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RESUMEN

Dentro del cultivo del camaron, la utilizacion de antibi6ticos es de uso comun para el
control de las enfermedades. La tendencia actual es restringir el uso de drogas, evitando los
efectos secundarios como son aparicion de cepas bacterianas resistentes debido al uso
indiscriminado de éstos. Por ello el uso de probioticos es una alternativa potencial en la
prevencion de las enfermedades bacterianas que afectan a los organismos de cultivo. El
presente trabajo tuvo por objetivo obtener de camarones adultos y de ostion de placer
Crassostrea corteziensis cepas bacterianas con caracteristicas probioticas y ver su efecto en la
supervivencia larval de L. vannamei. Se aislaron 44 cepas de intestinos y glandulas digestivas
de organismos sanos que fueron probadas mediante la técnica de inhibicion in vitro, de las
cuales solo cuatro aislamientos bacterianos mostraron tener un efecto inhibitorio sobre Vibrio
alginolyticus y V. parahaemolyticus. Para observar el efecto de las 4 cepas seleccionadas en la
supervivencia larval de L. vannamei, se realizaron bioensayos en unidades experimentales de
3 L (150 nauplios/It) con nauplios no tratados como control. Las cepas bacterianas fueron
inoculadas a una concentracion de 10° UFC/mL obteniéndose mejores porcentajes de
supervivencia con 3 cepas codificadas como YO-1-2-1, YC5-8 y YPD10%*1. De éstas se
seleccionaron las dos primeras para probar su efecto protector en nauplios y la Gltima se
descartd por ocasionar deformidades en las larvas. Para ello se realizaron bioensayos con las
mismas unidades experimentales y numero de organismos/L y se utilizaron 3 diferentes
concentraciones de cada una de las bacterias seleccionadas, asi como dos mezclas de ambas
cepas, a diferentes concentraciones (M1 y M2: 10* y 10° UFC/mL, respectivamente), ademas
de un tratamiento adicional de oxitetraciclina y un cultivo control al cual no se le adicion6
bacterias. Los mejores porcentajes de supervivencia larval fueron obtenidos con los
tratamientos con las mezclas bacterianas, lo que atribuye una posible complementacion para
maximizar el efecto positivo en los organismos en cultivo. De acuerdo al sistema BIOLOG la
cepa YO-I-2-1 fue identificada como Pseudomonas aeruginosa. En lo que respecta a la cepa
YC5-8, los datos indican similitud con la cepa Burkholderia cepacia. De acuerdo a los
resultados obtenidos ambas bacterias se perfilan como buenas candidatas a probidticos para
ser utilizadas en el cultivo larvario de camaron blanco.



ABSTRACT

Using antibiotics in the shrimp culture is a common activity to control diseases. The
actual tendency is to restrain the use of drugs, to avoid secondary effects like apparition of
resisting bacterial strains due for an indiscriminate use of this. For there, the use of probiotics
IS a potential alternative to prevent the bacterial diseases that affect the organisms of a culture.
The aim of this study was obtaining from adult shrimps and cortez oyster Crassostrea
corteziensis bacterial strains with probiotic characteristics and to see the effect on the larval
survival of L. vannamei. A total of 44 strains of guts and digestive glands were isolated from
healthy organisms which were tested in technical inhibition in vitro, from which ones of the
only four of the isolated bacteria showed inhibitory effect in Vibrio alginolyticus y V.
parahemolyticus. The effect of the four selected strains on the survival larval of L. vannamei
was evaluated in experimental tanks of 3L (150 org/L). Nauplii without treatment were used
as a control. Bacterial strains were inoculated at a concentration of 10° UFC/mL improving the
survival percentages with 3 code strains like YO-I-2-1, YC5-8 y YPD10% From these, the first
2 were selected to evaluate their protector effect in nauplii and the last was discarded for it
caused deformities in the larvae. So, bioassays were made with the same experimental units
and number of organisms/L and it was used 3 different concentrations for each selected
bacteria, so as 2 mixes of both strains, at different concentrations (M1 y M2: 10* y 10°
UFC/mL, respectively), moreover of an additional treatment of oxitetraciclin and control
culture which no counting bacteria was added. The best percentage of larval survival was
obtained from the treatments with the bacteria mixes, attributed at possible complementation
to increment the positive effect in the culture organisms. The identification was realized with
BIOLOG system, which indicated strain YO-I-2-1 as Pseudomonas aeruginosa. Strain YC5-8
indicated a similarity with Burkholderia cepacia. From the results obtained, both bacteria are
profiled as good candidates for probiotics to be used in the larvae culture of white shrimp.
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I. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES.

La acuacultura se ha consolidado como una actividad industrial de gran importancia
econdémica debido a la gran cantidad de divisas que genera. El rapido crecimiento de esta
actividad es debido al incremento en el consumo per capita de proteinas animales a nivel
mundial durante los Gltimos 15 afios y a la domesticacion de la mayor parte de las especies de
cultivo, que ha permitido cerrar su ciclo bioldgico en cautiverio y por lo tanto producir en
ambientes controlados los juveniles necesarios para su siembra en los sistemas de engorda (De
Silva, 2000). De igual forma, la camaronicultura alcanza cada vez niveles de mayor
importancia, destacandose como una de las actividades de mas rapido crecimiento y expansion
a nivel mundial (Martinez-Cordova, 2002). Esto ha causado un rapido desarrollo en la
produccién de postlarvas de camardn para el abastecimiento de los sistemas de cultivo. Sin
embargo, el desarrollo de la industria camaronera alrededor del mundo también ha sido
caracterizado por el reconocimiento de muchas restricciones en la produccion, tales como las
enfermedades (Jory, 1998).

Los microorganismos son de mucha importancia en acuacultura, ellos se desarrollan en
sedimentos y en aguas de cultivo afectando muchos aspectos de la vida en el ambiente
acuatico; ya sea produciendo o consumiendo oxigeno, como alimento para organismos de
mayor tamafio, como recicladores de nutrientes y como patégenos potenciales para los
organismos en cultivo (Gatesoupe, 1999). Dentro del mundo de los microorganismos se
pueden mencionar a las bacterias, hongos, algas, protozoarios y virus. Dentro de éstos, las
bacterias pueden tener un efecto positivo o0 negativo en los sistemas de cultivo debido a su
habilidad de multiplicarse rdpidamente y a sus tiempos de generacion que son muy cortos y
van de pocos minutos a horas (Gatesoupe, 1999).

La actividad bacteriana positiva incluye degradacién de materia organica, eliminacion
de materiales toxicos tales como amonio, nitritos y sulfatos de hidrogeno, alimento para
animales acuaticos y produccion de sustancias inhibitorias.

La aplicacion de indculos bacterianos a los organismos de cultivo filtroalimentadores
tales como rotiferos, bivalvos y crustaceos, ya sea en larvas o adultos, puede resultar como un

alimento complementario o contribuir a la buena digestion del organismo que la consume, asi



como ayudar en la supresion de patdgenos en el agua de cultivo. Entre los principales géneros
de bacterias benéficas presentes se pueden mencionar Lactobacillus, Carnobacterium,
Bacillus, Nitrobacter. Cellulomonas, Rhodopseudomonas, Pseudomonas, Flavobacterium,
Pseudoalteromonas y Acinetobacter, de entre otras, que actan beneficiando al organismo en
si 0 a su entorno (calidad de agua). Observaciones obtenidas en experimentos con animales,
indican que bacterias probioticas (&cido lacticas) administradas oralmente pueden inducir la
resistencia a infecciones entéricas (Holzapfel et al., 1998), de igual forma hay reportes que
demuestran que algunos compuestos bacterianos actian como un inmunoestimulantes en peces
y crustaceos, pero s6lo compuestos de células especificas o células no vivas fueron usados en
estos estudios.

Dentro de los efectos negativos se puede incluir enfermedades causadas por
microorganismos patogenos, jugando un papel critico en la produccion sustentable de la
acuacultura; como principales géneros patdgenos se pueden mencionar Vibrio, Aeromonas,
Lagenidium, Edwardsiella (Gatesoupe, 1999). Cuando el ambiente acuatico es enriquecido por
la acumulacion de materia organica, pueden crecer varias especies de bacterias de estos
géneros. Vibrio spp. puede crecer rapidamente, no solo porque tiene una alta tasa de
crecimiento, sino porque se adaptan a condiciones con deficiencia de oxigeno. Por tales
razones, este género bacteriano es uno de los que mas infectan a peces, crustaceos y moluscos
en cultivo.

El cultivo de camaron es una actividad de alto riesgo donde la aparicion vy
diseminacion de enfermedades pueden afectar seriamente su produccion (Vargas-Albores,
1995). En camarones peneidos se han aislado bacterias del género Vibrio como causantes de
enfermedades, entre las que destacan principalmente V. parahaemolyticus, V. alginolyticus, V.
harveyi (Garriques y Arevalo, 1995) y V. penaeicida (Aguirre-Guzman y Ascencio-Valle,
2001).

En los laboratorios de produccion larvaria, el unico méetodo practicado para el manejo
de poblaciones bacterianas indeseables ha sido el uso de compuestos quimioterapeticos, sin
embargo, éstos afectan tanto a las bacterias indeseables como a las benéficas (Balcazar, 2002).
Con ello, el uso excesivo e inapropiado de antimicrobianos ha favorecido la presencia de

cepas resistentes a bacterias; a pesar de ésto, muy pocos metodos alternativos de control de



enfermedades han sido encontrados, por lo que es esencial que nuevos métodos sean
adoptados como el uso de bacterias en donde el antagonismo que generan ciertas sustancias
producidas por algunas poblaciones bacterianas, pueda ser usado para inhibir el crecimiento de
patdgenos como una medida potencialmente factible para ser considerada como beneficio
especifico de los organismos en cultivo (Ringo y Gatesoupe, 1998; Maeda, 2002). Bajo este
principio ha surgido el empleo de microorganismos benéficos Ilamados probidticos, los cuales
son utilizados como control bioldgico en la prevencion de ataques bacterianos (Balcazar,
2002).

El término probidtico fue usado por primera vez por Lilly y Stillwell (1965), quienes
propusieron la definicion “substancias producidas por un microorganismo que estimula el
crecimiento de otro”. Después, Parker (1974) defini6 a los probidticos como “organismos y
substancias los cuales contribuyen al balance intestinal”; pero dado que esta definicion incluia
antibidticos y acidos grasos de cadenas cortas, Fuller (1989) propuso una definicion maés
precisa: “suplemento alimenticio de microorganismos vivos que al ser consumidos afectan
benéficamente al consumidor al mantener un balance adecuado de la microflora intestinal”.
En este mismo sentido, Tannock (1997) sugirié una definicion alternativa de probidticos
como: células microbianas que son administradas a un organismo por una via para entrar al
tracto gastrointestinal que pueden ser retenidas y permanecer con vida con el fin de proveer
salud al organismo hospedero. Basado en la observacion de que los organismos son capaces
de modificar la composicion bacteriana de agua y sedimentos, Moriarty (1999) sugirié que la
definicion de un probidtico en acuacultura deberia incluir la adicion de las bacterias vivas a
los tanques o estanques en los cuales los animales se cultivan.

Actualmente en acuacultura, el término probiético usualmente se refiere a un
suplemento bacteriano de un cultivo o la mezcla de cultivos de bacterias seleccionadas. Estas
bacterias son adicionadas a los sistemas de produccion acuicola para modificar o manipular las
comunidades microbianas en el agua y sedimento, para reducir o eliminar a las especies
patogenas seleccionadas, y para mejorar el crecimiento y supervivencia de las especies
acuaticas en cultivo (Jory, 1998).

Entonces los tratamientos con probioticos pueden ser considerados como métodos de

control biologicos y por ello se les ha Ilamado organismos de biocontrol, los cuales limitan o



eliminan plagas por la introduccion de organismos adversos, parésitos libres o patdgenos
especificos. Maeda et al., (1997) proponen como métodos de biocontrol, tratamientos usando
"el antagonismo entre microbios” a través de los cuales los patégenos pueden ser eliminados o
reducidos en numero en los tanques o estanques de cultivo. En otra clasificacion aparte,
deberia considerarse las aplicaciones de bacterias nitrificantes que estan relacionadas con el
concepto de bioremediacion (Moriarty, 1997, 1998). Asi, Gatesoupe (1999) propone una

clasificacion tentativa de tratamientos microbianos usados en acuacultura (Figura 1).

Preparacion microbiana

7

Antagonismo a Mejora la calidad del agua
patogenos

transitorio o residente en
el tracto gastrointestinal

No, incierto Si

BIOREMEDIACION

PROBIOTICOS
BIOCONTROL ( PROBIOTICOS

Figura 1. Clasificacion tentativa de tratamientos microbianos usados en acuacultura, de
acuerdo a la siguiente terminologia. EI término "Probidticos” es reservado a cepas transitorias
o residentes en el tracto gastrointestinal (Tannock, 1997), "biocontrol” implica solamente que
la cepa es antagoOnica a patogenos (Maeda et al., 1997) y "bioremediacion” se refiere a la
eliminacion de residuos contaminantes por los microbios (Moriarty, 1997, 1998).



En la actualidad se ha incrementado la busqueda de microorganismos probi6ticos con
fines de mejorar los rendimientos en el cultivo de organismos acuaticos, bajo el término de
“cultivos amigables” con el ambiente (Gatesoupe, 1999). Los diversos probidticos
examinados para uso en acuacultura han abarcado tanto bacterias gram-negativas como
bacterias gram-positivas, bacteri6fagos, levaduras y algas unicelulares. En particular, los
probidticos se han utilizados con éxito en un amplio nimero de invertebrados (Riquelme et
al., 1997; Araya et al., 1999; Ruiz-Ponte et al., 1999; Gémez-Gil et al., 2000; Riquelme et
al., 2000).

Bajo tales consideraciones, se han iniciado numerosos estudios enfocados en el uso de
probidticos en acuacultura, por ejemplo, Maeda y Liao (1992) aislaron una cepa de larvas de
Penaeus monodon, identificada como Thalassobacter utilis (Nogami et al., 1997), la cual fue
usada para el biocontrol de larvas de Penaeus monodon y Portunus trituberculatus. Este
biocontrol incrementd la supervivencia de las larvas y reprimio el crecimiento de V.
anguillarum (Nogami y Maeda, 1992).

Por otro lado, Garriques y Arévalo (1995), observaron el efecto antagénico de V.
alginolyticus, el cual fue seleccionado basandose en su aparente falta de patogenicidad y fue
inoculado en tanques que contenian postlarvas de L. vannamei. Al final del cultivo el
promedio de supervivencia y ganancia en peso de los organismos fue mayor en los tanques
que contenian el inéculo bacteriano y no se detectd la presencia de V. parahaemolyticus
comparado con los que recibieron la dosis profilactica de oxitetraciclina donde
aproximadamente el 10 % de las muestras presentd V. parahaemolyticus.

De igual forma, Rengpipat et al. (1998), reportaron el uso de Bacillus S11 como un
probiodtico administrado en Artemia sp. enriquecida utilizadas como alimento para larvas del
camarén tigre Penaeus monodon, encontrando que las larvas alimentadas con Artemia sp.
fortificada con el Bacillus sp. tuvieron significativamente menor tiempo de desarrollo y
menos problemas de enfermedades que las larvas que no recibieron el bacilo. Después de 100
dias, las larvas fueron probadas por inmersion contra V. harveyi, y al paso de 10 dias todos los
grupos tratados con el Bacillus S11 mostraron 100% de supervivencia en comparacién con el

grupo control que tuvo el 26%.



Asi mismo, Vaseeharan y Pamasamy (2003), evaluaron el efecto antagonico in vitro e
in vivo de Bacillus subtilis (cepa BT23) en larvas de Penaeus monodon. El extracto libre de
células de Bacillus subtilis mostr6 un amplio efecto inhibitorio para Vibrio harveyi aislado de
camarones de Penaeus monodon que presentaban la enfermedad de branquias negras. El
efecto probidtico de Bacillus fue probado exponiendo larvas a la bacteria a concentraciones de
105-10® UFC/mL por 6 dias retandolas después con V. harveyi a 103-10* UFC/mL en un
periodo de 1 hora de infeccion. Los resultados combinados del tratamiento probidtico a corto
y largo plazo mostraron un 90% de reduccién en la mortalidad acumulada, concluyendo que
las especies de vibrios patdgenos fueron controladas por B. subtilis bajo condiciones in vitro e
in vivo.

Asi mismo, Himabindu-Venkat et al. (2004), estudiaron 4 tratamientos probidticos en
dietas de postlarvas de Macrobrachium rosenbergii. Los experimentos fueron conducidos
durante 60 dias, todas las dietas fueron idénticas con la Unica variacion del linaje probidtico.
Los grupos T1'y T2 fueron alimentados con Lactobacillus acidophilus (140 x10'* UFC/100
g) y L. sporogenes (24 x 10" UFC/100 g), respectivamente.

Los organismos del grupo T3 fueron alimentados con L. sporogenes bioencapsulado
en nauplios de Artemia. Los grupos T4y T5, fueron alimentados con Artemia sp. Al final del
estudio se encontré que con todos los tratamientos se observd un mayor crecimiento que en el
grupo control y que la supervivencia no fue afectada por los probi6ticos en la dieta.

Por otra parte, Rodriguez et al. (2004), probaron el efecto inmunoestimulatorio en
camarones P. vannamei, utilizando tres cepas identificadas como Vibrio sp. P62, Vibrio sp.
P63 y Bacillus sp. P64 con efecto inhibitorio in vitro contra V. harveyi (S2). Los resultados
obtenidos indicaron que la cepa Bacillus sp. P64 mostré caracteristicas inmunoestimulatorias
y que las otras dos cepas solo mostraron buenas propiedades probidticas como son
antagonismo y colonizacion del tracto digestivo.

En lo que respecta a bacteriofagos, Park et al. (2000) trabajaron con dos cultivos de
bacteriofagos, los cuales fueron obtenidos de peces Ayus enfermos, Plecoglossus altivelis,
pertenecientes a las familias Myoviridae y Podoviridae. Por administracion oral (en
alimentos), los bacteri6fagos los protegieron contra la infeccién ocasionada por Pseudomonas

plecoglossicida, el cual es un patogeno para el cultivo del Ayu. El efecto de los bacteriofagos



en poblaciones de P. plecoglossicida y se concluy6 que hubo una répida disminucion en el
namero de células bacterianas de los peces y en el agua.

Por otra parte, Mohanty et al. (1996) demostraron que las levaduras tienen un buen
efecto probidtico. Estos autores utilizaron a la carpa Catla (Catla catla), para evaluar el
potencial de bacterias y levaduras, demostrando exitosamente que ambos candidatos
incrementaron la supervivencia y biomasa de los organismos en cultivo. De igual forma Naik
et al. (1999), usaron una premezcla comercial G-PROBIOTIC en tilapia, Oreochromis
mossambicus, y determinaron que la conversion alimenticia y eficiencia proteica fueron
mejores con una dosis de 7.5 g de G-PROBIOTIC/kg de dieta.

En un trabajo realizado por Scholz, et al, 1999, demostraron que las células y B-
glucanos de Saccharomyces cerevisiae, un aislado de S. exiguous conteniendo zeaxantinas
(HPPRI) y Phaffia rhodozima incrementaron la resistencia contra vibriosis en juveniles de
peneidos, ofreciendo los siguientes beneficios: fueron capaces de adherirse al intestino,
seguido de un realce en la secrecion de amilasas y una estimulacion de las enzimas de las
membranas en larvas de 27 dias de edad.

En general algunos investigadores citan que el efecto antibacteriano es debido a los
siguientes factores, uno u otro en forma individual o en combinacion: produccion de
antibidticos (Williams y Vickers, 1986), bacteriocinas (Bruno y Montville, 1993;
Vanderbergh, 1993; Pybus et al.,1994) lisozimas, proteasas, y/o perdxido de hidrégeno y la
alteracion de los valores de pH por la produccion de acidos orgéanicos, etc. (Sugita et al.,
1997).

El criterio para la seleccion de bacterias probi6ticas deberia incluir la evaluacién de los
métodos de colonizacion, habilidad competitiva contra patdégenos y los efectos
inmunoestimulatorios, asi como de crecimiento en los organismos de cultivo (Gatesoupe,
1999; Gomez-Gil et al., 2000).

La colonizacién de la cepa del probidtico en el huésped esta basada en la capacidad de
ésta para adherirse a la superficie de la mucosa o al epitelio intestinal y de ese modo
permanecer en el sistema, producir metabolitos que inhiban o antagonicen con la flora nativa,
ademas de inducir una posterior colonizacion y proliferacion, y sobrevivir a los rigores del

transito a través del tracto intestinal hasta el lugar de colonizacion (Aguirre-Guzman, 1993).



Los mecanismos tuvieron que ser sugeridos como modo de accion de bacterias

probidticas. En resumen, los mecanismos de accion que se han sugerido para los probidticos se

resumen en la tabla I.

Tabla I. Mecanismos de accion de bacterias con potencial probiético.

Microorganismo

Lactobacilos/Estreptococos Levaduras Microorganismo en
general (Fuller, 1989)
Cambio en la flora| Fuente de nutrientes || Estimulacion de la

bacteriana y reduccion de
microorganismos patogenos.

indispensables: aminoacidos,
vitaminas, oligoelementos.

respuesta inmune humoral
y/o celular.

Produccion de acido lactico,
con lo que se reduce el pH
en el sistema digestivo del
animal.

Optimizacion en el proceso
de absorcion de minerales,
especialmente  de  zinc,
potasio y cobre.

Alteracion del metabolismo
microbiano por el
incremento o decremento
de los niveles de enzimas
relevantes

Adhesion y/o colonizacion

Propiedades absorbentes, lo

de los microorganismos | que las convierte en fuentes

seleccionados al sistema || de nutrientes, y ademas

digestivo. actian como amortiguadores
de pH.

Prevencién por los || Propician condiciones de una

microorganismos de la| mayor anaerobiosis, lo que

sintesis de toxinas.

estimula el desarrollo de
microorganismos anaerobios
estrictos.

Produccién de antibioticos.

Actllan como atractantes
naturales, incrementando el
consumo por parte del
animal.

Exclusion competitiva en
los cuales el probidtico
antagoniza al patdgeno
potencial por la produccion
de compuestos inhibitorios
0 por la competencia por
nutrientes, espacio (sitios
de adhesion en el tracto
digestivo) u oxigeno.

Entre las especies probidticas utilizadas como agentes de control biologico en
acuacultura se pueden mencionar las bacterias acido lacticas (Lactobacillus, Carnobacterium,
etc), los géneros Vibrio (Vibrio alginolyticus, etc), Bacillus y Pseudomonas, ademas de

levaduras (Balcazar, 2002).



Las Pseudomonas son bacterias Gram-negativas, bacilos rectos o ligeramente curvos,
no helicoidales, mdviles con flagelos polares monotricos y multitricos, no esporulados,
citocromo oxidasa positiva, catalasa positivos. La deteccion del pigmento piocianina en el
medio de cultivo es virtualmente diagnostico de Pseudomonas aeruginosa. La mayoria de los
aislamientos de P. aeruginosa producen también el pigmento fluoresceina y se desarrollan
bien a 42°C, con una temperatura 6ptima de crecimiento entre 30-37°C. La mayor parte de las
especies de Pseudomonas oxidan hidratos de carbono, produciendo &cido (color amarillo) solo
en el tubo de prueba oxidacion-fermentacion (O-F) expuesto al aire, siendo esta prueba un
mecanismo para determinar el metabolismo oxidativo, caracteristica importante de bacterias
Gram-negativas no fermentadoras (MacFaddin, 2003).

A través de la evolucién, los microorganismos han desarrollado distintas estrategias
para competir por nutrientes en su medio ambiente. Por ejemplo, algunos han mejorado sus
sistemas de quimiotaxis (Mufioz-Aguilar et al., 1988; De Weert et al., 2002) y otros han
elaborado compuestos antimicrobianos para inhibir a otros miembros del ambiente (Jack et al.,
1995; Sahl, y Bierbaum, 1998; Riley y Wertz, 2002). Diversas son las sustancias antagonicas
que los microorganismos producen para dominar en su héabitat, por ejemplo los antibioticos de
amplio espectro (Saadoun et al., 1999), productos del metabolismo como acidos organicos
(Lavermicocca, et al., 2000; Lavermicocca et al., 2003), moléculas quelantes de hierro
(siderdforos) (Mirleau et al., 2000) y bacteriocinas (Tagg, et al., 1976).

Las bacteriocinas son definidas como proteinas biol6gicamente activas contra
miembros de la misma especie o especies muy relacionadas a la cepa productora (Tagg et al.,
1976, Klaenhammer, 1988,).

Chythanya et al. (2002), demostraron que el linaje marino Pseudomonas I-2 produce
compuestos inhibitorios contra vibrios patogenos del camardn entre los que incluye Vibrio
harveyi, V. fluviales, V. parahaemolyticus, V. damsela y V. vulnificus, mostrando gran
potencial de aplicacion para el control de vibrios patdgenos en sistemas acuicolas.

Lodeiros et al. (1998), en una revision taxonomica de bacterias productoras de
sustancias antimicrobianas demostraron que los géneros Alteromonas y Pseudomonas son los
principales productores de sustancias antimicrobianas (52%) en comparacion con vibrios que

representan solo 8.3%.



Numerosos estudios demostraron la produccion de sustancias bacteriostaticas
sideroforicas por las bacterias Pseudomonas spp., Alteromonas spp., Bacillus spp. y Vibrio
spp. (Galvez et al., 1993; Gram, 1993; Guerinot, 1994; McCarthy et al., 1994; Frey et al.,
1996; Gatesoupe, 1997).

Gram et al. (1999), examinaron la produccion de sideroforos aislados de Pseudomonas
fluorescens aislada de peces de agua dulce. Este linaje es inhibitorio contra diversas bacterias
tanto gram-positivas como gram-negativas principalmente cuando la disponibilidad de hierro
es limitada. Pruebas in vitro demostraron que el crecimiento de V. anguillarum fue inhibido
por el sobrenadante previamente esterilizado por medio de filtracion de un cultivo de P.
fluorescens limitado en fierro. Las pruebas in vitro fueron confirmadas por una prueba de
antagonismo in vivo en los cuales la mortalidad de juveniles de trucha arco iris infectadas con
V. anguillarum fue decreciendo en un 46% cuando el cultivo fue tratado con P. fluorescens.

Varios linajes de Pseudomonas fluorescens productoras de siderdforos fueron
exitosamente aplicados como agentes de control bioldgico, siendo capaces de excluir la cepa
patdgena Aeromonas salmonicida, aislada del salmén del atlantico con estrés inducido por
una infeccién de furunculosis (Smith, y Davey 1993), asi como para disminuir la mortalidad
de la trucha arco iris (40 g) infectada con V. anguillarum (Gram et al., 1999). Ya sea en una
corta o larga exposicién, en ambos estudios se obtuvo una buena correlacion entre la
produccion de sider6foros y la accion protectora de P. fluorescens, lo que sugirié que la
competencia del fierro libre esta involucrado en el modo de accién de la bacteria.

En wuna larga escala de investigacion Spanggard et al. (2001), recabaron 1018
bacterias y levaduras aisladas de piel, branquias e intestinos de trucha arco iris. De éstas, 45
cepas tuvieron efectos inhibitorios contra V. anguillarum en pruebas de difusion en disco. Las
antagonistas dominantes fueron las bacterias del género Pseudomonas, que mejoraron la
supervivencia de la trucha arco iris contra la vibriosis seguido a la adicion de la bacteria a las
aguas de cultivo.

Por lo anterior y dado que algunos géneros de bacterias como Pseudomonas,
Lactobacillus y Bacillus, son reconocidos como probioticos y que se encuentran ampliamente
distribuidas en la naturaleza de forma ubicua y en organismos acuaticos, el presente estudio se

orientd en el aislamiento y caracterizacion de cepas con potencial probidtico del intestino de
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camaron blanco Litopenaeus vannamei y de la gldndula digestiva de Crassostrea corteziensis
para evaluar su efecto protector in vitro ante V. alginolyticus y V. parahaemolyticus,
microorganismos reportados como patdgenos que ocasionan grandes problemas de mortalidad
en los diferentes organismos de cultivo, asi como la evaluacion in vivo, de las cepas

probiodticas seleccionadas, en el cultivo larvario del camardn blanco.
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1. HIPOTESIS.

Las cepas de bacterias aisladas del tracto digestivo de Litopenaeus vannamei y
glandula digestiva del Ostion de placer Crassostrea corteziensis presentan actividad
inhibitoria in vitro sobre Vibrio alginolyticus y V. parahaemolyticus lo que favorecera la

supervivencia en cultivos larvarios del mismo organismo.

I1l. OBJETIVOS.
I11.1. Objetivo general.

Determinar in vitro e in vivo las propiedades probidticas de bacterias aisladas del
intestino de adultos de camardn blanco L. vannamei y glandula digestiva del Ostion de placer

Crassostrea corteziensis.

I11.2. Objetivos especificos.

1. Aislar y cultivar bacterias del intestino de adultos de L. vannamei y de la glandula
digestiva del ostion de placer Crassostrea corteziensis utilizando medios de cultivos
selectivos.

2. ldentificar las cepas probidticas que induzcan una mejor supervivencia larvaria en L.
vannamei.

3. Determinar la actividad antagonica de las cepas aisladas contra V. alginolyticus y V.
parahaemolyticus.

4. Determinar la actividad hemolitica de las cepas seleccionadas del objetivo anterior.

5. Evaluar el efecto probidtico de las cepas seleccionadas en el cultivo larvario de L.

vannamei.
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IV. MATERIALES Y METODOS.
IV.1. Material Biologico
IV.1.1. Organismos

Para la obtencion de las cepas bacterianas se utilizaron organismos adultos de
Litopenaeus vannamei obtenidos de la empresa Acuacultores de la Paz (A.P.S.A.). Los
reproductores de Crassostrea corteziensis se obtuvieron de la empresa Ostricola Guevara S.A.
y se mantuvieron hasta el momento de la extraccion de los intestinos, en el Laboratorio de
Larvicultura Experimental de Especies Marinas del CIBNOR (La Paz, B.C.S.), asi como en la

Unidad Experimental Kino, de la Universidad de Sonora (Bahia Kino, Sonora, México).

IV.2. Aislamiento bacteriano

De cada muestra de intestino se realizaron aislamientos bacterianos en agar Mann
Rogosa y Sharp (agar MRS, DIFCO) y Agar Extracto de Levadura, Peptona, Dextrosa (agar
YPD, DIFCO) mediante la utilizacion de la técnica de dilucion seriada y extension en
superficie para aislar colonias de bacterias y levaduras. La incubacién se realizo en jarras de
anaerobiosis con el sistema GASPAK a 37°C por 24 h para bacterias anaerdbicas y bajo
condiciones aerdbicas a 37°C por 24 h para bacterias aerobicas y/o anaerobias facultativas.

Las colonias aisladas de los cultivos se observaron al microscopio mediante tincion
Gram para observar la morfologia de las colonias; se seleccionaron aquellas células con forma
de bacilo que se resembraron en agar MRS utilizando la técnica de estria cruzada. Se
incubaron bajo las mismas condiciones citadas anteriormente por un periodo de 24-48 h. Las
cepas aisladas se transfirieron a caldo MRS y/o en caldo YPD con 15% de glicerol y se
almacenaron a —85°C hasta el momento de su identificacion y de su uso en los bioensayos.

IV.3. Actividad inhibitoria de las cepas aisladas

El efecto bactericida de cada cepa aislada se prob¢ in vitro contra V. alginolyticus y V.
parahaemolyticus, usando el método de Dopazo et al. (1988), en el cual placas con agar soya
tripticasa (AST) preparado con 3% de NaCl, fueron inoculadas puntualmente con 10 ul de un

cultivo de 24 h de cada cepa bacteriana. Después de una incubacion de 24 h a 37°C, las células
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bacterianas se mataron con vapor de cloroformo durante 45 minutos. Las placas se recubrieron
usando 6 mL de AST con 3% NaCl y 0.9% de agar, conteniendo 0.1 mL de una dilucién 1/10
de un cultivo de 16 h de V. alginolyticus y V. parahaemolyticus. Las placas fueron leidas a las
24 h de incubacion a 37°C y cada cepa que mostrd una zona de inhibicion de al menos 5 mm

se considerd con inhibicidn positiva para los patdgenos probados.

IV.4. Identificacion de las cepas candidatas a probioticos con la utilizacion del sistema
BIOLOG

El Sistema BIOLOG en microplaca, es un método bioquimico automatizado que se
emplea para la identificacion de bacterias y levaduras, el cual tiene la capacidad de identificar
alrededor de 1400 especies de bacterias aerobias, anaerobias y levaduras, presentando
resultados que se interpretan y se registran automaticamente. El sistema comprende o incluye
95 pruebas bioquimicas que se utilizan para la identificacion de las especies microbianas.

La especie identificada se exhibe en un monitor de la computadora junto con su patron
de la reaccion, una lista de 10 especies con los patrones relacionados mas cercanos y otra
estadistica Gtil. El software compensa automaticamente diversas intensidades de
color/turbidez, eliminando la ambigledad de la interpretacién visual. Los resultados
bioguimicos para el aislante en blanco se leen automaticamente y registran en segundos y
después se comparan en una base de datos extensa para la identificacion final (Tabla V.

Anexos).

IV.5. Actividad citotdxica y tolerancia a la salinidad

Para determinar la actividad citotoxica de las cepas candidatas a probidticos se utilizd
agar base sangre (DIFCO) al que se le adiciond 5% de sangre estéril desfibrinada y 2.5% de
Cloruro de Sodio (Koneman, 1985). Cada cepa bacteriana fue inoculada en cajas Petri
preparadas con agar sangre y fueron incubadas a 37°C en condiciones anaerobias y aerobias de
acuerdo a los requerimientos de cada bacteria. Los resultados fueron ordenados de acuerdo al

patron de hemolisis que se muestra en la tabla I1.
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Tabla 1. Patrén de hemélisis bacteriana.

HEMOLISIS

Alfa (a) Se deduce a partir de una zona parda a verdosa alrededor de las colonias

Beta (B0O) Las bacterias sintetizan una hemolisina que origina una zona de lisis
transparente alrededor de las mismas.

Gama (yO) Algunas bacterias crecen en agar sangre sin producir ningun cambio en los

gldébulos rojos. No hemolisis.

Sin crecimiento | Algunas especies bacterianas no son capaces de crecer en este medio

enriquecido.

Para las pruebas de salinidad se utilizaron 10g de Triptona por cada litro de agua
destilada adicionando 15% de agar y diferentes concentraciones de cloruro de sodio a probar
0%, 1%, 3%, 6%, 8% y 10% (Lightner, 1996).

IV.6. Cultivo bacteriano

Las cepas de prueba preservadas a —85°C fueron descongeladas y cultivadas en caldo
YPD incubandolas a 37°C por 24 h. El cultivo se centrifug6 a 5 000 x g durante 10 minutos, se
eliminé el sobrenadante y el precipitado bacteriano se resuspendid en una solucion estéril de
NaCl al 3%. Se determiné la densidad Optica a 540 nm en un espectrofotometro, la cual se
ajustd a 1.0 y se determind su concentracion bacteriana mediante conteo en placa con las
condiciones de siembra descritas en la Seccién 1V.2. A partir de la concentracion obtenida, se

hicieron las diluciones requeridas para los bioensayos con las larvas de camaron.

IVV.7. Preparacion de cepas patogenas: V. alginolyticus y V. parahaemolyticus
Las cepas patdgenas fueron obtenidas de la coleccion de Microorganismos de
Importancia Acuética (C.A.l.M., siglas en ingles) pertenecientes al Centro de Investigacion

para la Nutricion y Desarrollo, Unidad Mazatlan para Acuacultura y Manejo Ambiental, las
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cuales se almacenaron a —85°C en caldo de soya tripticasa (CST) con 3% de NaCl y 15%
glicerol, hasta el momento de su utilizacion.

Para reactivar las cepas, se descongelaron y fueron cultivadas en CST con 3% de NaCl
e incubadas a 37°C por 24 h. El cultivo se centrifugé a 5 000 x g durante 10 minutos, se
elimino el sobrenadante y el precipitado bacteriano se resuspendié en una solucion estéril de
NaCl al 3%. Se determind la densidad Optica y se ajusto a 1.0. Posteriormente se realizaron las
diluciones correspondientes para el bioensayo con larvas. La densidad bacteriana en unidades
formadoras de colonias por mL (UFC/mL) se determind mediante conteo en placa como en el
Capitulo 1V. 6.

IVV.8 Efecto de las cepas aisladas en la supervivencia larvaria de L. vannamei

Los bioensayos se realizaron en las instalaciones del laboratorio comercial
Acuacultores de La Paz, S.A. (APSA) ubicada en el Km. 10 de la carretera a Pichilingue en la
ciudad de La Paz, Baja California Sur, México.

Los nauplios fueron mantenidos a 29 + 1°C en tanques con capacidad Gtil de 3L de
agua de mar filtrada a 1um y aireacion constante con una densidad de siembra de 150
nauplios/L. Al momento de que los organismos se encontraron en el estadio de protozoea I,
fueron alimentados con la microalga Chaetoceros gracilis manteniendo una concentracion de
1.5 x 10° células/mL. Se realizaron recambios de agua del 50% antes de cada alimentacion. Se
realiz6 un bioensayo de 11 dias con aquellas cepas bacterianas previamente seleccionadas in
vitro. Las cuatro tratamientos fueron adicionados a una concentracion de 10° UFC/mL cada 24
horas, después de realizado el recambio de agua. Todos los tratamientos se realizaron por
triplicado.

Para observar el efecto de inclusion de las cepas probidticas, se realizd un segundo
bioensayo colocando nauplios sanos (150 nauplios/L) en tanques de cultivo de 3 L con agua
de mar filtrada (1 pum). Cada una de las dos cepas seleccionadas se probaron en
concentraciones de 1 x 10%, 1 x 10°, 1 x 10 UFC/mL y con nauplios no tratados como control.
Como tratamiento adicional se utilizo el antibidtico oxitetraciclina a una concentracion de 4

ppm, adicionando la dosis después de cada recambio, asi como dos mezclas de ambas cepas
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bacterianas para obtener dos concentraciones, teniéndose que para la mezcla 1 se utilizaron las
dos cepas a una concentracion de 10* UFC/mL y para la mezcla 2 a una concentracion de 10°
UFC/mL. Se reinocularon dosis de bacterias diariamente después de los recambios de agua.
Todos los bioensayos se realizaron por triplicado y tuvieron una duracion entre 8-11 dias hasta
el estadio postlarva 1. La supervivencia se determind haciendo 3 conteos de larvas en un
volumen de 50 mL y el promedio se extrapolo para obtener el nimero total de larvas en el
recipiente; para el crecimiento de las larvas se utiliz6 una muestra representativa de 10

organismos Yy éstos fueron observados con un microscopio estereoscopico (10x).

1VV.9. Anélisis estadisticos

Los datos obtenidos durante la realizacion de todos los bioensayos fueron analizados
mediante analisis de varianza (ANOVA) de una via y en caso de existir diferencias
significativas (p< 0.05), se hizo una comparacion de medias mediante la prueba de rangos

maultiples de Tukey.
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V. RESULTADOS.

V.1. Aislamiento bacteriano

Se aislaron 44 cepas bacterianas del tracto digestivo de organismos adultos de camarén
blanco del pacifico Litopenaeus vannamei asi como de ostion de placer Crassostrea
corteziensis. Fueron cultivadas en medio MRS (Mann Rogosa y Sharp) y YPD (1% Extracto
de levadura, 2% Peptona y 2% dextrosa) tanto en ambientes anaerdbicos como aerobicos y se

catalogaron de acuerdo al medio de cultivo en que fueron aislados y al origen del organismo.

V.2. Pruebas de inhibicién

De las 44 cepas bacterianas aisladas, 16 cepas codificadas como YO-I-1-1, YO-I-2-1,
YC5-2, YC5-8, YC5-5, YC5-1, Y10%-1, Y10*1, YC5-7, MC5-14, MC5-18, MC5-19, MC4-1-
2, M0221, M0O4-3 y MC5-15, presentaron efecto inhibitorio a las bacterias patdgenas V.

alginolyticus y V. parahaemolyticus mostrando zonas de inhibicion bien definidas (Figura 2).

Figura 2. Halos de inhibicion utilizando el método de Dopazo et al., (1988).
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V.3. Morfologia colonial

A las 16 cepas que resultaron positivas en las pruebas de inhibicion se les realiz6 un

analisis morfologico de las colonias bacterianas para determinar forma, elevacion, margen,

coloracion y tamafio a las 24 y/o 48 horas de incubacion como primera identificacion. De

igual forma se determind mediante tincion gram su morfologia celular a partir de cultivos de

18-24 h (Tabla I11).

Tabla I11. Morfologia colonial de cepas bacterianas aisladas de organismos adultos de camarén
blanco L. vannamei y del ostién C. corteziensis.

Cepa Origen Forma Forma Elevacion Margen Coloracion Tamafio
(GRAM) Celular mm
YO-1-1-1  Ostion Bacilos Irregular Convexa Ondulado Café 2
) (24 Hr)
YC5-7 Camaron Cocos Circular Convexa Entero Amarillo 2
+) (48 Hr)
YO-1-2-1 Ostidn Bacilos Irregular Convexa Ondulado Café-Cremoso 2.5
) (24 Hr)
YC5-2 Camaron Cocobacilo Circular Convexa Entero Amarillo 2
) (48 Hr)
YC5-8 Camaron  Cocobacilo Irregular Umbilicada Ondulado Amarillo-Cremoso 2.5
) (24 Hr)
YC5-5 Camar6n Bacilos Circular Convexa Entero Amarillo Claro 2

) (48 Hr)
YC5-1 Camar6n Bacilos Irregular Umbeliforme Lobulado Amarillo-Cremoso 10
) (24 Hr)
MC5-18  Camardn Bacilos Irregular Monticular Ondulado Café-Anaranjado

Q)

MC5-19  Camardn Cocobacilo Irregular Monticular Ondulado Blanca 10
) (24 Hr)
MC4-1-2 Camarén Cocos Circular Convexa Entero Crema 2
+) (24 Hr)
MO221  Ostién Diplococos Circular Convexa Entero Cremoso 2
+) (24 Hr)
MC5-14  Camardn Cocobacilo Irregular Monticular Ondulado Blanca Seca 10
) (24 Hr)
Y10%-1 Camar6n Bacilos Circular Convexa Entero Crema 1

) (24 Hr)
Y10%-1 Camarén  Bacilos

Q)

MO4-3 Ostion Cocos Circular Umbonada Entero Cremoso 1

) (24 Hr)
MC5-15  Camarén Bacilos Irregular Umbeliforme Ondulado Blanca 10
(+) /Umbilicada (48 Hr)
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V.4.Seleccion de cepas bacterianas

En el proceso de seleccidon se descartaron aquellas cepas que presentaron halos de
inhibicion menores a 5 mm de diametro (Luna-Gonzalez et al., 2001) y caracteristicas
citotoxicas severas como es presentar mayor cantidad de hemolisinas que afecten a las células,
asi como poca tolerancia a salinidad, quedando como resultado la seleccién de 3 cepas
aisladas de camarén: YPD10-4, YC5-1y YC5-8 y 1 cepa de ostion (YO-I-2-1). En la tabla IV,
se muestra el didmetro de los halos de inhibicion asi como el tipo de hemdlisis que presentaron
las cepas seleccionadas. De estas, las cepas YC5-8 y YO-I-2-1 fueron las que presentaron
mayor inhibicion contra V. alginolyticus, mientras que YPD10-4 y YO-I-2-1 lo fueron contra
V. parahaemolyticus (Tabla IV). Con respecto a la actividad citotoxica YC5-1 y YPD10-4

fueron las que presentaron mayor cantidad de hemolisinas (Tabla V).

Tabla V. Diametro de los halos de inhibicion y tipo de hemdlisis de las cepas candidatas a
probidticos.

Cepa  Diametro de halos (cm) Salinidad (%0) Hemolisis  Anaerobio
Vo A 0 1 3 6 8 10
alginolyticus  parahaemolyticus
YO-I-2-1 1.3 1.9 + + + o+ a (alfa) Facultativo
YC5-1 1 0.9 + + + + + + (B (beta) Facultativo
YC5-8 2.1 0.9 + + + + No crecié  Facultativo
YPD10-4 0.55 2 + + + B (beta)  Facultativo

V.5. Efecto de las cepas seleccionadas en la supervivencia larval

Nauplios de L. vannamei fueron cultivados con una suspensién bacteriana de las cepas
seleccionadas a una concentracion de 10° UFC/mL durante todo el cultivo larvario, con
organismos no tratados como control. Al momento de tener los organismos en estadio zoea |
fueron alimentados con la microalga Chaetoceros gracilis a una concentracion de 1 x 10°
cél/mL asi como con nauplios de Artemia sp. precocidos cuando alcanzaron el estadio mysis I,
dando por concluido el bioensayo al momento de llegar al estadio de postlarvas.

En la figura 3 se observa la supervivencia larval de los organismos cultivados con los

indculos bacterianos. En esta se observo que los organismos tratados con la bacteria YO-I1-2-1
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presentaron un 30.35% de supervivencia, mientras que las larvas de camar6n tratadas con las
bacterias YC5-8 y YPD10-4 alcanzaron niveles de 20.32 y 27.8%, respectivamente. En cuanto
al control y al tratamiento con la cepa YC5-1 se obtuvo supervivencias muy parecidas que
fueron de 8.94 y 8.14%, respectivamente. Aunque las larvas tratadas con la cepa YPD10-4
tuvieron una buena supervivencia del 18.86% mas que el control, no se les considerd para ser
utilizadas en los siguientes bioensayos debido a que las larvas de camardn presentaron algunas

deformidades morfolégicas, presumiblemente ocasionadas por el indculo bacteriano.

Cepas Bacterianas

100 | 0
80 | [@ YO-I-2-1
YPD-104
g YC5-1
> B3 YC5-8
g [@] CONTROL
S 60¢
o
11}
o
-]
(7]
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o 40 } []
X
20 |
7 8
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Figura 3. Supervivencia larvaria de Litopenaeus vannamei expuestos a 4 tratamientos (YO-I-
2-1 (1), YPD10* (0), YC5-1 (A), YC5-8 (o) y control (m)) a una concentracion de 10°
UFC/mL.

El analisis de varianza (Tabla VI, Anexos) aplicado a los porcentajes de supervivencia

convertidos a arcoseno indico diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05). De
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igual forma la prueba de rangos multiples de Tuckey indicé diferencias significativas (p<0.05)
en los tratamientos YO-1-2-1, YC5-8 y YPD10-4 respecto al control, mientras que los
organismos tratados con la cepa YC5-1 se obtuvo un comportamiento similar al control

(p>0.05), por lo que no se le considerd para los bioensayos (Tabla V1I, Anexos).

V.6.Efecto de la concentracion de las cepas bacterianas en la supervivencia larvaria

Una vez seleccionadas las cepas YO-1-2-1 y YC5-8 del bioensayo anterior, se decidio
utilizar tres diferentes concentraciones de ambas cepas para seleccionar aquella que mostrara
mejoras en la supervivencia larvaria. Para esto, se cultivaron nauplios de L. vannameli
exponiéndolos a 1 x 104 1 x 10° y 1 x 108 UFC/mL cuyos resultados para cada uno de ellos se
muestran a continuacion.

Al final del bioensayo con la cepa YO-I-2-1 se obtuvieron porcentajes de
supervivencia de 44.44, 18.59, 38.68 y 22.28% para las tres concentraciones probadas y el
control, respectivamente (Figura 4).

En lo que respecta a la cepa YC5-8, al final del bioensayo se presentaron porcentajes
de supervivencia de 32.63, 48.93, 40.90 y 22.28% para las tres concentraciones y el control,
respectivamente (Figura 5).

Como bioensayo adicional, se mezclaron ambas cepas bacterianas para obtener dos
concentraciones, teniéndose que en la mezcla 1 (MEZ 1) se utilizaron ambas cepas a una
concentracion de 10* UFC/mL y para la mezcla 2 (MEZ 2) a una concentracion de 10°
UFC/mL. El tercer tratamiento consisti6 en exponer a los organismos al antibi6tico
oxitetraciclina a una concentracion de 4 mg/L y el control, dando los siguientes resultados en
porcentaje de supervivencia final: 49.10, 50.15, 41.03 y 22.28%, respectivamente (Figura 6).

El analisis de varianza (Tabla V111,Anexos) aplicado a los porcentajes de supervivencia
convertidos a arcoseno indico diferencias significativas entre los tratamientos (p<0.05). De
igual forma la prueba de rangos mdltiples de Tukey evidencié diferencias significativas
(p<0.05) en los tratamientos MEZ 1, MEZ 2 y YC5-8 concentracion 10° UFC/mL, con
respecto al control, mas no una diferencia significativa entre los tratamientos (Tabla IX,

Anexos).
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Pseudomonas aeruginosa
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Figura 4. Supervivencia larvaria de Litopenaeus vannamei expuestos a la bacteria YO-1-2-1 a

diferentes concentraciones (10%(), 10°(0) y 10° (A) UFC/mL y control (0)).
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Burkholderia cepacia
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Figura 5. Supervivencia larvaria de Litopenaeus vannamei expuestos a la cepas YC5-8 a
diferentes concentraciones (10%(o), 10°(0) y 10°
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Mezclas Bacterianas
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Figura 6. Supervivencia larval de Litopenaeus vannamei expuestos a dos mezclas bacterianas
y tres concentraciones diferentes (mezcla 1(o): YO-1-2-1 y YC5-8 a una concentracion de 104
UFC/ml, mezcla 2 (¢): YO-1-2-1y YC5-8 a una concentracion de 10° UFC/mL), y un
tratamiento con oxitetraciclina (A) asi como el control (o).
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V.7. ldentificacion de cepas probioticas

La identificacion en el sistema BIOLOG se realiza por medio de reacciones
bioquimicas con 95 diferentes pruebas y los resultados se interpretan y registran
automaticamente. Como resultado de la identificacion se obtuvo que la cepa catalogada con la
clave YO-I-2-1 pertenece al género Pseudomonas y a la especie, aeruginosa con una
aproximacion del 100% (Figura 7).

Burkholderia multivorans
Pseudomonas spinosa
Pseudomonas fluorescens biotipo C
Pseudomonas chlororaphis
Pseudomonas aureofaciens
Microplaca: YO-I-2-1
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas citronellolis
P. notroreducens;/ azelaica
(4)F 10 Pseudomonas fulva

(10)G 11 Pseudomonas putida

i) D
— —
on

© 0N YRy

Figura 7. Dendograma que muestra las distancias filogenéticas y la similitud de la cepa
seleccionada YO-I-2-1 aislada de camardn blanco del Pacifico L. vannamei con especies
bacterianas.

En lo que respecta a la cepa YC5-8 los datos sugieren una similitud a Burkholderia

cepacia (Figura 8).

Burkholderia viernamiensis
Pseudomonas spinosa
Burkholderia multivorans
Burkholderia cepacia
Pseudomonas pyrrocinia

Microolaca: YC5-8
Pseudomonas phenazinium

Pseudomonas fluorescens biotipo f
Pseudomonas fluorescens

(10) F 10 Burkholderia pseudomallei

(8) G 11 Acinetobacter calcoaceticus

Cp~NOULWN

Figura 8. Dendograma que muestra las distancias filogenéticas y la similitud de la cepa
seleccionada YC5-8 aislada de ostion de placer Crassostrea corteziensis con especies
bacterianas.
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En la figura 9 y 10 se muestra la tabla de resultados que presenta la base de datos del

sistema BIOLOG para la identificacion, donde se muestra las reacciones positivas o negativas

para cada fuente de carbono probada.

1 12 |3 I4 |5 |6 ]? |8 |S |10 |11 [12

| . Cl e(CIC|IO|IO

&
nrar

O e & e

NAME 7 s DIST |TYPE

PSEUDOMONAS AERUGINOSA 1002 0635 65682 GN-NENT OXle
PSEUDOMONAS CITROMELLOLIS 0 0000 @ 930 GN-NENT DXl
PSEUDOMOMNAS FULYA 02 0000 1287 GN-NENT OXle

Figura

9. Microplaca ilustrada con los resultados de las reacciones bioquimicas de cada una

de las fuentes de carbono para la identificacion de la cepa catalogada como YO-1-2-1.

Il @ m mf O O o X

O % e e e+ e
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[mane ) TPROE [sta |oisT |TvPE 4]
1 |PSEUDOMONAS PYRROCINIA (BURKHOLDERIA-LIKE) 0333 505 | GN-MENTORb
2 PSEUDOMONAS SPINOSA (BURKHOLDERIA-LIKE) w0286 510 GN-MENTOXb
3 BURKHOLDERIA CEPACIA w0047 570 GMN-NENTORE | o

Figura 10. Microplaca ilustrada con los resultados de las reacciones bioquimicas de cada una
de las fuentes de carbono para la identificacion de la cepa catalogada como YC5-8.
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VI. DISCUSION.

Las ventajas de los probioticos sobre los antibidticos fue discutido por Moriarty
(1998), el cual enfatizd los beneficios de los probidticos y sus mecanismos de accion como
son exclusion competitiva, competencia por nutrientes, secrecion de enzimas y/o sustancias

inhibitorias presentando como ejemplo el género Bacillus.

El proceso en la seleccion de cepas con capacidad probiotica, requiere de aislar y
caracterizar los microorganismos presentes en el intestino de camarones adultos de
Litopenaeus vannamei y la glandula digestiva de Crassostrea corteziensis, considerando que
los mismos estaran adaptados a crecer y multiplicarse en este 6rgano. Por ello un total de 44
cepas bacterianas fueron aisladas y seleccionadas para las pruebas de inhibicion in Vitro. De
éstas, 2 cepas catalogadas como YO-I-2-1 y YC5-8 demostraron tener una respuesta positiva
contra V. alginolyticus y V. parahaemolyticus. Estas cepas fueron identificadas como
Pseudomonas aeruginosa (YO-I-2-1), y en lo que respecta a la cepa YC5-8 los datos
sugirieron una similitud entre ésta y Burkholderia cepacia. El antagonismo ensayado entre
cepas de bacterias marinas y cepas referenciales de patdgenos marinos Gram negativos, ha
sido considerado de interés en acuicultura como una alternativa para el uso de antibiéticos por
Lemos et al., (1985); Dopazo et al. (1988); Westerdahl et al. (1991) y Riquelme et al., (1996,
1997). En esta investigacion las bacterias aisladas seleccionadas fueron expuestas a las cepas
patdgenas de V. alginolyticus y V. parahaemolyticus, obteniendo una respuesta positiva entre
los linajes con caracteristicas probioticas y cepas patdgenas, por lo que el presente trabajo
sugiere resultados similares a los obtenidos por dichos autores. En consecuencia, la
observacion de una marcada inhibicion sobre el crecimiento de vibrios patdgenos es evidente
tratandose ademas de cepas probioticas aisladas de organismos adultos, los cuales pueden ser

hospederos potenciales de patdgenos, como es el caso de L. vannamei y C. corteziensis.

La susceptibilidad de camarones y moluscos a bacterias patogenas es bien conocida,
trabajos publicados determinan que la sensibilidad a patdgenos varia de acuerdo a la especie y
a la concentracion del in6culo. Tal es el caso de Luna-Gonzalez et al.(2002), quien expone la

susceptibilidad de 4 especies diferentes de moluscos bivalvos como lo son Atrina maura,
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Nodipecten subnodosus, Crassostrea gigas Yy Argopecten ventricosus, siendo la maés
susceptible esta ultima a la cepa patdgena Vibrio alginolyticus APSA 2 y la mas resistente C.
gigas. Asi mismo Gibson et al. (1998), observo una alta sensibilidad por parte de C. gigas a la
bacteria patdgena Vibrio tubiashii aun con la presencia del linaje A199 candidato a probidtico

compuesto de Aeromonas media.

Durante el primer bioensayo se descartaron las cepas YPD10-4 y YC5-1 las cuales
presentaron niveles de sobrevivencia del 27.8 y 8.14% respectivamente, ademas que durante
las pruebas preliminares de citotoxicidad presentaron una hemolisis de tipo B la cual se
caracterizd por presentar hemolisinas que ocasionan dafio a los hemocitos (Koneman, 1985),
lo que ocasion6 datos de baja supervivencia y deformidades observadas en las larvas.

A lo largo de los afios se han estudiado las relaciones simbidticas de mezclas
bacterianas y el beneficio que brinda a los organismos hospederos, pero tales estudios han sido
limitados en organismos invertebrados. Debido a ésto, se realizé un bioensayo donde las
cepas previamente seleccionadas, YO-I-2-1 y YC5-8, fueron inoculadas en cultivos larvarios
de L. vannamei a una concentracion de 10% ~10° 10° UFC/mL y un tratamiento de
oxitetraciclina. Estas concentraciones utilizadas fueron seleccionadas en base a la bibliografia
la cual expone que indculos bacterianos patogenos puede reflejar dafios a una concentracion de
10* UFC/mL en organismos en cultivo (Latchford y Prayitno, 1995; Moriarty, 1998; Moriarty,
1999) al igual que una concentracién igual o mayor de 10° UFC/mL puede ocasionar altos
porcentajes de mortalidad en poblaciones cultivadas (Aguirre-Guzman et al.,2001; Yen-Ling
et al.,1993; Verschuere et al., 2000), asi mismo dosis de 10° UFC/mL son consideradas como
dosis letal media (LD50) para camarones pertenecientes a el género Litopenaeus (Vaseeharan
y Ramasamy, 2003; Burnett, 2004).

Los mejores porcentajes de supervivencia larval fueron obtenidos en los tratamientos
de mezclas bacterianas ( P<0.05), en comparacion con los otros tratamientos incluyendo el
control y la oxitetraciclina, estos valores se pueden atribuir a una complementacion para
maximizar el efecto positivo en los organismos en cultivo (Iriarto y Austin, 2002a).

Asi mismo, la utilizacion de mezclas bacterianas ha sido estudiada en diversos

trabajos observando los mejores resultados con la utilizacion de cultivos mixtos de bacterias,
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Iriarto y Austin, (2002a) reportan que cultivos de A. hydrophila y V. fluvialis fueron efectivos
para controlar infecciones ocasionadas por A. salmonicida en trucha arco iris. De igual forma,
Ruiz-Ponte et al., (1999) encontraron que Roseobacter en un cultivo mixto con V.
anguillarum, fue inhibitorio para vibrios, incrementando la supervivencia larval de la escalopa
Pecten maximus. Gatesoupe, (1991) reporté el beneficio del uso de Lactobacillus platarum y
Lactobacillus helveticus en el pez Scophthalmus maximus logrando una mejora en el
crecimiento.

Resultados similares fueron obtenidos por Hirata et al., 1998, quienes probaron una
mezcla bacteriana que consistia principalmente de Bacillus spp. para incrementar la calidad de
Brachionus plicatilis. Asi como Balcazar (2003), quien demostré que la administracion de una
mezcla bacteriana a base de Bacillus y Vibrios sp. influy6 positivamente en el crecimiento y
supervivencia de juveniles de camardn blanco, a la vez que presentd un efecto protector contra
Vibrio harveyi y WSSV.

Los resultados con el tratamiento de oxitetraciclina fueron de 41.03%, por encima del
control pero no mejor que las mezclas, este antibiotico ha producido cepas resistentes debido a
que no presenta un amplio espectro de inhibicién. Tendencia y de la Pefia, (2001),
demostraron en un estudio con antibi6ticos que se presentd una alta resistencia por parte de las
bacterias Aeromonas sp., V. vulnificus, V. mimicus y otras bacterias gram-negativas. De igual
forma, Abraham et al. (1997), analizaron el mecanismo de resistencia bacteriana de V. harveyi
aislado de camarones enfermos, encontrando que esta cepa fue resistente a los antibidticos
ampicilina, clorotetraciclina, ceproflaxina, eritromicina, furazolidona, sulfametoxasol,
gentamicina, neomicina, nitrofurantoina, oxitetraciclina y otros compuestos antimicrobianos.

Debido a la incidencia frecuente del género Pseudomonas en ambientes marinos y
principalmente en las areas de produccion ya sea a nivel laboratorio o engorda se le ha
reconocido como un microorganismo patdégeno para larvas de camarén (Chythanya et al.,
2002).y moluscos bivalvos (Riquelme et al., 2001)

En el presente trabajo se observé la disminucién de patogenicidad en ambas cepas
bacterianas, obteniéndose una mejora en términos de supervivencia en comparacién con el

control. Resultados similares fueron obtenidos por Chythanya et al. (2002) y Vijayan et al.
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(2006), quienes observaron la ausencia de patogenicidad por parte de la cepa Pseudomonas
aeruginosa logrando un incremento en la supervivencia y crecimiento en otras especies de
cultivo como son Penaeus monodon y Macrobrachium rosenbergii. De igual forma Riquelme
et al. 2001, utilizé un linaje de Pseudomonas sp 11 en larvas de Argopecten purpuratus
mostrando efectos protectores a las larvas de enfermedades. En otra investigacion que realizd
el mismo autor utilizando la misma cepa observé efectos antagénicos contra V. anguillarum
(Riquelme et al., 1997).

Miembros de los géneros Pseudomonas y Burkholderia son habitantes comunes de
suelos, agua dulce y ambientes marinos, y son reconocidos por producir un gran nimero de
metabolitos secundarios que inhiben a una amplia variedad de bacterias patdgenas; tales
sustancias antagonicas pueden ser antibioticos de amplio espectro (Saadoun et al., 1999),
productos del metabolismo como acidos organicos (Lavermicocca et al., 2000; Lavermicocca
et al., 2003), moléculas quelantes de fierro (siderdforos) (Mirleau et al., 2000) y bacteriocinas
(Tagg et al., 1976).

Por otro lado la bacteria Burkholderia cepacia no es reconocida como probidtico,
pero debido a sus caracteristicas como lo son el ser un microorganismo con capacidad
endofitica con ciertas plantas como lo es Mimosa pudica que le proporciona una mejora en el
crecimiento debido a la secrecion de fitohormonas, deaminasas, fosfatos solubles, etc., la
convierte en un excelente antagonico contra fitopatégenos (Piyush et al., 2005). Aunado a
esto, produce sider6foros (moléculas quelantes de Hierro) que al igual que Pseudomonas
representa una forma muy sutil de exclusion competitiva con otras bacterias, asi como es un
buen bioremediador pues tiene la capacidad de fijar el nitr6geno libre y convertirlo en
compuestos mas faciles de degradar (MacFaddin, 2003). Numerosos son los trabajos que
enlistan la produccion de sustancias bacteriostaticas y sideroféricas por bacterias del género
Pseudomonas (Gram, 1993, 1999; Smith & Davey 1993; McCarthy et al., 1994; Frey et al.,
1996; Gatesoupe, 1997; Bly et al., 1997; Lodeiros et al., 1998; Chythanya et al., 2002) y los
beneficios que aportan, ya sea una o0 otra, ambas cepas representan un excelente candidato a

probidtico.
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El riesgo de seleccionar patdgenos probiotico-resistentes no debe ser menospreciado,
y esto es de particular importancia para buscar propiedades antagdnicas diversificadas, en los
cuales el riesgo de multiresistencia, es bajo (Gatesoupe, 1999). Para el género Pseudomonas,
esto no representa un problema debido a sus propiedades antibacterianas de amplio espectro,
asi como a su amplia resistencia a condiciones fisico-quimicas como son temperatura y
salinidad (Vijayan et al., 2006).

Los resultados de este estudio establecieron que ambas cepas Pseudomonas
aeruginosa y Burkholderia cepacia (Pseudomonas cepacia), ya sea en forma individual o en
mezcla, presentaron un mejoramiento en la supervivencia larval de L. vannamei siendo
excelentes candidatas a probidticos. Asi mismo, este trabajo representa un aporte a las
investigaciones recientes sobre bacterias marinas productoras de sustancias inhibitorias y su
posible aplicacién en acuicultura intensiva. En este sentido, queda abierta la posibilidad de
que las cepas seleccionadas sean evaluadas en el control de patégenos que afectan a cultivos
intensivos de invertebrados como de larvas de Litopenaeus vannamei y Crassostrea

corteziensis.
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VII. CONCLUSIONES.
Tomado en consideraciéon los resultados obtenidos se concluye:

1. Las cepas aisladas fueron identificadas mediante el sistema BIOLOG como

Pseudomonas aeruginosa y Burkholderia cepacia (Pseudomonas cepacia).

2. La inoculacién de la cepa Burkholderia cepacia a una concentracion 10° UFC/mL,
mejor6 la supervivencia larval de L. vannamei en comparacion con las otras

concentraciones de la misma cepa y la otra cepa bacteriana probada.

3. Las larvas tratadas con las mezclas de ambas cepas bacterianas a las concentraciones
de 10* UFC/mL y 10° UFC/mL, fueron los mejores tratamientos para mejorar la

supervivencia de L. vannamei.

4. Las cepas Pseudomonas aeruginosa y Burkholderia cepacia, inoculadas ya sea en
forma individual o combinadas, mejoran la supervivencia larval de L. vannamei en

comparacion con el control.

5.- Pseudomonas aeruginosa y Burkholderia cepacia (Pseudomonas cepacia) son
candidatas potenciales para ser usadas como probidticos en el cultivo larvario de

camaron.
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VIill. RECOMENDACIONES

1. Realizar mas pruebas reto in vivo para determinar el efecto inhibitorio y mejora en la

supervivencia larval de Litopenaeus vannamei.

2. Hacer pruebas con el extracto libre de células bacterianas para determinar que tipo de

sustancias inhibitorias son las que acttan.

3. Realizar otros bioensayos con otros organismos de cultivo para observar si el efecto
probidtico se extiende mas all& del uso en Litopenaeus vannamei y Crassostrea

corteziensis.
4. Efectuar una identificacion a nivel molecular de las cepas Pseudomonas aeruginosa y

Burkholderia cepacia identificadas bioquimicamente con el sistema BIOLOG, para

determinar con mayor exactitud la especie aislada.
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X. ANEXOS.

Tabla V. Fuentes de carbono empleadas en el sistema BIOLOG para la identificacion
bioquimica de las especies bacterianas enumeradas de acuerdo a su posicion en la microplaca.

posicion Fuente de Carbono posicién Fuente de Carbono
microplaca microplaca
A 1 agua D 9 d- é&cido glucuronico
A 2 a-cyclodextrina D 10 a- 4cido hydroxybutyrico
A 3 dextrina D 11 b- acidohydroxybutyrico
A 4 glycogeno D 12  g- acido hydroxybutyrico
A 5 tween4 E 1 p-acido hydroxyphenylacetico
A 6 tween 80 E 2 Acido itaconico
A 7  n-acetyl alactosamina E 3 Acido a- keto-butyrico
A 8 n-acetyl-d-ucosamina E 4 Acido a- keto-glutarico
A 9 adonitol E 5  Acido a- keto-valérico
A 10  I- arabinosa E 6 Acido d,I- lactico
A 11  d- arabitol E 7 Acido malénico
A 12 d- cellobiosa E 8 Acido propionico
B 1 i-erythritol E 9  Acido quinico
B 2 d- fructosa E 10  Acidod- saccharico
B 3 I-fucosa E 11 Acido sebécico
B 4  d- galactosa E 12 Acido succinico
B 5 gentiobiosa F 1 Acido bromo succinico
B 6 a-d- glucosa F 2 Acido succinamico
B 7 m-inositol F 3 glucuronamida
B 8 a-d- lactosa F 4 alaninamida
B 9 lactulosa F 5 d-alanina
B 10 maltosa F 6 |- alanina
B 11 d- mannitol F 7 |- alanyl-glycina
B 12 d- mannosa F 8 |- asparagina
C 1 d- melibiosa F 9 4cidol- aspartico
C 2 b- methyl-d-glucosida F 10  Acido I- glutamico
C 3 d- psicosa F 11 Acido glycyl-l-aspartico
C 4 d- raffinosa F 12 Acido glycyl-I-glutamico
C 5 |- rhamnosa G 1 |- histidina
C 6 d- sorbitol G 2 hydroxy-I-prolina
C 7 sucrosa G 3 |- leucina
C 8 d-trehalosa G 4 I- ornithina
Cc 9 turanosa G 5 |- fenilalanina
Cc 10 xylitol G 6 |- prolina
C 11 methyl pyruvato G 7 Acido I- pyroglutamico
C 12 methyl succinato G 8 d-serina
D 1 Acido acetico G 9 I-serina
D 2 Acido cis- aconitico G 10 I-threonina
D 3 Acido citrico G 11 carnitina
D 4 Acido formico G 12 Acido g- amino butyrico
D 5 Acido d-galactonico lactona H 1 Acido urocanico
D 6 Acido d- galacturonico H 2 inosina
H 8 2,3- butanediol H 3 uridina
H 9 Glycerol H 4 thymidina
H 10 d,l-a- glycerol phosphato H 5 feniletilamina
H 11  glucose-1-phosphato H 6 putrescina
H 12  glucose-6-phosphato H 7  2- amino ethanol
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Tabla V1. Andlisis de varianza de una via practicado a los arcosenos de la supervivencia larval
de Litopenaeus vannamei inoculados con los tratamiento (YO-1-2-1, YPD10-4, YC5-1, YC5-
8 y CONTROL).

Df MS df MS
Efecto Efecto Error Error F P
1 4 1.007860 9 .056986 17.68603 .000272

Tabla VII. Prueba de rangos multiples de Tukey para definir diferencias en base al arco seno
de los porcentaje de supervivencia larval de Litopenaeus vannamei inoculados con los
diferentes tratamientos bacterianos (p<0.05).

TRATAMIENTOS Promedio 1 2
YC5-1 {3} 2.754872 a
CONTROL {5} 3.018638 a
YC5-8 {4} 3.687750 b
YPD10-4 {2} 3.988407 b
YO-1-2-1 {1} 4.104277 b

Tabla VIII. Andlisis de varianza de una via practicado a los arcosenos de la supervivencia
larval de Litopenaeus vannamei inoculados con todos los tratamiento (YO-I-2-1, YC5-8,
MEZCLA 1, MEZCLA 2, OXl y CONTROL).

Tratamientos df MS df MS
Efecto Efecto Error Error F P
9 0.542749 11 0.114077 4.757741  0.009033
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TABLA IX. Prueba de rangos multiples de Tukey para definir diferencias en base al arco seno
de los porcentaje de supervivencia larval de Litopenaeus vannamei inoculados con los
diferentes tratamientos bacterianos (p>0.05).

TRATAMIENTOS MEDIA DE 1
ARCOSENO
Control {10} 3.271621 a
YO-I-2-110° {3} 3.468748 ab
YO-1-2-110° {2} 3.669996 ab
Oxi {9} 4.237654 ab
YO-I-2-1 10* {1} 4.271452 ab
Yc5-8 10° {6} 4.271452 ab
Yc5-8 10* {4} 4.426478 ab
MEZCLA 2 {8} 4.605271 b
Yc5-8 10° {5} 4.676808 b
MEZCLA 1 {7} 4.682331 b
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