
Alemania).

2 3 4 5 6 7 8 910 11 12

Foto 6. Extracciones realizadas a las cepas fratadas con bromuro de etidio. Carril 1:
HL33, 2: HL36, 3: HP27, 4. HP41, 5: HL108, 6: HP42,7. HP43, 8: EX2, 9: HL61, 10;

HL41, 11: HL109, 12: Marcador de peso molecular Marker llI (Boehringer, Mannhein,
Alemania).

1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12

52



DISCUSION

La mayoria de las cepas estudiadas presentaron resistencia a uno 0 mas antibiéticos
utilizados en medicina humana, especialmente a carbencilina (69%), ampicilina (67%) y
cefalotina (32%), mientras que para los antibidticos empleados en camaronicultura
(enrofloxacin, florfenicol, cloranfenicol y oxitetraciclina) sélo se observaron cepas
resistentes a cioranfenicol (1%) y oxitetraciclina {31%), éstos también usados en
medicina humana y veterinaria. Esto fambién se ha observado en estudios sobre cepas
de Vibrio aisladas de camarén en Indonesia, India y Tailandia, asi como en cepas de
Aeromonas, Vibrio y Edwardsella aisladas de peces, donde se ha visto resistencia a
ampicilina, penicilina, kanamicina, tetraciclina, eritromicina, oxitetraciclina, cloranfenicol,
estreptomicina y sulfamonometoxina entre otros (Abraham et al. 1997; Angka 1997;
Bhattacharya et ai. 2000; Jawahar et al. 1897; Chanratchakool et al. 1995; Masuyoshi et
al. 1988; Zhao et al. 1991; Aoki 1997; Son et al. 1997 y Adams et al. 1998).

Como se ha mencionado anteriormente, la carbencilina, ampicilina y cefalotina
pertenecen a la familia de los B-lactamatos cuyo mecanismo de accidon consiste en
impedir que la pared celular sea constituida normalmente; en cambio, el florfenicol,
cloranfenicol y oxitetraciclina, son antibacterianos que inhiben la sintesis de proteinas y
el enrofloxacin inhibe la sintesis del ADN. Lo encontrado en este estudio indica que los
genes que ccdifican la resistencia a los f-lactamatos, esta ampliamente distribuido
entre las cepas aqui utilizadas y que probablemente, dicha resistencia se deba a la
produccién de S-lactamasas, mientras que los mecanismos de accion del enrofloxacin,
florfenicol y cloranfenicol resultan ser mas efectivos, a excepcion de la oxitetraciclina.
Tan sdlo una de las cepas sometidas a “curing” en el presente estudio demostré ser
resistente a cefalotina debido a la presencia de un plasmido, mientras que la
permanencia de la resistencia a distintos antibiéticos por las demas cepas que
perdieron su(s) plasmido(s) podria resultar de genes del cromosoma de las bacterias.

En pruebas realizadas con diversos antibidticos sobre su toxicidad y seguridad en el
cultivo de larvas de camardn llevadas a cabo por Rodney et al. (1992), se observo que
los antibioticos con mayor potencial para ser utilizados en cultivo larvario fueron la
oxitetraciclina, cloranfenicol, enrofloxacin, florfenicol y romet. Esto coincide con lo
encontrado en este estudio, ya que el enrofloxacin, florfenicol y cloranfenicol mostraron
ser los antibidticos mas eficaces en contra de las cepas seleccionadas. Los resultados
obtenidos en esta evaluacion tambien concuerdan con los encontrados por Mohney et
al. (1992), en los que se realizaron pruebas de concentracion minima inhibitoria (MiC)
con varios antibidticos en 13 cepas de bacterias Gram negativas. Ellos encontraron que
el enrofloxacin, el florfenicol y el cloranfenicol son los antibidticos mas efectivos.

De igual manera, Rodney y colaboradores (1992) considera a la oxitetraciclina como un
antibiotico que aun puede ser util en el tratamiento de enfermedades. Sin embargo, su
eficacia disminuye constantemente debido a la aparicion de cepas resistentes a este, lo
que también podemos apreciar en la figura 4, donde la oxitetraciclina presenta un 44%
de cepas sensibles 25% de cepas con sensibilidad intermedia y 31% de cepas
resistentes.
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Como se menciond anteriormente, los plasmidos pueden presentarse en distintas
formas dentro de una misma preparacion, por lo que un mismo plasmido podria ser
observado como varias bandas en el gel. Sorum (2000) encontré variaciones en el perfil
plasmidico de varias cepas de A. salmonicida ssp salmonicida que presentaban de 1 a
4 bandas que iban de 79 a 159.6 kb, en repetidas extracciones, cultivadas en distintas
condiciones. La hibridacién ADN-ADN sugeria la presencia de un solo pldsmido de que
podia presentarse en 4 formas. Una posibilidad alternativa seria la presencia de 4
plasmidos, cada uno compartiendo secuencias en comun, pero que de manera
individual no siempre se replicaran lo suficiente para que sus bandas alcanzaran a
apreciarse visualmente. En este trabajo se encontraron ocho cepas que presentaron
méas de una banda (Tabla 5); de acuerdo con lo anterior, estds bandas podrian
representar distintas formas de un mismo plasmido o bien ser cada una de ellas un
plasmido diferente. Ya que la informacion obtenida en este estudio no es suficiente para
discriminar entre una posibilidad y otra, se reportan los tamafnos de todas las bandas,
dejando pendiente la confirmacion.

En un estudio realizado por Sorum et al. {1993) con 15 cepas de Vibrio salmonicida
aisladas en Noruega, las islas Shetland, Islas Faroe y Canadd, se distinguieron 5
perfiles plasmidicos como los mas comunes. Todas presentaron un plasmido de 31.9
kb; ademas los perfiles incluyeron plasmidos de 4.3, 5.2, 8.4 y 92.7 kb. En general, el
tamano de los plasmidos encontrados en este estudio fue mucho mayor, predominando
aquellos entre los 21.2 a 84.3 kb.

De las 25 cepas que presentaron piasmidos 21 de ellas contienen un plasmido de 21.2
kb; en 13 (52%) de estas, es el unico plasmido presente, siendo asi el perfil dominante.
En total es posible distinguir 12 perfiles distintos en que se repiten algunas bandas, 3
cepas contienen una banda de 84.3 kb, 3 una de 37.4 kb, y 2 mas una de 0.8 kb (Tabla
5). Un total de 11 cepas, de las 25 con plasmidos, provinieron de Sinaloa sur, 4 de
Sinaloa norte, 3 de Sinaloa centro y 7 de Nayarit, por lo que al parecer el piasmido de
21.2 kb se encuentra ampliamente distribuido entre las cepas de Vibrio en camarén
cultivado y no existe una gran variacion en cuanto a los perfiles tomando en cuenta que
varian las regiones, asi como las especies.

El tamafio de los plasmidos que codifican resistencia a uno o mas antibidticos
reportados en la literatura es muy variable y frecuentemente omitido. Falbo et al. (19S99)
reportan un piasmido de 91.2 kb aislado de cepas de Vibrio cholerae, Sanda y Eger
(1996) encontraron un plasmido de 38 kb codificando resistencia a oxitetraciclina,
trimetoprim y sulfadiazina en cepas de Vibrio, Son et al. (1997) hablan de dos
plasmidos de 6.2 y 63.4 kb que codifican ampicilina y tetraciclina en cepas de
Aeromonas hydrophila, Aoki (1997) reporta plasmidos que van de 44.08 a 51.68 kb, con
resistencia al cloranfenicol, sulfonamida y estreptomicina en Japon, y combinaciones de
sulfonamida, estreptomicina, trimetoprim y /o tetraciclina en irlanda, en cepas de A.
salmonicida. En este estudio, se encontré un plasmido de 21.2 kb en la cepa HL60,
tentativamente identificada como Vibrio parahaemolyticus que codifica resistencia a
cefalotina. La cefalotina es un antibidtico de la clase de las cefalosporinas, que
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pertenecen a la familia de los f-lactamatos, por lo que la resistencia de HL60 debe ser
por la produccion de algun tipo de B-lactamasa. No se encontraron reportes sobre
plasmidos codificando resistencia a este antibidtico; sin embargo, como se ha
mencionado anteriormente, la resistencia a [(-lactamatos estd bien documentada
(Abraham et al. 1997; Bhattacharya et al. 2000; Jawahar et al. 1997; Essack 2000).

Como se ha dicho, el “curing” y la transferencia de un plasmido de una cepa a otra son
formas de probar si un plasmido codifica 0 no cierta caracteristica en una bacteria. En
un estudio realizado por Osmanagaoglu et al. (2000) se consiguid el “curing” de un
plasmido aplicando concentraciones de 3 a 25 ug m!"' de bromuro de etidio en una cepa
de Pediococcus acidilactici. Asi mismo Giles et al. (1995) utilizaron concentraciones de
100 ug mI"* de bromuro de etidio provocando la pérdida de plasmidos en cepas de A.
salmonicida y Vibrio anguillarum. En el presente trabajo se aplicaron concentraciones
de 50, 100 y 200 ug mi”, siendo la mas efectiva la de 200 ug mi”'. La diferencia entre
las concentraciones aplicadas en los distintos estudios se debe a que no es posible
estandarizar el tratamiento, ya que las bacterias responden de distinta manera ante
este tipo de agentes, no solo por tratarse de distintas especies, sino que la respuesta
varia segun la cepa; razon por la cual los tratamientos de “curing” se hacen a prueba y
error. Esta dificultad quedo claramente representada con la pérdida de los piasmidos en
sblo 7 (28%) de las 25 cepas tratadas.

La transferencia de un plasmido de una bacteria a otra puede hacerse mediante
experimentos de conjugacion, cultivando juntas a la cepa donadora y a la recipiente, o
por la transformacion de células competentes con el plasmido deseado. Se han
transformado células de Escherichia coli con plasmidos aislados de cepas de Vibrio
anguillarum que confieren resistencia al cloranfenicol, kanamicina, sulfamonometoxina,
estreptomicina, tetraciclina y trimetoprim, con la expresién de dicha resistencia en las
bacterias transformadas (Masuyoshi et al. 1988 y Zhao et al. 1991). Asi mismo, en un
estudio realizado por Son et al. (1997) transfirieron plasmidos con resistencia a la
ampicilina y tetraciclina de A. hydrophila a E. coli en experimentos de conjugacidn.
También por medio de experimentos de conjugacion, Adams et al. (1998), transfirieron
plasmidos con resistencia a la oxitetraciclina a E. coli. En este estudio, por primera vez ,
se realizd la transformacidén de células competentes de E. coli, asi como de células
competentes de HL60sp (sin su plasmido) con un plasmido silvestre extraido de una
cepa aislada de un camardn enfermo en México, el plasmido extraido de HLGO,
observandose la expresion tanto en E. coli como en HL60sp de la resistencia a la
cefalotina.

Sandaa y Enger (1996} transfirieron por conjugacion un plasmido aislado de A.
salmonicida con resistencia a la oxitetraciclina, trimetoprim y sulfadiazina, tanto a
miembros de la familia Vibrionaceae comoc a miembros de las familias
Enterobacteriaceae, Pseudomonacea, e inciuso a una bacteria Gram-positiva,
Lactobacillus sp. La existencia de pldsmidos capaces de ser transferidos a bacterias de
otras familias, asi como el que pudieran existir plasmidos en bacterias relacionadas con
animales consumidos por el hombre, que ademas de contar con esta caracteristica
codificaran resistencia a antibidticos utilizados en el cuidado de la salud humana es
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muy importante. Si tomamos en cuenta la interaccion reportada por Witte (2000),
Caprioli et al. (2000) y Rhodes et al. (2000), entre los ambientes humanos y de
acuicultura, con la posible transmision de bacterias resistentes de animales a humanos
esto daria como resultado la diseminacion de la resistencia codificada por vectores
como los plasmidos entre patégenos de animales a patégenos de humanos.

Los resultados obtenidos en este estudio contribuyen con informacion de gran utilidad
sobre la eficiencia de distintitos antibidticos, ademas de que al parecer es el primer
estudio realizado sobre la susceptibilidad de bacterias aisladas de camarones
cultivados en México, lo cual nos permite conocer un poco sobre la situacion de algunos
de los antibiéticos méas utilizados actualmente en la camaronicultura en nuestro pais.
Asi mismo, provee una visién sobre la susceptibilidad o resistencia de las bacterias
aisladas de camarones enfermos. Esto podria servir como base para un monitoreo de la
poblacion bacteriana en animales enfermos, con el fin de vigilar la aparicion de cepas
resistentes y ayudar a utilizar de una mejor manera los antibiéticos.

También es importante resaltar que no se cuenta con publicaciones sobre el perfil
plasmidico de cepas de Vibrios aisladas de camarones en México, ni estudios que
traten de relacionar la presencia de piasmidos con la resistencia antibiotica presentada
por estas cepas.

Finalmente, la informacion aqui presentada puede ser util para futuras investigaciones
sobre la resistencia antibidtica de vibrios aislados de camarén en cultive y su origen a
nivel genético, asi como para la caracterizaciéon de este tipo de cepas por su perfil
plasmidico.
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CONCLUSIONES

. Un alto porcentaje de las cepas estudiadas fue resistente a uno o més
antibidticos. Los antibidticos mas efectivos fueron enrofloxacin, florfenicol y
ceftriaxona, ya que ninguna cepa presentd resistencia a ellos. Los antibidticos a
los que se observé mayor resistencia fueron la carbencilina, ampiciiina y
cefalotina.

. Del 30% de cepas en que se analizo la presencia/ausencia de plasmidos 24 de
ellas contienen de 1 a 6 bandas, distinguiéndose 12 perfiles distintos. El peifil
predominante (52%) fue el de un plasmido de aproximadamente 21 kb.

. Se logré la eliminacién del o los plasmidos en el 28% de las cepas tratadas con
bromuro de etidio a una concentracién de 200 ug ml™".

. Se observo la pérdida de la resistencia a cefalotina, antibidtico perteneciente a la
familia de los B-lactamatos en la cepa HL60 después de haber perdido su Gnico
plasmido.

. Tanto HL6B0O sin plasmido como las células competentes de E. coli DH5q,
pudieron transformarse con éxito con el plasmido de HLB0, observandose la
expresion de la resistencia a cefalotina en ambas cepas.
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PERSPECTIVAS

Se recomienda llevar a cabo la caracterizacién de los plasmidos mediante digestién con
enzimas de restriccidon, con el fin de dilucidar, en el caso de aquellas cepas que
contienen mas de una banda, de cuantos piasmidos se trata. Asi mismo, seria
recomendable el caracterizar los plasmidos de acuerdo con su grupo de
incompatibilidad, lo cual permite clasificarlos, independientemente de si codifican o no
algun tipo de resistencia.

Ya que el “curing” con bromuro de etidio no resulté ser efectivo al 100%, se podria
probar con otras técnicas como temperatura o electroporacién. O bien, en lugar de
tratar de eliminar el pldsmido de ias cepas, hacer experimentos de conjugacion para ver
si es factible la transferencia de ios plasmidos de esta manera, asi como su resistencia.
Eilo también nos daria una idea mas proxima a la realidad en cuanto a si estos
plasmidos son capaces de transferirse de una bacteria a otra en el medio ambiente.

En cuanto al plasmido de HL80, seria interesante determinar si produce una f-
lactamasa y si es asi de qué tipo se trata, asi como localizar y secuenciar el gen que
confiere la resistencia en este pldsmido y realizar experimentos de conjugacién tanto
con E. coli como con Vibrios que no contengan pldsmidos y no sean resistentes a la
cefalotina.
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APENDICE

Medio Luria-Bertani (LB, Sambrook 1989)

Agua Destilada $50.0 ml

Bacto-triptona (Difco, Detroit, E. U. A.) 10.0g

Extracto de levadura (Bioxon, México) 5.0g

NaCi (Merk, Darmstadt, Alemania, Alemania) 10.0g

t

. Disolver y ajustar el pH a 7.0 con NaOH 5 N (Merk, Darmstadt, Alemania,

Alemania) o HCI 1 N. (JT Baker, Xalostoc, México, México)
Aforar a 1 | con agua destilada y esterilizar 15 min a 121 °C.

Agar Luria-Bertani (LB, Sambrook 1989)

Agua Destilada 950.0 mi
Bacto-triptona (Difco, Detroit, E. U. A)) 10.0¢g
Extracto de levadura (Bioxon, México) 509
NaCl (Merk, Darmstadt, Alemania) 10.0¢g
Agar Bacteriolégico (Bioxon, México) 15.04g

. Disolver y ajustar el pH a 7.0 con NaOH 5 N (Merk, Darmstadt, Alemania) o HCI

1 N. (JT Baker, Xalostoc, México).
Aforar a 1 | con agua destilada y esterilizar 15 min a 121 °C.

Medio SOC (Sambroock 1989)

Agua destilada 950.0 ml
Bacto-triptona (Difco, Detroit, E. U. A.) 20.0¢g
Extracto de levadura (Bioxon, México) 50¢9
NaCl (Merk, Darmstadt, Alemania) 05g

. Disolver y ahadir 10 ml de KCi (Merk, Darmstadt, Alemania) 250 mM. Ajustar el

pH a 7.0 NaOH 5 N (Merk, Darmstadt, Alemania} o HCI 1 N. (JT Baker, Xalostoc,

México, México). Llevar a 1 | con agua destilada y esterilizar como en el medio
anterior.

Permitir que se enfrie y agregar 20 m! de la solucién de glucosa.
Solucidon de Glucosa

Glucosa (Difco, Detroit, E. U. A} 18.049
Agua destilada 90.0 ml
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P §

. Disolvery llevar a 100 ml,

Esterilizar mediante filtracidon con microfiltro de 0.22 p.

Agar de Soya Tripticaseina (TSA, Difco, Detroit, E. U. A.)

Agua destilada 1000.0 ml

Caseina 15.0¢g

Exiracto de Soya 509 T
Agar 16.0¢

. De acuerdo con las instrucciones del fabricante, suspender 30.0 g de medio en

1.0 1 de agua.

Calentar a punto de ebuliicién y a continuacion esterilizar en autoclave'a 121 °C
durante 15 min.

Agar de Mueller Hinton (MH, Difco, Detroit, E. U. A.)

Extracto de carne 30.0g
Hidrollizado acido de caseina 175¢
Almidon 15¢g
Agar 15.0¢g
Agua destilada 1000.0 ml

. Preparar de acuerdo con las instrucciones del fabricante, suspender 37.0 g de

medio en 1.0 | de agua.

Calentar a punto de ebullicion y a continuacion esterilizar en autoclave a 121 °C
durante 15 min.

Descontaminacién de Bromuro de Etidio (Sambrook 1989)

Agua destilada

0.5 M KMnO, (Productos Quimicos de Monterrey)
2.5 N HCI (Sigma, San Louis, E. U. A))

2.5 N NaOH (Merk, Darmstadt, Alemania).

. ARadir suficiente agua para reducir fa concentracion de bromuro de etidio a

menos de 0.5 mg mi™.

Agregar 1 volumen iguai al que se esta descontaminando de 0.5 M KMnQOa.
Mezclar con cuidado y afiadir 1 volumen de 2.5 N HCL. Mezclar cuidadosamente
y permitir que la solucion repose durante varias horas a temperatura ambiente.
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3. Anadir T volumen de 2.5 N NaOH. Mezclar cuidadosamente y desechar la
solucion.

Nota: El KMnO, es irritante y explosivo, por lo que las soluciones que lo contengan
deben manejarse en dentro de una campana de extraccion.

Buffer de fosfatos 0.1 M, pH 8 (Isenberg 1992)
Solucién stock A (0.2 M)

* Agua destilada
e KoHPQO, (Faga-Lab, Mazailan) 9.128 g

1. Disolver en matraz volumétrico aforando a 200 ml y esterilizar 15 min a 121 °C

Solucidn stock B (0.2 M)

e Agua destilada
KHPQ, {Faga-Lab, Mazatlan) 2.72g

1. Disolver en matréz volumétrico y aforar a 100 mi. Esterilizar 15 min a 121 °C.
Solucién de Trabajo (0.1 M)

1. Mezclar 2.65 ml de |a solucién A con 47.35 ml de la solucion B vy llevar a 100 mi.
2. Ajustar el pH con NaOH 1 N o H3PO4 0.1 M.

Buffer TBE 10x (Sambrook 1989)

s Agua destilada 750.0 m!
« Tris base (Sigma, San Louis, E. U. A.)) 108.0¢g
 Acido bdrico (Sigma, San. Louis) 55.09
« EDTA (Sigma, San. Louis) 895¢

1. Ajustar el pH a 8.3 con NaOH 5 N (Merk, Darmstadt, Alemania) o HCI 1 N. (JT
Baker, Xalostoc, México).
2. Filtrar y ajustar el volumen a 1.0 1.

Buffer de Carga (Sambrook 1989)

» Agua destilada
» Azul de bromofenol {Sigma, San Louis, E. U. A)) 0.06g
« Gilicerol {Productos Quimicos de Monterrey) 7.5 ml

1. Aforar a 25.0 ml con agua destilada.
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