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1.- RESUMEN

Cepas de Vibrio harveyi se han relacionado con mortalidades
significativas de camardn cultivado en diferentes partes del mundo. En afios
recientes se han observado brotes infecciosos en camaron cultivado al sur de
Sinaloa, reportando organismos moribundos con opacidad y/o puntos rojizos en
el abdomen, ademas de mortalidades, provocados por una cepa de V. harveyi.
La virulencia de V. harveyi (cepa CAIM 1792) aislada de los brotes antes
sefialados y cultivada en medios a diferente salinidad (10, 20 y 40 %) fue
estudiada en juveniles de Litopenaeus vannamei, usando las células
bacterianas y sus correspondientes productos extracelulares (PECs). La cepa
CAIM 1792 creci6 en medios de cultivo desde 0 hasta 100 %.. Las células
bacterianas y sus PECs fueron letales para L. vannamei, encontrandose
mortalidades iguales inyectando las células bacterianas, sin embargo, la
mortalidad producida por los PECs fue significativamente mayor en los
obtenidos a 20 y 40 %.. La cepa CAIM 1792 fue hidrofébica por la prueba de
adhesion bacteriana a hidrocarburos, formé biopeliculas y produjo sideréforos,
no presentando diferencias entre sus tratamientos (10, 20 y 40 %o). Las células
y los PECs fueron positivas a la produccion de proteasas, encontrandose el
tratamiento 10 %. mayor en ambos casos. Dafos histologicos fueron
encontrados en los organismos inyectados con las células bacterianas y sus
PECs. Se concluye que la salinidad del medio donde se cultiva la cepa CAIM

1792 juega un papel importante en la virulencia de la misma.

Palabras clave: Litopenaeus vannamei, productos extracelulares, virulencia,

Vibrio harveyi.
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2.- INTRODUCCION

En las Ultimas décadas, la produccion camaronicola en México se ha
incrementado de manera considerable. Entre los diferentes problemas que
enfrenta la industria acuicola destacan las enfermedades infecciosas causadas
por virus y bacterias. Las epizootias bacterianas asociadas a Vibrio, pueden
causar mortalidades importantes (Jayasree et al., 2006; Rattanama et al., 2009;
Lin et al., 2010). Estas bacterias son microorganismos oportunistas que
aprovechan los cambios en el medio para proliferar y afectar la supervivencia
en los diferentes estadios del camardn cultivado produciendo pérdidas en la

produccion.

La familia Vibrionaceae son bacterias Gram negativas, presentes en los
ambientes acuaticos. Las bacterias de esta familia muestran un alto grado de
diversidad genética lo que les permite colonizar diferentes nichos, por lo que las
podemos encontrar tanto en ambientes marinos como de agua dulce. Viven
libremente en formas planctonicas, asociadas a biopeliculas y como organismos

patdgenos, comensales o bacterias mutualistas (Thompson et al., 2004).

Algunas especies y cepas de Vibrio causan mortalidades significativas en
camaron, dentro de las cuales se incluye a V. alginolyticus, V. campbellii, V.
harveyi, V. nigripulchritudo, V. parahaemolyticus y V. penaeicida (Soto-
Rodriguez et al., 2003; Rattanama et al., 2009; Lin et al., 2010). V. harveyi es
una de las especies bacterianas que causan mortalidades al camaroén, estas
son bacterias marinas Gram negativas, que puede presentar el fenotipo de la
luminiscencia, se desarrollan desde los 4 °C hasta 35 °C y en salinidades desde
5 hasta 100 %o0. V. harveyi puede ser encontrada en forma libre, formando
biopeliculas, comensal, oportunista y patégeno de organismos marinos (Owens
y Busico-Salcedo, 2006).
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Vibrio harveyi se ha relacionado con mortalidades significativas de
camaron cultivado en Australia (Pizzutto y Hirst, 1995), Ecuador (Robertson et
al., 1998), Filipinas (Baticados et al., 1990), India (Karunasagar et al., 1994),
Indonesia (Prayitno y Latchford, 1995), Tailandia (Jiravanichpaisal et al., 1994) y
Venezuela (Alvarez et al.,, 1998). Para obtener su patogenicidad, V. harveyi
activa diferentes mecanismos y factores de virulencia como: capacidad de
adherencia, formacion de biopeliculas (Karunasagar et al., 1994),
lipopolisacéaridos (Montero y Austin, 1999), produccion de sideréforos (Owens et
al., 1996), produccion de enzimas toxicas (Lui et al., 1996) y “quorum sensing”
(Henke y Bassler, 2004). Diversos mecanismos Yy factores son activados por el
medio ambiente y estrés al que estdn expuestas las bacterias (Prayitno y
Latchford, 1995; Bordas et al., 1996; Jones et al., 2008).

En los ultimos afos, se han observado brotes infecciosos recurrentes en
granjas de camardn del sur de Sinaloa, México. Los granjeros reportan
camarones moribundos con opacidad y/o puntos de color rojizo principalmente
en el abdomen, asociado a altas mortalidades, por lo cual se les ha llamado por
los productores “camarones rojos vivos”. Muestras de camarones con estos
signos han sido analizados desde el afio 2005 en las instalaciones del CIAD,
A.C. Unidad Mazatlan, donde se han realizado analisis en fresco,
histopatoldgicos, bacteriologicos y moleculares (rep-PCR). A la fecha se ha
identificado a una cepa de V. harveyi por rep-PCR (reaccidon en cadena de la
polimerasa de elementos palindromicos repetidos), como la responsable de
este sindrome, designada como CAIM 1792 (Soto-Rodriguez et al., 2010b).

14



Debido a que el Sindrome de los Rojos Vivos se ha presentado de forma
recurrente en las granjas de camarén de la region provocando mortalidades
masivas, es importante realizar estudios encaminados a determinar la
patogenicidad de V. harveyi cepa CAIM 1792 en camarones peneidos. En este
trabajo se evalud la relacién entre la salinidad del medio y la virulencia de V.
harveyi cepa CAIM 1792 causante del “Sindrome de los Rojos Vivos” en el
camaron blanco del Pacifico L. vannamei. Por lo que la informacion obtenida
puede ser de gran ayuda para los acuicultores a fin de definir estrategias de
control y/o medidas profilacticas que ayuden a evitar los problemas

ocasionados por el Sindrome de los Rojos Vivos.
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3.- ANTECEDENTES

3.1.- Produccion de camaroén

La produccion de camaron en México se ha llevado a cabo
principalmente en varios de los estados costeros del noroeste, en el 2008 se
registraron 72, 229 Ha (869 granjas), siendo 42, 239 Ha (462 granjas) del
estado de Sinaloa en donde la principal especie de camaron cultivado es L.
vannamei (CONAPESCA, 2010). En el afio 2007, México fue uno de los
principales productores de camaron cultivado ya que se ubico en el séptimo
lugar a nivel mundial con una produccién de 112, 000 ton (CONAPESCA,
2010). ElI camardén es la principal especie cultivada en México, en el 2008
alcanzé una produccion de 130, 049 ton. Entre los principales estados
productores se encuentran Sonora, Sinaloa, Nayarit y Baja California Sur,
siendo Sonora el primer productor con 81, 322 ton (2008) y Sinaloa el segundo
con 37, 413 ton en el mismo afio, con un valor de produccion de 1, 438, 141,
000 pesos. En ese afio Sinaloa llegé a una participacion del camaroén cultivado
en la produccion pesquera nacional del 47.48 % (CONAPESCA, 2010).

El incremento en la produccion de camaron cultivado ha generado
problemas y estos se relacionan principalmente a enfermedades infecciosas
(Soto-Rodriguez et al., 2010b). Entre las enfermedades que en los ultimos afos
han azotado a la industria camaronicola en México provocando altas tasas de
mortalidad y por consecuencia pérdidas econOmicas a los productores
encontramos, sindrome del virus de la mancha blanca, virus de la necrosis
infecciosa hipodermal hematopoyética, sindrome del virus de Taura,
hepatopancreatitis necrotizante y vibriosis. En México la vibriosis es una de las
enfermedades principales en el cultivo del camarén y en los ultimos afios ha

presentado brotes recurrentes (Soto-Rodriguez et al., 2010a)
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3.2.- Patogenicidad bacteriana

El término patogenicidad es definido como la habilidad de los organismos
para causar una enfermedad y es medido por la virulencia, que es el grado de
patogenicidad o la severidad de la enfermedad causada por el patdgeno (Todar,
2009). La patogenicidad bacteriana esta directamente relacionada con las
caracteristicas estructurales, genéticas y mecanismos bioquimicos de los
microorganismos (Todar, 2009). Estos mecanismos pueden ser: presencia de
capsulas, lipopolisacaridos u otros componentes de la pared celular, capacidad
de adherencia, secrecidon de sustancias extracelulares e intracelulares que

permitan dafar a los tejidos del huésped (Tabla 1).

Los factores de virulencia pueden ser clasificados por la capacidad de
permitir la colonizacion e invasion de los tejidos del huésped, dafiar los tejidos y

enfermar al huésped.

Tabla 1.- Factores de virulencia que promueven la colonizacién y supervivencia
de las bacterias (Todar, 2009).

Factores de virulencia Funcion

Pilis Adherencia a la superficie de las mucosas.
Adhesinas no fibrilares Unién a las células del huésped.
Motilidad y quimiotaxis Ayuda a la fijacion de las superficies de las

mucosas en areas de fluido rapido.

Sideroforos Permiten la adquisicion de hierro.
Cépsulas (polisacéridos) Evitan la fagocitosis.
Proteinas toxicas Protegen de la muerte por fagocitosis, reducen la

intensidad del choque oxidativo.

Antigenos Permite evadir la respuesta de anticuerpos.

Al ingresar un patdgeno capaz de causar dafio en un huésped se inicia el

proceso de infeccion, el cual comprende las etapas de entrada, adhesion,

17



colonizacion, multiplicaciéon, persistencia e infeccion. En ocasiones el huésped
tolera la etapa de colonizacién por un patdgeno restringiéndolo a regiones
donde no cause dafio, pero si este patdgeno logra avanzar del punto de
infeccion original y evade las defensas, puede producir dafios significativos

sobre el organismo propiciando una enfermedad (Salyers y Whitt, 1994).

3.3.- Estudios de patogenicidad con V. harveyi

Debido a los problemas recurrentes de enfermedades de tipo bacteriano
en los laboratorios de produccién de postlarvas y granjas camaronicolas, se han
realizado diferentes infecciones experimentales con camarones juveniles
probando las cepas y especies de vibrios aisladas de camarones enfermos
(Tabla 2).

Tabla 2.- Cepas de Vibrio harveyi desafiadas en camarones juveniles.

Cepa Especie de  Mortalidad Tiempo Dosis Referencia
camaron (%) (h) (UFC/Q)
S-2 P. monodon 86 24 3.6x10° Jiravanichpaisal et al. 1994
B-4 P. monodon 80 20 2.1x10* Jiravanichpaisal et al. 1994
770527 P. monodon 50 Nd 8.2x10* Liu et al. 1996
820514 P. monodon 50 Nd 8.7x10* Liu et al. 1996
Al P. monodon 50 Nd 4.9x10* Lui et al. 1996
ACE  P.monodon 53 168 1.0x10°  Alapide y Dureza 1997
ACE P. monodon 50 48 1.0x10° Jayasree et al. 2006
ACE P. monodon 50 48 2.5x10* Jayasree et al. 2006
ACE  P. monodon 100 168 1.5x10° Manilal et al. 2010
CAIM L. vannamei 100 48 8.1x10° Soto-Rodriguez et al. 2010

ACE = aislada de camarones enfermos; Nd = no disponible; UFC = unidades
formadoras de colonias.
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Ademas de desafios experimentales en camarones juveniles, en los
estadios larvales también se tienen reportes de mortalidades provocadas por
cepas de V. harveyi. Karunasagar et al. (1994) encontraron cepas que causan
mortalidades entre 44 y 80 % en postlarvas de P. monodon a los cinco dias de
exposicion, encontraron DLso de 2.6 x 10° UFC/mI, ademas en protozoeas de la
misma especie de camarén, V. harveyi provocd mortalidades del 50 y 100 % en
40 h a densidades bacterianas de 10* y 10° UFC/ml respectivamente (Harris y
Owens, 1999). En el mismo estadio larval pero de L. vannamei, V. harveyi (cepa
STD3-101) produce mortalidades del 51 y 90 % con densidades bacterianas de
10* y 10" UFC/ml durante 2 h de inmersién, respectivamente (Robertson et al.,
1998), lo que puede sugerir un mayor grado de virulencia de esta ultima cepa o

menor resistencia de la especie de camaron a esta bacteria.

Las cepas de V. harveyi presentan diferentes perfiles genéticos y
proteicos, algunos de ellos conocidos como factores de virulencia, que le
permiten ser patdgena para un amplio nUmero de organismos marinos, esta
diversidad genética se debe probablemente a que obtienen elementos moviles
como plasmidos y bacteridfagos, lo cual dificulta la distincién entre las cepas
virulentas y las no virulentas (Pizzutto y Hirst, 1995). Se ha encontrado en
infecciones experimentales con vibrios una correlacion positiva entre la
mortalidad de nauplios de Artemia franciscana y la produccién de proteasas,
fosfolipasas y sideréforos, sugiriendo que la virulencia esta relacionada
principalmente con la produccién de algunas exoenzimas (Soto-Rodriguez et
al., 2003). En nauplios de A. franciscana se reportaron mortalidades del 90 % a
las 48 h postinfeccion con V. harveyi (cepa BB120) cuando se infectaron con
una densidad bacteriana de 10* UFC/mI (Defoirdt et al., 2005). En abulén juvenil
Haliotis tuberculata de 35 mm, se reportaron tasas de mortalidad arriba del 80
% cuando se infectd con tres cepas patdgenas de V. harveyi aisladas de
abulones enfermos, reportando una DLsy de 2.5 x 10> UFC/ml (Travers et al.,
2009).
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3.4.- Productos extracelulares (PECS)

Algunas cepas de especies de Vibrio producen productos extracelulares
(PECs) toxicos. Entre ellos se encuentran factores de virulencia como las
citolisinas, proteasas, lipasas, sideréforos, hemolisinas y exopolisacaridos
(Shinoda, 1999; Su et al., 2004; Zhang y Austin, 2005; Croxatto et al., 2007;
Wyckoff et al., 2007). Los PECs de algunas especies de Vibrio son téxicos
cuando son inyectados en el camardn y otras especies de organismos marinos
(Tabla 3).

Tabla 3.- PECs de cepas de Vibrio que causan mortalidad en camarones
juveniles.

Especie bacteriana Cepa Especie DLso* Referencia

V. harveyi ATCC25919 P. monodon 2.7 Liu et al. (1996)
V. harveyi ATCC14226" P.monodon 2.34 Liu et al. (1996)
V. harveyi 820514 P. monodon 1.2-1.5 Liu et al. (1996)

V. alginolyticus Val P. monodon  0.23 Lee et al. (1996)

V. alginolyticus Val P. japonicus  0.63 Lee et al. (1996)

V. alginolyticus Swy P. japonicus  0.27 Lee et al. (1997)
V. harveyi 47666-1 P. monodon 3.5 Harris y Owens (1999)
V. harveyi ACMM642  P. monodon 3.3 Harris y Owens (1999)
V. harveyi Vb5 P. monodon <10 Manilal et al. 2010

V. alginolyticus Vb1l P. monodon 32 Manilal et al. 2010
V. fischeri Vbl7 P. monodon 38 Manilal et al. 2010

* (ug de proteina/g)

Lee et al. (1996) reportan mortalidades con los PECs y una proteina
purificada (proteasa) extraidos de V. alginolyticus cepa SWY en juveniles de 12
g de Marsupenaeus japonicus (anteriormente llamado P. japonicus), sugieren
que esta proteina es la principal responsable de la toxicidad de los PECs de

esta cepa. Liu et al. (1996) encontraron que cepas de V. harveyi aisladas de
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camarones enfermos son mas patdgenas que las cepas aisladas de agua de
mar, en ensayos con la bacteria viable o sus PECs y mencionan que las
proteasas, fosfolipasas y hemolisinas provenientes de la bacteria tienen un

papel muy importante en la patogenicidad sobre el camardn tigre P. monodon.

Harris y Owens (1999) aislaron dos proteinas de dos cepas de V. harveyi
aisladas de larvas enfermas de P. monodon, demostrando que estas son causa
de mortalidad en camarén juvenil P. monodon y en raton CBA, concluyen que
las dos proteinas son exotoxinas y son probablemente los factores de virulencia
de las respectivas cepas de V. harveyi. La cisteina proteasa extracelular
producida por V. harveyi, cepa 820514, aislada de camarones P. monodon
enfermos, es letal para juveniles de 10 g de esta especie de camaron,
sugiriendo que esta proteasa es la principal toxina producida por la bacteria (Liu
y Lee, 1999). Por otro lado, se ha reportado que las proteinas extracelulares de
V. harveyi son factores de virulencia para los peneidos (Montero y Austin,
1999). Ademas, la virulencia de cepas bacterianas se ha relacionado a la

produccion de sideroforos (Owens et al., 1996).

En trabajos mas recientes se ha demostrado que los PECs de algunas
cepas de vibrios son letales para diferentes organismos marinos como
camaron, ostion, anguilas y peces (Binesse et al., 2008; Valiente et al., 2008;
Won y Park, 2008).

Binesse et al. (2008) reportan mortalidades del 93.3 % a las 24 h con los
PECs de V. splendidus inyectados en el ostion Crassostrea gigas. Por otro lado,
los resultados de Hasegawa et al. (2008), coinciden con esto ya que
encontraron que la metaloproteasa extracelular de V. tubiashii es el mayor
factor de virulencia para las larvas de ostion del Pacifico C. gigas. Se ha
demostrado que la Vsm, una metaloproteasa producida por V. splendidus (cepa
LGP32), es un determinante esencial de la virulencia cuando los PECs son

inyectados en los ostiones C. gigas (Gay et al., 2004; Le Roux et al., 2007).
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Valiente et al. (2008) probaron la virulencia de la bacteria V. vulnificus y
sus PECs en la anguila (Anguilla anguilla), encontrando que la virulencia no se
debe a la septicemia en sangre y 6rganos internos, sino mas bien al efecto de
factores toxicos de las metaloproteasas y reportan una DLsy de 1.7 UFC/g en
anguilas de 9 g. Las cepas de V. harveyi aisladas de peces enfermos, son
causa de mortalidad para Paralichthys olivaceus (lenguado olivo) y Sebastes
schlegeli (pez roca negro) con valores de DLsy desde 2.48x10° hasta 8.76x10’
UFC/g y desde 2.0x10* hasta 2.52x10° UFC/g respectivamente. En el caso de
los PECs reportaron valores de la DLsy desde 7.98 hasta 11.4 y desde 1.83
hasta 7.7 ug de proteina/g de pez, respectivamente (Won y Park, 2008).

Los mecanismos de patogenicidad de V. harveyi no son bien conocidos a
la fecha, sin embargo; diferentes trabajos reportan factores de virulencia

relacionados con cepas de V. harveyi (Tabla 4).

Tabla 4.- Mecanismos de patogenicidad de Vibrio harveyi

Mecanismos de patogenicidad Referencia

Produccion de exoenzimas Lui et al. (1996) y Soto-Rodriguez et al.(2003)

Hemolisinas Zhang y Austin (2000)
Lipopolisacaridos Montero y Austin (1999)
Bacteri6éfagos Oakey y Owens (2000)
Quorum sensing Henke y Bassler (2004)
Siderdéforos Owens et al. (1996)
Formacion de biopeliculas Karunasagar et al. (1994)

Tomada de Austin y Zhang 2006.
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3.5.- Factores y mecanismos de patogenicidad bacterianas

3.5.1.- Proteasas bacterianas

La produccion de proteasas esta considerada como un factor de
virulencia importante en las bacterias patdégenas. En general, las proteasas
catalizan la hidrolisis de proteinas grandes en pequefios péptidos y
aminoacidos para facilitar su absorcion por la célula bacteriana. Existe una gran
variedad de enzimas proteoliticas clasificadas en familias, entre las mas
importantes secretadas por bacterias se encuentran; las proteasas
dependientes de la serina o de la cisteina, proteasas alcalinas de la serina,
subtilisinas y metaloproteasas; dentro de este grupo se localizan las

colagenasas, gelatinasas y elastasas (Neurath, 1989).

Proteasas dependientes de cisteina y serina, metaloproteasas y
hemolisinas han sido aisladas de V. alginolyticus, V. anguillarum, V. harveyiy V.
penaeicida (Stensvag et al., 1993; Lee et al., 1997; Harris y Owens, 1999).
Vibrio harveyi produce una proteina extracelular de 38 kDa con actividad de
proteasa, fosfolipasa y hemolitica y una proteasa alcalina de serina, que induce
mortalidades en el camaron P. monodon (Liu et al., 1996; 1997).

3.5.2.- Factores de adherencia.

La hidrofobicidad es generalmente considerada como un factor muy
importante en la virulencia de las cepas bacterianas (Lee y Yii, 1996). Se
reporta que los microorganismos patdogenos deben tener la capacidad de
adherirse y colonizar superficies bidticas y abidticas para poder sobrevivir en los
diferentes ambientes (Kirn et al., 2005). Para muchas bacterias patdgenas el

primer paso para afectar la salud de un hospedero es la capacidad de adherirse
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a la superficie de este, logrando una colonizacién, esta interaccion esta

mediada por macromoléculas llamadas colectivamente adhesinas.

La adhesion bacteriana es un proceso muy importante en la
patogenicidad de bacterias ya que este proceso les permite la formacion de
biopeliculas, que es un mecanismo de defensa contra desinfectantes vy
antibioticos (Dass et al., 2007). Manilal et al. (2010) reporta que 29 cepas de
Vibrio presentan alta adherencia a hidrocarburos, esta alta afinidad ha
hidrocarburos es inherente para la formacion de biopeliculas que son un fuerte
problema en acuacultura. La formacion de biopeliculas de V. harveyi en los
sistemas de cultivo de peneidos y langostinos esta altamente relacionada con
mortalidades masivas en ambos crustaceos (Karunasagar et al., 1994;
Tonguthai, 1995).

3.5.3.- Mecanismos de adquisicion de hierro

El hierro es de los cuatro elementos mas abundantes en la corteza
terrestre (Sandy y Butler, 2009). La adquisicion de hierro del ambiente es
indispensable para todos los organismos, debido a que tiene un papel muy
importante en muchos procesos vitales para el desarrollo de la vida como lo
son: reacciones de oOxido-reduccion, sintesis de adenosintrifosfato (ATP),
destoxificacion de radicales de oxigeno, transporte de electrones y otras
reacciones bioquimicas (Guan et al., 2001).

La adquisicién de hierro es dificil para los microorganismos marinos
debido a que las concentraciones de este elemento en el agua de mar son muy
bajas. Por ello, los microorganismos requieren de mecanismos eficientes de
captacion de hierro. Los sideroforos son moléculas de bajo peso molecular (<

1,000 D) que tienen una alta afinidad por el hierro y pueden extraerlo de
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complejos minerales o de proteinas acarreadoras, como la lactoferritina y la
ferritina (Litwin y Calderwood, 1993).

Uno de los factores de virulencia implicados en la vibriosis es la habilidad
para usar el hierro del medioambiente adyacente por sistemas de adquisicion
de hierro (Lorenzo et al., 2004). Las bacterias del género Vibrio producen por lo
general sideroforos del tipo catecolato (Cabaj y Kosakowska, 2009), como la
vibriobactina. Aunque recientemente se ha demostrado que pueden producir
varios tipos, en aislados de V. harveyi se ha reportado la produccion de
sideroforos de tipo catecolato, hidroxamatos y carboxilatos (Murugappan et al.,
2010).

3.6.- Histologia

La enfermedad causada por vibrios en camarones juveniles y adultos se
manifiesta por un nado erratico seguido de una etapa letargica, anorexia,
lesiones multifocales en la cuticula del exoesqueleto y apéndices de color negro
o café, debido al depésito de melanina sintetizada por el hospedero, las cuales
erosionan la cuticula. Cuando la vibriosis es recurrente, el caparazon se torna
de una apariencia rugosa y blanda lo que facilita lesiones mecanicas. Si las
defensas del organismo son capaces de eliminar a las bacterias que producen
este tipo de infeccion, después de la muda, los camarones recuperaran su
exoesqueleto normal (Lightner, 1996). Camarones afectados por vibriosis
presentan una expansion de los cromatdéforos que se observa como una
coloracién rojiza en todo el cuerpo y opacidad del musculo. Internamente, hay
formacién de nddulos hemociticos multifocales, encontrados generalmente en el
organo linfoide, hepatopancreas, glandula antenal, corazén, branquias y
musculo (Lightner, 1996).
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Ademas de los estudios histopatolégicos realizados en camarones
infectados por vibrios de manera natural en las granjas de camarén cultivado, a
nivel laboratorio se han realizado diferentes desafios experimentales reportando
los cambios a nivel tisular provocados por estas bacterias. Robertson et al.
(1998) en su trabajo donde realizaron infecciones experimentales con V. harveyi
en larvas de camardn blanco L. vannamei reportan la presencia de tejidos
melanizados, ndodulos hemociticos y necrosis en las paredes del
hepatopancreas. En pruebas de inmunohistoquimica encontraron la presencia

de bacterias en el intestino y tubulos del hepatopancreas.

En camarones juveniles de L. vannamei infectados con V.
parahaemolyticus cepa HL57 (CAIM 170) presentaron filamentos melanizados
en las branquias, granulomas en las branquias y hepatopancreas, moderada
infiltracibn hemocitica, degeneracion vacuolar, células picnéticas y colonias de
bacteria en hepatopancreas (Aguirre-Guzman et al., 2010). Dafos similares
fueron encontrados por Jiravannichpaisal et al. (1994) y Khuntia et al. (2008) en
camaron P. monodon y Macrobrachium rosenbergii infectado con V. harveyi y

V. parahaemolyticus respectivamente.

En L. vannamei de 6-7 cm y Farfantepenaeus brasiliensis de la misma
talla infectados con V. alginolyticus se reportaron cambios a nivel tisular
similares en el hepatopancreas de ambas especies, este Organo presento
necrosis, nacleos picnéticos, infiltracion hemocitica y nédulos hemociticos con
bacterias en su interior (Esteve y Herrera, 2000a, 2000b). Estas lesiones
coinciden con lo reportado por Sharshar y Azab (2008) en M. rosenbergii
infectado con V. vulnificus. En el camardén juvenil L. vannamei de 4-5 g
infectado con V. alginolyticus se observd en el musculo la presencia de
bacterias, necrosis e infiltracion hemocitica (Liu et al., 2004).
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3.7.- Sindrome de Rojos Vivos

En México, desde el 2005 se empez6 a observar mortandad de 20 al 70
% en estanques de cultivo donde se observaban camarones con manchas rojas
focales y multifocales en la cuticula, presentando lesiones en el epitelio
cuticular, tejido conectivo y musculo, dandole al organismo una coloracion
rojiza, por lo que los acuicultores les llamaron “rojos vivos”. En desafios
experimentales con la cepa CAIM 1792 de V. harveyi se han encontrado
mortalidades del 90 y 100 % cuando se inyectaron camarones L. vannamei a
dosis de 10* UFC/g (Soto-Rodriguez et al., 2010b).

3.8.- Factores ambientales que afectan la virulencia

La mayoria de las granjas de cultivo de camardn blanco del Pacifico L.
vannamei estan estrechamente relacionadas con sistemas estuarinos, los
cuales pueden variar su salinidad debido a la temporada de lluvias y al gran
aporte de agua dulce que reciben por efluentes continentales. Estos cambios de
salinidad en los sistemas de produccién causan estrés a los organismos en
cultivo, ademéas de generar un ambiente adecuado para la proliferacion de
microorganismos oportunistas como las bacterias patdgenas para el camaron.
En las ultimas décadas se han presentado diferentes epizootias bacterianas en
los sistemas de produccion relacionados a especies del género Vibrio,
causando grandes mortalidades y por lo tanto pérdidas econdémicas a los
productores (Soto-Rodriguez et al., 2010a).

Las variables fisicoquimicas del agua en la que los organismos son
cultivados pueden ser factores importantes que deprimen el sistema inmune de
los crustaceos. Kautsty et al. (2000) encontraron que las fluctuaciones en la
salinidad, oxigeno y temperatura del agua, pueden aumentar la susceptibilidad

a enfermarse de los camarones. En bioensayos con camarén azul del Pacifico
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L. stylirostris Harris y Owens (1999) y Saulnier (2000), sugieren que la virulencia
de cepas de Vibrio esta estrechamente relacionada con los cambios de factores
bidticos y abidticos como: temperatura, salinidad, eutroficacion, presencia de
otros patégenos, estrés por manejo y estado fisiologico de los hospederos. La
eutroficacién del agua puede inducir un aumento en la densidad bacteriana de
V. nigripulchritudo en el agua y puede inducir a activar los factores de virulencia

(Lemonnier et al., 2006).

Shivappa (1997) reporta que las fluctuaciones de las condiciones del
medio ambiente como la temperatura, salinidad y oxigeno, tienen un efecto
significativo en la virulencia de V. harveyi, siendo las variaciones de salinidad
mas letales que las de temperatura para las postlarvas de camarén L.
vannamei. Prayitno y Latchford (1995) compararon las mortalidades de larvas y
postlarvas de P. monodon inoculadas con V. harveyi cultivada a salinidades de
27, 20 ,15y 10 % y pH de 5.5, 6.0, 7.2 y 9.0, encontrando que la bacteria
provocd mortalidades significativas mas altas en bajas salinidades (10 y 15 %o)
y en los pH mas altos (6.0, 7.2 y 9.0), sugiriendo que el estrés provocado por

salinidad y pH puede inducir a la bacteria a expresar genes de virulencia.
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4.- HIPOTESIS

La virulencia de Vibrio harveyi, cepa CAIM 1792, causante del Sindrome
de los Rojos Vivos en Litopenaeus vannamei esta relacionada con la

concentracion de sal del medio en el cual se cultiva la bacteria.
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5.- OBJETIVOS

5.1.- Objetivo general

Evaluar el efecto de la salinidad del medio de crecimiento sobre la
virulencia de Vibrio harveyi, cepa CAIM 1792 y los dafios histolégicos que
provocan las células bacterianas y sus PECs en el camardn juvenil Litopenaeus

vannamei.

5.2.- Objetivos particulares

e Evaluar la viabilidad de la cepa CAIM 1792 cultivada en medios
bacteriologicos a salinidades de 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y
100 %o.

e Evaluar la virulencia de V. harveyi, cepa CAIM 1792, y toxicidad de sus
productos extracelulares cultivada en medios bacteriolégicos a
salinidades de 10, 20 y 40 %o, en desafios experimentales con juveniles

de L. vannamei.

e Evaluar la mortalidad del camaron juvenil L. vannamei infectado con V.

harveyi mantenido a diferentes salinidades.

e Estimar la produccion de diversos factores de virulencia de V. harveyi,
cepa CAIM 1792 al crecerla a diferentes salinidades.

e Evaluar el proceso histopatolégico en juveniles de camaron L. vannamei
inyectados con las células viables y los PECs de V. harveyi, cepa CAIM

1792.
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6.- MATERIALES Y METODOS

6.1.- Viabilidad (conteo total viable)

La cepa bacteriana CAIM 1792 identificada como V. harveyi por rep-PCR
(Gomez-Gil et al., 2004a; Lin et al., 2010) fue obtenida de la coleccién de
microorganismo de importancia acuética (CAIM, CIAD Mazatlan). La cepa CAIM
1792, fue aislada originalmente de lesiones de L. vannamei afectados por el
sindrome de los rojos vivos de granjas del sur de Sinaloa (Soto-Rodriguez et al.,
2010b).

Vibrio harveyi, cepa CAIM 1792, fue reactivada de su criopreservacion
inoculando la cepa en 5 ml de caldo de soya tripticasa (TSB) + 2.0 % de NaCl
(Bioxon ®), incubandose toda la noche a 30 °C sin agitacién. Para obtener la
suspensioén bacteriana, se inocularon 100 ul de este caldo bacteriano en 10 ml
de TSB + 2.0 % de NaCl (Bioxon ®) y se incub6 durante la noche a 30 °C.
Posteriormente se hicieron dos ensayos, el primero, por triplicado y el segundo
con cinco réplicas para disminuir el error por muestreo, donde tubos de ensaye
conteniendo 5 ml de caldo peptonado (Dibico ®) ajustados a salinidades de 0,
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 %. con NaCl, fueron inoculados con 100

ul de la suspension bacteriana.

Los tubos se incubaron a 30 °C durante 24 h y en todos los tratamientos
con excepcion del tratamiento con 0 %o (debido que a simple vista no se
observd crecimiento bacteriano), se hicieron diluciones seriales agregando 100
ul de la suspension original en 900 pl de solucion salina estéril. De cada dilucién
se inoculd con un rastrillo de vidrio estéril 100 ul en placas de agar tiosulfato,
citrato, sales biliares y sacarosa (TCBS Bioxon ®), las placas se incubaron
durante 24 h a 30 °C. Posteriormente a simple vista se cont6 el nimero de

colonias reportandose en UFC/ml.
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6.2.- Crecimiento bacteriano

Se inoculd la cepa CAIM 1792 en 10 ml de TSB + 2.0 % de NaCl y se
incubo durante la noche a 30 °C. Posteriormente se hicieron dos ensayos, con
cinco réplicas cada uno, en el primero, se inocularon tubos con 5 ml de caldo
peptonado (Dibico ®) ajustados a salinidades de 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 90 y 100 %o con 100 pl de la suspension incubada durante una noche.
Luego se incubaron los tubos a 30 °C durante 24 h.

En el segundo ensayo se inocularon tubos con 5 ml de TSB (Bioxon ®)
ajustados a salinidades de 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 %0 con 100
ul de la suspensién incubada durante una noche a 30 °C. Luego se incubaron a
30 °C por 24 h. Posteriormente se midio la absorbancia de cada tubo a 610 nm
con un espectrofotometro Hach modelo DR/2010, usando como blanco un tubo

similar sin inocular.

6.3.- Productos extracelulares (PECs)

Para la obtencién de los PECs de la cepa CAIM 1792 se utiliz6 la técnica
de extraccion en medio solido descrita por Zhang y Austin (2000). Primero se
prepararon placas de 24 x 24 cm con 200 ml de agar de soya tripticasa (TSA
Dibico ®) ajustando la salinidad a 10, 20 y 40 %0 que se recubrieron con una
membrana de papel celofan dulce estéril.

El inoculo bacteriano se prepar6 incubando la bacteria toda la noche a 30
°C en 10 ml de TSB + 2.0 % de NaCl (Bioxon ®). Se inocularon 3 ml en cada
placa previamente preparada empleando un rastrillo de vidrio estéril. Se
incubaron las placas a 30 °C por 24 h, se lavaron las membranas de celofan
con 15 ml de buffer fosfato salino (BFS) estéril, pH 7.2 (Anexo 4). Del producto
del lavado se obtuvieron las suspensiones que se centrifugaron a 8, 500 rpm
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durante 30 min a 4 °C. Los sobrenadantes obtenidos se filtraron a través de
membranas estériles de celulosa de 0.22 um de diametro de poro (Millipore)
para remover las células bacterianas. Todos los productos filtrados se
sometieron a una prueba de esterilidad para asegurar que no hayan quedado
células bacterianas viables, sembrando 20 ul en placa de agar TCBS (Dibico ®)
gue se incubaron toda la noche a 30 °C. En el caso de que las placas
presentaran crecimiento se repetia el proceso de filtrado hasta que se aseguré
la total esterilidad de los PECs. Se realizaron alicuotas de 1.5 ml de los PECs

extraidos y se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

La concentracion de proteinas presente en los PECs se cuantificd por el
método de Bradford (1976). Se utilizé seroalbumina de bovino (Sigma ®) como
estandar para elaborar una curva de calibracion empleando concentraciones de
0, 0.1, 0.2, 0.3 y 0.4 pg/ml de seroalbumina de bovino con tres réplicas por

tratamiento.

A 100 pl de cada concentracion de seroalbumina, asi como de las
muestras de prueba y control (agua destilada) se afiadieron 5 ml del reactivo de
Bradford (Biorad ®). Una vez que las muestras fueron homogenizadas durante
15 min, se midi6 la absorbancia a 595 nm (Asgs). Los valores de absorbancia
obtenidos de la curva de calibracién se ajustaron a una recta para calcular la

concentracion de proteina total de las muestras de prueba.

6.4.- Factores y mecanismos de patogenicidad

6.4.1.- Prueba de agregacion de sal

La hidrofobicidad de las células de V. harveyi se determiné por la prueba

de agregacion de sal (PAS). La cepa CAIM 1792, se sembro por estria en TSA
ajustado a salinidades de 10, 20 y 40 %o y se incubaron a 30 °C por 24 h. Las
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colonias crecidas se recogieron y se suspendieron en buffer fosfato de sodio
(BFS) 0.002 M pH 6.8, se lavaron dos veces por centrifugacion a 8, 500 rpm, 10
min a temperatura ambiente. Se ajustd la absorbancia a 1.00, con un
espectrofotometro Hach modelo DR/2010 a una longitud de onda de 420
nm(Lee y Yii, 1996).

A partir de esta suspension bacteriana, se mezclaron alicuotas de 0.5 ml
con un volumen igual de sulfato de amonio a concentraciones de 0.05, 0.1, 0.5,
1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5y 4.0 M en tubos de ensayo de vidrio estériles por
triplicado. Los tubos se mantuvieron a temperatura ambiente durante 3 h en
reposo. Se observé a contra luz la agregacion de células bacterianas en cada
tubo.

La lectura se compardé con un control negativo, que consistio en la
suspension bacteriana mezclada con BFS 0.002 M. La reaccion se considerd
como positiva cuando se observé la formacion de un agregado blanco en el
fondo del tubo y la solucién se presenté clara, mientras que como una reaccion
negativa se consider6 cuando no se presentaron agregados visibles. El valor de
PAS, se define como la molaridad mas baja de sulfato de amonio que causa
una agregacion visible de la cepa prueba.

6.4.2.- Prueba de adhesion bacteriana a hidrocarburos (PABH)

La prueba de PABH fue calculada por el método de Rosenberg et al.
(1980). La cepa CAIM 1792 se sembrd por estria en placas de TSA ajustada a
salinidades de 10, 20 y 40 %o, se incubd a 30 °C durante 24 h. Se recogieron las
colonias, se preparé una suspension bacteriana en BFS 0.002 M, ajustando la
absorbancia a 0.16 en un espectrofotometro Hach modelo DR/2010 a una
longitud de onda de 600 nm. La prueba se realizé por triplicado, transfiriendo 1

ml de la suspension en tubos de ensayo de vidrio de 10 ml estériles, se
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agregaron 3.335 ml de n-octano (Sigma ®). Los tubos se agitaron
vigorosamente durante 1 min y se mantuvieron luego en reposo durante 15 min
para permitir la separacion de las fases. Finalmente se registré la absorbancia
de la fase acuosa a 600 nm y se calculo el porcentaje de particion en la fase de
hidrocarburos para cada tratamiento aplicando la siguiente férmula (Rosenberg
et al., 1980):

PABH (%) = A600 suspension bacteriana original — A600 fase acuosa X 100
(%) = A600 suspension bacteriana original

Donde A600 es la absorbancia a una longitud de onda de 600nm.

El criterio de hidrofobicidad propuesto por Santos et al. (1990) fue usado
para evaluar la hidrofobicidad de la cepa CAIM 1792 con sus respectivos
tratamientos (Tabla 5).

Tabla 5. Criterios de hidrofobicidad celular propuestos por Santos et al. 1990.

Prueba Valores Hidrofobicidad
0.0-1.0M Fuerte Positivo
PAS 1.0-2.0M Moderada Positivo
20-4.0M Débil
>4.0M No hidrofobica
>50 % Fuerte Positivo
PABH 20 - 50 % Moderada Positivo
<20 % No hidrofobica

6.4.3- Formacion de biopeliculas

La prueba de formacion de biopeliculas se realiz6 de acuerdo al
protocolo de Won y Park (2008). Tubos conteniendo 5 ml de TSB (Bioxon ®) a
salinidad ajustada de 10, 20 y 40 %o fueron inoculados con una suspension
bacteriana crecida durante una noche de la cepa CAIM 1792, con tres réplicas

por tratamiento. Como control negativo se tomé un tubo con 5 ml de TSB
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(Bioxon ®) sin inocular, se incubaron 48 h a 30 °C con agitacidon constante a
900 rpm. Los tubos se enjuagaron con agua destilada y se agregaron cinco
gotas de solucion cristal violeta para tefir las células adheridas. Después de 15
min de incubacibn a temperatura ambiente, los tubos nuevamente se

enjuagaron con agua destilada, se les agregé 3 ml de etanol 96°.

La biomasa de células adheridas (formacion de la biopelicula) fue
cuantificada por solubilizacién del colorante en alcohol. Para esto se midio la
absorbancia en un espectrofotometro marca Hach modelo DR/2010 a una
longitud de onda de 610 nm, tomando como blanco el control negativo (Won y
Park, 2008).

6.4.4.- Deteccion de sider6foros

Se aplicé el método de cromo azurol S (CAS) descrito originalmente por
Schwyn y Neilands (1987) y modificado por Soto-Rodriguez et al. (2003). Para
estimar la produccion de sideréforos de la cepa CAIM 1792 cultivada a
salinidades de 10, 20, y 40 %o se compar6 con la cepa 775 Sid” (productora de
sideroforos) de Listonella anguillarum como control (Soto-Rodriguez 2002). Los
tratamientos (seis réplicas) fueron inoculados en forma de circulo en agar MM9
previamente preparado de acuerdo al protocolo descrito en el anexo 1. Se
incubaron por 72 h a 30 °C. A las 48 y 72 h se observo la formacién de un halo
alrededor de las colonias. Una produccion de sideréforos positiva (Sid™) se
considerd cuando se observo la presencia del halo color naranja alrededor de

las colonias.
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6.4.5.- Produccion de proteasas

Se elaboraron placas de agar TSA (Dibico ®) ajustadas a 10, 20 y 40 %o
como medio basal, se les adicion6 2.5 % de leche desnatada (Dibico ®), para
evaluar la actividad de las proteasas en los PECs y las células bacterianas de la
cepa CAIM 1792.

La cepa se inocul6 en las placas de agar previamente preparadas, se
incubaron toda la noche a 30 °C. Una azada de este cultivo o 20 ul de los PECs
se inocularon en forma de circulo sobre las placas de TSA con leche desnatada
previamente preparadas, con seis réplicas por tratamiento. Las placas se
incubaron por 48 h a 30 °C y a las 24 y 48 h se midi6 el halo litico alrededor de

los indculos (Soto-Rodriguez 2002).

6.4.6.- Produccion de gelatinasas

Se elaboraron placas de agar TSA (Dibico ®) ajustadas a 10, 20 y 40 %o
como medio basal, a las cuales se les adicion6 1 % de gelatina bacteriolégica
(Dibico ®) para evaluar la actividad de las gelatinasas en los PECs y las células

bacterianas de la cepa CAIM 1792.

La cepa se inoculd en estas placas de agar, se incubaron toda la noche a
30 °C. Una azada de este cultivo o 20 pl de los PECs se inocularon en forma de
circulo sobre las placas de TSA con gelatina bacteriologica con seis réplicas por
tratamiento. Las placas se incubaron por 48 h a 30 °C. A las 24 y 48 h se midi6
el halo litico alrededor de los in6culos previa incubacién en refrigeracién durante
15 min (Soto-Rodriguez 2002).

37



6.4.7.- Produccioén de ureasas

Se prepararon tubos con 5 ml de caldo de urea de acuerdo al protocolo
el fabricante (Dibico ®) ajustado a salinidades de 10, 20 y 40 %0 para evaluar la
produccion de ureasas de la cepa CAIM 1792 con cinco réplicas por
tratamiento. La cepa se inoculd en agar TSA (Dibico ®) ajustado a 10, 20 y 40
%o, se incubo toda la noche a 30 °C. Una azada de este cultivo se inocul6 en los
tubos con caldo de urea previamente preparados. Los tubos se incubaron a 30
°C por 24 h, donde se observé el cambio de color del medio inoculado

comparandolo con un medio sin inocular (control negativo).

6.5.- Desafios experimentales

6.5.1.- Organismos de prueba

Para este estudio se usaron juveniles de camarones L. vannamei
provenientes de un laboratorio de produccion comercial de larvas de la region.
Estos fueron transportados en agua de mar con suficiente aireacion al
laboratorio de Bacteriologia CIAD unidad Mazatlan, donde se aclimataron bajo
condiciones de laboratorio para su posterior uso en los desafios

experimentales.

6.5.2.- Cepa e in6culo bacteriano

La cepa experimental fue reactivada como se menciond anteriormente. A
partir de la suspension bacteriana en la que se reactivo, se prepararon los
indculos sembrando 100 pl de esta en tubos con 5 ml de TSB ajustado a
salinidades de 10, 20 y 40 %o que se incubaron 24 h a 30 °C. Se prepar6 una
suspension bacteriana que consistio en lavar por centrifugacion (8, 500 rpm, 10

38



min, temperatura ambiente) las células bacterianas con solucidén salina estéril
(SSE, 2.5 % NaCl) y de nuevo resuspenderlas en SSE. La suspension
bacteriana se ajustd en un espectrofotbmetro a una absorbancia de 1.00 a una
longitud de onda 610 nm, lo que equivale a una densidad aproximada de 10°
UFC/ml (Soto-Rodriguez et al.,, 2003). De esta suspension se realizaron
diluciones seriales en SSE para alcanzar densidades de 10° y 10° UFC/ml que

se utilizaron posteriormente como indculos en los desafios experimentales.

6.5.3.- Infecciones experimentales con la bacteria

Se llevaron a cabo dos desafios experimentales en juveniles de camaron
L. vannamei con la cepa CAIM 1792; el primero con la bacteria cultivada en
medio TSA (Dibico ®) con la salinidad estandar para bacterias marinas (25 %o),
con el fin de probar 2 inéculos (1 x 10° y 1 x10° UFC/mI) para conocer una dosis
subletal y evaluar la mortalidad. Se realizé un segundo ensayo con la cepa
cultivada en medio TSA (Dibico ®) ajustado a salinidades de 10, 20 y 40 %0 a

una densidad del in6culo de 2 x 10° UFC/ml.

Los dos desafios experimentales con las células bacterianas se
realizaron en acuarios de 54 | con 10 organismos por acuario, el primero con
camarones de 14.92 + 0.82 g y el segundo con organismos de 6.12 + 0.77 g
usando tres réplicas por tratamiento. Cada camaron se peso, desinfecté e
inyectd en el tercer somite abdominal, con 100 pl de la suspensiéon bacteriana
previamente preparada. El grupo control consistié en inyectar a los camarones
con 100 pl de SSE manteniendo las mismas condiciones experimentales que
los organismos infectados. Los camarones inyectados fueron colocados
aleatoriamente en el sistema de acuarios. El agua de los acuarios se filtr6 a 5
micras y se mantuvo un volumen de recambio diario de 400 %. La alimentacion
de los organismos se realiz6 dos veces al dia ad libitum con un alimento

comercial para camaron con 35 % de proteina (Purina ®). Durante los
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bioensayos se midi6 temperatura, salinidad, nitritos y amonio del agua del

sistema.

En el transcurso de los ensayos donde se inyectaron las células
bacterianas, muestras de hemolinfa de los camarones moribundos fueron
tomadas para reaislar la cepa CAIM 1792; donde 100 ul de hemolinfa fueron
sembradas en placas de agar TCBS (Bioxon ®) que se incubaron a 30 °C
durante 24 h. Dos colonias por placa, seleccionadas al azar, fueron
resembradas en agar TSA + 2.0 % de NaCl (Bioxon ®), se incubaron a 30 °C
por 24 h. El ADN gendmico se extrajo por medio del kit purificacion de ADN
gendmico (Wizard ®) siguiendo el protocolo del fabricante. La identificacion de
los aislados bacterianos se realiz6 por rep-PCR (Cabanillas-Beltran et al.,
2006), comparando los aislados con un control positivo, que consistié en extraer
el ADN gendmico de la cepa CAIM 1792 cultivada directamente de los

criopreservadores en agar TSA + 2.0 % de NaCl (Bioxon ®).

6.5.4.- Desafio experimental con los PECs

Se llevd a cabo un desafio experimental en juveniles de 4.6 £ 0.76 g de
camaron L. vannamei con los PECs obtenidos de la cepa CAIM 1792 cultivada
en medios a salinidades de 10, 20 y 40 %.. El desafio experimental se realizé en
el mismo sistema de acuarios mencionado anteriormente con la misma
densidad de siembra con tres replicas por tratamiento. Se inyectaron 100 pl de
la suspension de los PECs en el tercer segmento abdominal previa desinfeccion
del area. Para el ensayo se corrié un grupo control el cual consistié en inyectar
a los camarones con 100 pl de buffer fosfato salino y se mantuvieron las
condiciones experimentales como en los organismos con los diferentes

tratamientos.
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Los camarones inyectados fueron colocados aleatoriamente en el
sistema de acuarios. El agua de los acuarios se filtr6 a 5 micras y se mantuvo
un volumen de recambio diario de 400 %. La alimentacion se realiz6 dos veces
al dia ad libitum con un alimento comercial para camaron con 35 % de proteina
(Purina ®). Durante el bioensayo se midié temperatura, salinidad, nitritos y

amonio del agua del sistema.

6.5.5.- Infeccidon en camarones a diferente salinidad

Este ensayo se llevo a cabo para evaluar la susceptibilidad que el estrés

por cambios de salinidad genera en el camardn juvenil L. vannamei.

En el desafio experimental se uso la cepa CAIM 1792 cultivada en medio
TSA (Dibico ®) con la salinidad estandar para bacterias marinas (25 %o.), a una
densidad del inoculo de 2 x 10° UFC/ml. El ensayo se realizé en acuarios de 54
| con 10 organismos por acuario con pesos de 7.3 + 1.10 g con tres réplicas por
tratamiento. Se aclimataron los organismos logrando las salinidades del agua
de cultivo (10, 20 y 40 %) en un periodo de 8 h. Cada camarén se peso,
desinfect6 e inyecto en el tercer somite abdominal. Se inyectaron 100 pl de la
suspension bacteriana previamente preparada. El grupo control consistio en

inyectar a los camarones con 100 pl de SSE manteniéndolos a 34 %o.

Los camarones inyectados fueron colocados aleatoriamente en el
sistema de acuarios. El agua de los acuarios se filtré a 5 micras, se ajusto la
salinidad a 10, 20 y 40 %o y se mantuvo un volumen de recambio diario del 100
%. La alimentacion de los organismos se realiz6 dos veces al dia ad libitum con
un alimento comercial para camarén con 35 % de proteina (Purina ®). Durante

el bioensayo se midio temperatura, nitritos y amonio del agua del sistema.
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6.6.- Histologia

A partir de cada bioensayo se fijaron los camarones moribundos con
solucion Davidson (Bell y Lightner, 1988). Esto consistio en inyectar a los
organismos con 10 ml aproximadamente del fijador empezando por la parte del
cefalotorax y musculo. Se realiz6 un corte longitudinal para asegurar la
impregnacion del fijador en el organismo y se sumergié en el fijador (Bell y
Lightner, 1988). Después de 24-48 h se sumergieron en etanol al 70 % para su
preservacion. Una vez fijadas las muestras, estas se deshidrataron e
impregnaron en parafina de acuerdo a la metodologia de rutina de Bell y
Lightner (1988) para los camarones peneidos (Anexo 2). Una vez incluida la
parafina en los tejidos se elaboraron los bloques de parafina empleando el
embebedor (Leica ® modelo histoembedder) para después realizar los cortes
histolégicos por medio de un micrétomo manual marca Leica modelo
JM2125RT.

El grosor de las laminas obtenidas fue de 5 micras, que fueron tefiidas
con hematoxilina & eosina-floxina (H&E) (Anexo 3). Las laminas histoldgicas
fueron examinadas en un microscopio 6ptico (Olympus Optical Co. LTD. modelo
CX31RBSF) donde se observaron a nivel tisular los cambios causados por la

bacteria y los PECs para cada ensayo realizado.

6.7.- Andlisis estadistico

Se calcularon los valores promedio y desviacion estandar de cada
ensayo realizado. Se realizd la estadistica descriptiva en cada caso, se
compararon los datos mediante analisis de varianza (ANOVA) de una via (ONE-
WAY) y se aplicaron pruebas a posteriori de comparacion (Tukey y Dunnett’s)
con respecto a un control. La estadistica se realizé por medio del software
SigmaPlot 11.0.
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7.- RESULTADOS

7.1.- Viabilidad bacteriana

En la Figura 1A se puede observar que no se encontraron diferencias
significativas (p > 0.05) en los tratamientos (1 x 10° UFC/ml) donde la bacteria
se cultivd desde las 10 %o hasta las 60 %o. El tratamiento que significativamente
(p < 0.05) presentd mayor densidad bacteriana fue el de 70 %o en el primer
ensayo, con un orden de magnitud de 1 x 10’ UFC/ml. Las densidades
bacterianas significativamente mas bajas, se encontraron en los tratamientos
donde se cultivo la bacteria a salinidades de 80, 90 y 100 %o, en el tratamiento

de 0 %o no se encontrd crecimiento bacteriano.
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Figura 1.- Prueba de viabilidad (conteo total viable) de la cepa CAIM 1792
cultivada en caldo peptonado. A.- Tres réplicas por tratamiento. B.- Cinco
réplicas por tratamiento. Columnas con letras diferentes representan diferencias
significativas.

En la Figura 1B se puede observar que, al igual que en el ensayo
anterior, los tratamientos que significativamente presentaron una mayor
densidad bacteriana fueron los tratamientos donde se cultivé la bacteria a
salinidades desde 10 hasta 60, en este caso incluyendo el tratamiento de 70 %o
no encontrandose diferencias significativas entre ellos (p > 0.05). De la misma
forma que en el primer ensayo se comportaron los tratamientos de 0, 80, 90 y

100 %o, Nno encontrandose crecimiento bacteriano en el tratamiento de 0 %o y los
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otros tres presentaron la misma tendencia con una densidad decreciente del
tratamiento 80 > 90 > 100 %o.

7.2.- Crecimiento de V. harveyi

Se encontr6 que la cepa presenta su mejor crecimiento en las

salinidades de 30, 40 y 50 %o, seguida por un crecimiento medio en las

salinidades de 5, 10, 20 60, 70 y 80 %o, por ultimo el resto de las salinidades 0,

90 y 100 %o presentd un crecimiento menor (Figura 2A).
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Figura 2.- Prueba de crecimiento. A.- Cepa cultivada en caldo peptonado. B.-
Cepa cultivada en caldo TSB. * Dato no disponible. Columnas con letras
diferentes representan diferencias significativas (p < 0.05).

Se realizd otro ensayo para observar el crecimiento bacteriano, en éste
se cambi6 el medio de cultivo a TSB ya que contiene mas nutrientes por lo que
la bacteria creci6 mejor. Se encontré que los tratamientos que presentaron
densidad bacteriana mayor fueron 10, 20, 30, 40, 50 y 60 %o, encontrandose
traslapados los tratamientos 10 y 60 %0 con 5y 70 %o. Al igual que en los otros
ensayos, los tratamientos que significativamente se encontraron con menor
densidad bacteriana fueron 80, 90 y 100 %o (Figura 2B).
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7.3.- Productos extracelulares

Al medir la concentracion de proteina total de los tratamientos por
triplicado con la bacteria cultivada a salinidades de 10, 20 y 40 %0 se obtuvieron
concentraciones promedio de 63.52 + 2.6, 60.88 + 8.3 y 59.87 + 3.1 ug/ml
respectivamente. No se presentaron diferencias significativas (p > 0.05) en la

concentracion total de proteinas de los tres tratamientos.

7.4.- Hidrofobicidad de la superficie celular de la cepa CAIM 1792 (PAS y
PABH)

La cepa CAIM 1792 cultivada a salinidades de 10, 20 y 40 %o presento
con la prueba de PAS en sus tratamientos como no hidrofébicos. En contraste,
en el ensayo de PABH los tres tratamientos fueron fuertemente hidrofobicos,
presentando un porcentaje de particion mayor al 50 % con n-octano, sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas (p > 0.05) en el porcentaje

de particion de los tres tratamientos (Figura 3).
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Figura 3.- Adhesidén bacteriana (%) a hidrocarburos de la cepa CAIM 1792
cultivada a salinidades de 10, 20 y 40 %o.
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7.5.- Formacion de biopeliculas

La cepa CAIM 1792 se encontr6 como positiva en la formacion de
biopeliculas a las 48 h postinoculacion en los tres tratamientos. Sin embargo, no

se encontr6 diferencia significativa (p > 0.05) entre los tratamientos (Figura 4).
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Figura 4.- Formacion de biopeliculas a las 48 h de la cepa CAIM 1792.

7.6.- Deteccion de sideréforos

Se estimé la produccion de sideréforos de la cepa CAIM 1792 cultivada
en medios con salinidades de 10, 20 y 40 %o, como control positivo se tomo la
cepa 775 de Listonella anguillarum. En los tres tratamientos se observé la
presencia del halo por lo que la produccion de sideréforos fue positiva en los
tres tratamientos. En la Figura 5 se presentan tres colonias de la cepa CAIM
1792 cultivada a 10 %eo.
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Figura 5.- Colonias de la cepa CAIM 1792 crecida en medio CAS a salinidad de
10 %o positiva a produccion de sideroforos.

7.7.- Produccion de proteasas de la cepa CAIM 1792 y sus PECs

La produccion de proteasas de las células bacterianas y los PECs en
ambos se encontraron resultados similares, presentando diferencias
significativas (p < 0.05) en los diferentes tratamientos, encontrandose un
gradiente de la salinidad menor a la mayor (10 > 20). El tratamiento 40 %0 no

presentd formacién de halo.

Tabla 6.- Halos de inhibicibn (mm) de los ensayos de produccién de proteasas.
Letras diferentes en el mismo renglén significan diferencias significativas (p <
0.05, n = 6).

Tratamientos

10 %o 20 %o 40 %o
Células bacterianas 1.7+ 0.1c 1.5+0.1b Oa
PECs 16 + 2.5¢c 85+1.1b Oa
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7.8.- Produccion de gelatinasas y ureasas

Se estimo la produccién de gelatinasas y ureasas de la cepa CAIM 1792
y sus PECs cultivada en medios con salinidades de 10, 20 y 40 %.. Ningun
tratamiento fue positivo para la produccion de gelatinasas y ureasas de la cepa
CAIM 1792 y sus PECs.

7.9.- Infecciones experimentales con V. harveyi cepa CAIM 1792

Todos los camarones inyectados con las células bacterianas de la cepa
presentaron los primeros signos a partir de las 6 h postinyeccién (pi). Los
camarones se observaron en el fondo del acuario de lado, disminuyd la
capacidad de escape, nado erratico, disminucion en el consumo de alimento,
cambios de coloracion y lesion intramuscular. En el tratamiento con la dosis de
2 x 10°® UFC/g, a los cinco dias pi se observé melanizacién multifocal en la
cuticula de los camarones infectados. En los camarones inyectados con los
PECs se observaron camarones con signos similares a la infeccién con células
bacterianas, a diferencia del anterior en este ensayo, se observo opacidad del
musculo abdominal en el sitio de inyeccién (Figura 6).
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Figura 6.- Signos gruesos observados en los camarones inyectados. A.- Se
observa el cambio de coloracién por expansion de los cromatoforos de los
camarones inyectados. B.- Indicado con la flecha melanizacién intramuscular.de
los camarones infectados. C.- Corte transversal de camarones con
melanizacién intramuscular (a: control, b, ¢ y d: infectados). D.- Indicado con la
flecha la melanina en la cuticula de camaron infectado. E.- Indicado con la
flecha la opacidad producida por la inyeccion de los PECs. F.- Indicado con la
flecha la cuticula melanizada por la inyeccion de los PECs.
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La mortalidad causada por la bacteria V. harveyi en juveniles de L.
vannamei, presenté mortalidades del 80 % a dosis de 2 x 10° UFC/g de
camaron, a las 24 h pi, iniciando la mortalidad a las 7:30 h pi. Por otro lado, la
dosis mas baja (2 x 10? UFC/g de camarén) presenté solo el 7.5 % a las 48 h pi,
iniciando la mortalidad a las 31 h pi. Se obtuvieron diferencias significativas (p <
0.05) presentando las mayores mortalidades la dosis de 2 x 10° UFC/g a partir
de las 18 h pi. A las 96 h pi la dosis mas alta presentdé su mayor mortalidad
alcanzando el 92.5 %, la dosis més baja presentd su mayor mortalidad hasta las

120 h pi alcanzando un porcentaje del 15 % (Figura 7).
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Figura 7.- Promedio y desviacion estandar de la mortalidad acumulada de L.
vannamei desafiado con V. harveyi, dosis de 2 x 10> UFC/g y 2 x 10° UFC/g.

En el bioensayo para probar el efecto de diferentes salinidades, se
observo gréficamente que los tratamientos con la salinidad mas baja (10 %) y la
mas alta (40 %o) presentaron la mayor mortalidad al final del experimento,
mostrandose la mayor mortalidad en el tratamiento donde la bacteria fue
crecida en 10 %o seguida por el tratamiento de 40 %o y por ultimo el tratamiento
de 20 %o0. Sin embargo, en las primeras 12 h pi el tratamiento de 40 %o presento
mortalidades mayores, estadisticamente no se presentaron diferencias

significativas (p > 0.05) entre los tratamientos, los tres tratamientos presentaron
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diferencias significativas (p < 0.05) con el grupo control donde no se presenté

mortalidad (Figura 8).
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Figura 8.- Promedio y desviacion estandar de la mortalidad acumulada de L.
vannamei infectado con V. harveyi a dosis de 2.8 x 10° UFC/g, crecida en
medios con diferente salinidad.

A partir de los bioensayos en los cuales se inyectaron las células

bacterianas, hemolinfa de los camarones moribundos fue sembrada en agar

TCBS para reaislar la cepa CAIM 1792. De todos los aislados seleccionados al

azar todos fueron identificados por rep-PCR como clones de la cepa CAIM 1792

al presentar el mismo patron de bandas electroforéticas, en la Figura 9 se

presenta un ejemplo de los aislados obtenidos.
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Figura 9.- Gel de electroforesis (2 %) de los aislados de hemolinfa de
camarones moribundos inyectados con la cepa CAIM 1792. M = marcador, + =
control positivo CAIM 1792, 1, 2, 3, 4, 5 = numero de aislados bacterianos.

7.10.- Mortalidad con los PECs de V. harveyi

La mortalidad causada por los PECs en el primer bioensayo a las 6 h pi
se encontraron diferencias significativas (p < 0.05), presentando la mayor
mortalidad el tratamiento de 10 %.. A las 18 h pi el tratamiento que
significativamente mayor mortalidad causé fue el de 20 %o, encontrandose el
tratamiento de 40 %o intermedio, ya que se encontro traslapado con los
tratamientos 20 y 10 %o, siendo este ultimo el que menor mortalidad presento, a
partir de las 48 h pi se presentaron las Ultimas mortalidades, encontrandose las
mayores mortalidades en los tratamientos 20 y 40 %o con valores de 100 y 90 %
respectivamente (Figura 10). Es importante mencionar que en este bioensayo
los camarones al ser revisados por histologia se encontraron evidencias de

vibriosis por lo que se decidié comparar con un nuevo ensayo.
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Figura 10.- Promedio y desviacion estandar del porcentaje de mortalidad
acumulada de L. vannamei inyectado con los PECs de V. harveyi crecida en
medios con diferente salinidad. Primer ensayo.

En la Figura 11 se presentan los resultados del segundo bioensayo en el
cual los camarones fueron inyectados y tratados con las mismas condiciones
del primer bioensayo. En este bioensayo a las 6 h pi los tratamientos con mayor
mortalidad fueron el de 10 y 40 %o (p < 0.05), a partir de las 12 h pi los
tratamientos que causaron las mayores mortalidades fueron 20 y 40 %o,
manteniéndose asi durante el resto del bioensayo, ya que el tratamiento de 20
%0 alcanzd el 100 % de las mortalidades a las 12 h pi, el tratamiento 40 %o
alcanzé este mismo porcentaje a las 18 h pi, el tratamiento con menor
mortalidad al final del bioensayo (10 %.) alcanzé el 83.3 % de mortalidad,
presentando las ultimas mortalidades a las 24 h pi.
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Figura 11.- Promedio y desviacion estandar del porcentaje de mortalidad
acumulada de L. vannamei inyectado con los PECs de V. harveyi crecida en
medios con diferente salinidad. Segundo ensayo.

Se realiz0 otro bioensayo para evaluar la mortalidad de camaron
mantenido a diferentes salinidades (10, 20 y 40 %o) e infectado a una dosis de
7.5 x 10° UFC/g con la cepa crecida a 25 %o, las diferencias significativas se
encontraron a las 12 h pi (p < 0.05) siendo més altos los tratamientos de 10 y
40 %o, a las 24 h pi el tratamiento con mayor mortalidad fue el de 40 %o,
manteniéndose asi hasta el final del bioensayo, alcanzando un 93.3 % de
mortalidad, presentando las ultimas mortalidades a las 96 h pi. Los tratamientos

10 y 20 %o lograron mortalidades de 66.7 y 56.7 % respectivamente (Figura 12).
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Figura 12.- Porcentaje de mortalidad acumulada de L. vannamei cultivado a
salinidades de 10, 20 y 40 %o € inyectado con V. harveyi crecida a 25 %eo.

Durante todos los bioensayos se monitored la temperatura del agua,

salinidad, amonio total y nitritos (Tabla 7).

Tabla 7.- Variables fisicoquimicas del agua durante los bioensayos. Valores
promedio durante una semana de monitoreo.

Bioensayo Temperatura Salinidad Amonio Nitrito
() (%0) (mg/l) (mg/l)

1 27 34 0 0

2 256+0.4 34 0 0

3 25+ 0.25 34 0 0

4 29 +0.25 34 0 0

5 29.5+0.83 * 0 0

Bioensayo 1) prueba de dos in6culos; bioensayo 2) mortalidad de camardn
inoculado con la cepa cultivada a 10, 20 y 40 %o; bioensayo 3) mortalidad de
camarén inyectado con los PECs (primer ensayo); bioensayo 4) mortalidad de
camaron inyectado con los PECs (segundo ensayo); bioensayo 5) mortalidad de
camardén mantenido a diferentes salinidades e infectado con la cepa cultivada a
25 %o. * Salinidad 10, 20 y 40 %o en los tratamientos y 34 %o en el grupo control.
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7.11.- Analisis histopatologico

En los camarones inyectados con las células bacterianas se observo en
el sitio de inyeccion a las 12 h pi la presencia de masas bacterianas dispersas
en el tejido, infiltracion hemocitica, formacion de nodulos y necrosis del tejido,
los mayores cambios se observaron en los tratamientos con la bacteria
cultivada a 10 y 20 %o (Figura 13A).

A las 24 h pi los cambios encontrados histolégicamente fueron masas
bacterianas pero menos dispersas en el tejido encontrdndose la mayoria
concentrada por los hemocitos, se observo infiltracibn hemocitica, formacion de
nédulos, melanizacion y necrosis del tejido. Los mayores cambios fueron

encontrados en los tratamientos 20 y 40 %o (Figura 13B).

Los cambios encontrados a las 48 h pi fueron infiltracion hemocitica,
pocos nédulos hemaociticos y la necrosis del tejido en el sitio de inyeccién, en
esta etapa de la infeccion las diferencias entre los tratamientos no fueron

observadas (Figura 13C).

Los organismos estaban en la etapa de recuperacion a las 168 h pi, sin
embargo, los cambios histologicos observados en el sitio de inyeccion fueron;
infiltracibn hemocitica, pocos nédulos hemociticos melanizados y necrosis del
tejido (Figura 13D).

58



48 hpi C 10 %o 20 %o 40 %o

Figura 13.- Microfotografias del sitio de inyeccion de los camarones infectados
con la cepa CAIM 1792 crecida en salinidades de 10, 20 y 40 %o. Posinyeccion
(pi), barra de 100 micras.
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En el corazon de los camarones inyectados con las células bacterianas,
los cambios histologicos encontrados a las 12 h pi fueron la presencia de
bacterias en el tejido, poca infiltracion hemocitica, sin diferencias observadas en
sus tratamientos (Figura 14A). A las 24 h pi en el corazén se observé nédulos
hemociticos, melanizaciéon y necrosis del tejido, los mayores cambios fueron

observados en el tratamiento de 20 %o (Figura 14B).

12hpi A 10 %o 20 %o 40 %o

24h pi B 10 %o 20%o 40 %o

Figura 14.- Microfotografias del corazén de los camarones infectados con la
cepa CAIM 1792 crecida en salinidades de 10, 20 y 40 %.. A) masas bacterians.
B) N6dulos hemociticos con melanizacién. Barra de 20 micras.

A partir de las 48 h pi en el corazon se observé la recuperacion del tejido

encontrandose el 6érgano aparentemente sano (Figura 15).
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Figura 15.- Microfotografia del corazén aparentemente sin dafios de los
organismos inyectados con el tratamiento de 20 %o a las 168 h pi. Barra de 20
micras.

En el organo linfoide los cambios observados a las 12 h pi fueron
infiltracion hemocitica, la presencia de masas bacterianas dispersas en el
organo y necrosis del tejido, sin diferencias observadas entre sus tratamientos
(Figura 16A). A las 24 h pi en el 6rgano linfoide se observo la presencia de
nédulos hemociticos melanizados y necrosis del o6rgano, sin diferencias

aparentes entre los tratamientos (Figura 16B).
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12 h pi A 10 %o 20 %o 40 %o

24 hpi B 10 %o 20 %o 40 %

Figura 16.- Microfotografias del érgano linfoide de los camarones inyectados
con la cepa crecida a 10, 20 y 40 %.. A) Masas bacterianas. B) Ndédulos
hemociticos melanizados. Barra de 20 micras.

A partir de las 48 h pi en el érgano linfoide, solo se observo la presencia
de pocos nodulos hemociticos y la aparente recuperacion del 6rgano, que al
final del bioensayo (168 h pi) fue mas evidente (Figura 17).
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Figura 17.- Microfotografia del 6rgano linfoide de los camarones infectados con
la cepa CAIM 1792 crecida a 40 %o a las 168 pi. Barra de 20 micras.

En los organismos inyectados con los PECs de la cepa CAIM 1792, los
cambios encontrados en el sitio de inyeccion en los diferentes tratamientos y
tiempos, durante el bioensayo que duré 120 h fueron; infiltracion hemocitica y

necrosis del tejido, sin diferencias entre los tratamientos (Figura 18).
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Figura 18.- Microfotografias del sitio de inyeccion de los camarones inyectados
con los PECs de la cepa CAIM 1792 crecida en salinidades de 10, 20 y 40 %o.
A) Necrosis. B) Necrosis mas dispersa. Barra de 100 micras.

El corazén de los camarones inyectados con los PECs, se observo sin

dafios aparentes durante el bioensayo (Figura 19).
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Figura 19.- Microfotografia del corazon de los camarones inyectados con los
PECs de la cepa CAIM 1792 cultivada a 20%. a las 5 h pi. Barra de 20 micras.

En el 6rgano linfoide de los organismos inyectados con los PECs, los
cambios encontrados en los diferentes tratamientos y tiempos fue necrosis del
tejido, que se observo desde las 5 h pi hasta las 120 h pi (Figura 20).
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Figura 20.- Microfotografia del érgano linfoide de los camarones inyectados con
los PECs de la cepa CAIM 1792 crecida a 10 %o a las 120 h pi. Barra de 20
micras.
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8.- DISCUSION

Muchas especies de bacterias marinas necesitan de la presencia de
sodio en el medio donde se desarrollan, ya que es necesario para algunos
procesos fisioldgicos. La presencia de altas concentraciones de nutrientes
organicos o cationes divalentes pueden compensar la falta de sodio necesario
para el metabolismo de las bacterias (Urakawa y Rivera, 2006). Las cepas y
especies de Vibrio toleran un amplio rango de salinidades, el Optimo
requerimiento de NaCl es de ~ 20 a 25 %o, algunas especies (haldfilas)
requieren al menos una concentracién del 5 %, de NaCl en el medio para
crecer, mientras que especies no haléfilas como V. cholerae, V. mimicus o V.
hispanicus, pueden crecen con concentraciones minimas de sal (Gomez-Gil et
al., 2004b).

La cepa CAIM 1792 de V. harveyi tolera un amplio intervalo de
salinidades ya que en nuestros resultados se encontrd viable desde las 5 %o
hasta las 100 %.. Ciertos estudios reportan la viabilidad y requerimientos de
NaCl de las cepas bacterianas de V. harveyi en diferentes salinidades, sin
embargo algunos autores reportan viabilidad de algunas cepas del género
Vibrio. Jones et al. (2008) reportan que tres cepas de V. vulnificus no presentan
diferencias significativas en su viabilidad cuando fueron cultivadas en
salinidades de 21 y 31 %.. Karunasagar et al. (1994) encontr6 que aislados de
V. harveyi crecen en salinidades desde 30 hasta 100 %. y no reporta
crecimiento a 0 %.. Costa et al. (1998) encontraron que 18 cepas del género
Vibrio crecen en salinidades de 20 al 60 %.. Cepas de V. parahaemolyticus son
capaces de crecer en medios con salinidades de 0 a 40 %o (Khuntia et al.,
2008). V. alginolyticus crece en agar TSA ajustado a salinidades desde 10
hasta 100 %o, estas cepas fueron aisladas de camarones enfermos L. vannamei
(Liu et al., 2004). Los que indica que la cepa puede habitar en ambientes
salobres e hipersalinos.
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La habilidad de los patégenos a adherirse a las superficies es una de las
primeras etapas en la iniciacion de una infeccion, por lo que la hidrofobicidad y
la formacion de biopeliculas juegan un papel importante en la adherencia de las
bacterias a las superficies de los hospederos. Existen varias de técnicas para
medir la hidrofobicidad celular a superficies que es considerado como un factor
de virulencia de cepas patdégenas bacterianas, sin embargo la prueba que a
dado mejores resultados en cepas patégenas de vibrios aisladas de organismos
acuaticos enfermos es la prueba de adhesion bacteriana a hidrocarburos, PABH
(Lee y Yii, 1996). En este ensayo en la prueba de PAS los tres tratamientos de
cambios de salinidad en el cultivo de la cepa CAIM 1792 resultaron no
hidrofobicos. Cuando se us6 el método de PABH todos los tratamientos
mostraron ser altamente hidrofébicos de acuerdo a los criterios usados por
Santos et al. (1990), resultados que coinciden con los reportados por Lee y Yii
(1996) y Soto-Rodriguez et al., (2003), donde encontraron que la mayoria de las
cepas que probaron fueron altamente hidrofébicas solo en la prueba de PABH.
Estos resultados quiz4 se deban a las caracteristicas que pudieran tener las
membranas celulares de las bacterias del género Vibrio las cuales pueden tener
una gran afinidad a los solventes. Manilal et al. (2010) encontraron que 29
cepas de vibrios aisladas de ambientes relacionados con el cultivo de camarén
presentan una alta hidrofobicidad y consideran estos resultados como
inherentes para la formacion de biopeliculas. Teoricamente los aislados
hidrofobicos tienen una alta afinidad a los tejidos de los hospederos y pueden

facilmente colonizarlos (Soto-Rodriguez, et al., (2003).

Las biopeliculas son comunidades microbianas que se forman a partir de
una matriz con sustancias extracelulares producidas por los microorganismos
(Maric y Vranes, 2007); esta formacion de biopeliculas puede constituir una
estrategia para sobrevivir en periodos de escasez de nutrientes (Lipp et al.,
2002), protegerse contra cambios ambientales (Eboigbodin et al., 2007), atrapar
y absorber nutrientes, resistir a antibioticos y establecer interacciones

favorables con otras bacterias (Thompson et al., 2004). La formacion de
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biopeliculas es considerado un factor muy importante en la virulencia de cepas
patdgenas. La prueba de formacién de biopeliculas de la cepa CAIM 1792 en
los tres tratamientos se presentd positiva, sin diferencias significativas entre
ellos. En la formacion de biopeliculas de siete cepas de V. harveyi Won y Park
(2008) encontraron absorbancias desde 0.36 hasta 0.71 en un periodo de
incubaciéon de 24 h, en nuestro estudio la cepa CAIM 1792 cultivada a
salinidades de 10, 20 y 40 %o, presentd absorbancias de 0.99, 1.3 y 1.0
respectivamente, mayores que las reportadas por estos autores, por lo que se
clasifica como una cepa capaz de formar biopeliculas. Las absorbancias mas
altas encontradas en nuestro estudio con respecto a los resultados de Won y
Park (2008), pudieran deberse a que el periodo de incubacion de los
tratamientos fue de 48 h. Por otro lado, aun que en este estudio la infeccién se
realizd por inyeccion, estos resultados nos indican que de manera natural este
pudiera ser uno de los primeros pasos que la bacteria cumple para lograr una

infeccion.

Varias especies de vibrios marinos se han reportado como positivos en la
produccion de sideroforos para la toma de hierro (Winkelmann et al., 2002). Se
ha encontrado en infecciones experimentales con vibrios una correlaciéon
positiva entre la mortalidad de nauplios de A. franciscana y la produccion de
sideroforos (Soto-Rodriguez et al., 2003). En este estudio la cepa CAIM 1792
fue positiva a la produccion de sideroforos cultivada a salinidades de 10, 20 y
40 %.. Owens et al. (1996) encontraron que el 78.4 % de las cepas de V.
harveyi aisladas de diferentes origenes geograficos y diferentes fuentes,
tuvieron una baja produccion de sideréforos. Por otro lado Gaun et al. (2001)
encontraron que el 60 % de las bacterias marinas aisladas de esponjas y agua
de mar no son positivas a la produccién de sideréforos, aun y cuando se
supone que la toma de hierro ocurre cominmente en bacterias marinas, ya que
en el océano hay una baja concentracion de este elemento. La produccion de
sideroforos probablemente se trata de una estrategia de las bacterias para

sobrevivir en diferentes medios en el que las células puedan colonizar, algunos
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autores sugieren que las concentraciones bajas de hierro en los tejidos del
huésped y en el medio acuatico pueden ser la sefial que dispara la expresion de
factores de virulencia incluyendo la produccién de sider6foros (Ratleedge y
Dover, 2000).

La produccién de enzimas extracelulares por bacterias patdgenas para
organismos acuaticos ha sido reportada (Liu et al., 1996; Alcaide et al., 2001),
sin embargo, el papel de estas exoenzimas en la patogenicidad no esta bien
descrito. Austin y Zhang (2006) consideran los PECs de la bacteria V. harveyi
como uno de los factores determinantes de la virulencia de esta especie. La
produccion de toxinas se ve afectada por la composicion y condiciones
fisicoquimicas del medio de cultivo: pH, temperatura, oxigeno y sales (Tsai et
al., 1997). Las proteasas secretadas por algunas cepas de V. alginolyticus, V.
harveyi y V. parahaemolyticus actian destruyendo algunas enzimas en la
hemolinfa del camarén (Bing et al., 1993; Lee et al., 1997; 1999). En nuestros
resultados la cepa CAIM 1792 se encontré positiva a la produccion de
proteasas tanto en las células bacterianas como en los PECs, encontrandose
diferencias significativas entre los tratamientos, se obtuvo mayor produccion de
proteasas en el tratamiento de 10 %o, esto quiza se deba a que la concentracién
de NaCl esta inhibiendo la actividad de estas enzimas. El mismo resultado
presento el porcentaje de mortalidad cuando se inyecto la bacteria en juveniles
de L. vannamei, aunque en este ensayo no se encontraron diferencias
significativas, quiz4 estas no fueron observadas debido a una alta variabilidad

individual.

Las pruebas de gelatinasas y ureasas resultaron negativas con la cepa y
sus PECs cultivada a salinidades de 10, 20 y 40 %o, por lo que se consideran
como enzimas que no tienen relacibn en la virulencia de esta cepa. Las
gelatinasas son moléculas que actian sobre moléculas del tejido conectivo
relacionadas al colageno y pueden hidrolizar el colageno o algunos de los

productos del colageno (Garcia-Triana et al.,, 1998). La actividad de las

70



gelatinasas no pudo ser predictiva de la patogenicidad de vibrios aislados del
mar Adriatico (Baffone et al., 2001).

Los signos encontrados en este estudio fueron similares a los
observados por Soto-Rodriguez et al. (2010b), quienes reportan camarones
afectados por el Sindrome de Rojos Vivos con nado erratico, letargicos,
anoréxicos, con flacidez en el cuerpo, opacidad en el sitio de inyeccion, cuticula
rojiza y melanizada. Signos similares han sido reportados en camarones

infectados con bacterias del género Vibrio (Lightner, 1996).

Comparando las mortalidades y las dosis utilizadas en éste trabajo con
los reportados en otros estudios, V. harveyi cepa CAIM 1792 produce
mortalidades similares en el camaron L. vannamei, con dosis similares a las
reportadas en diferentes partes del mundo para esta misma especie bacteriana
(Jiravanichpaisal et al., 1994; Lui et al., 1996; Alapide y Dureza, 1997; Jayasree
et al., 2006; Rattanama et al., 2009; Manilal et al., 2010).

Prayitno y Latchford (1995) reportaron mortalidades mas altas cuando
cultivaron a V. harveyi en menores salinidades y sugieren que el estrés causado
a la bacteria le puede inducir a expresar genes relacionados a la virulencia. En
el presente estudio no se encontraron diferencias significativas cuando V.
harveyi cepa CAIM 1792 se cultivd a 10, 20 y 40 %o, sin embargo, se observo la
tendencia a encontrar mortalidades mayores cuando la cepa CAIM 1792 se
cultivd en el tratamiento con menor salinidad (10 %.), ademas, aunque
significativamente no se encontraron diferencias, la cepa CAIM 1792, produjo
las menores mortalidades cuando se cultivo a 20 %o que es el salinidad mas
cercana a la cual normalmente se cultiva la cepa (25 %) y ademas a una
salinidad similar en la que el camaron se cultiva, esto tal vez se debe a que es
la salinidad que menor estrés ejerce sobre la bacteria, que pudiera ser uno de

los factores que de alguna manera activan la virulencia de la cepa.
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Las especies de Vibrio pueden producir factores extracelulares de
virulencia como proteasas, fosfolipasas y hemolisinas (Aguirre-Guzman et al.,
2004). Los PECs de diferentes cepas de V. harveyi han resultado altamente
toxicos para el camaron P. monodon con una LDsp < 10 pg de proteina/g (Liu et
al., 1996; Manilal et al., 2010). Harris y Owens (1999) encontraron que los PECs
de dos cepas de V. harveyi son letales para el camarén P. monodon,
reportando una DLso de 3.5 y 3.3 pg de proteina/g de camarén. En el presente
estudio los PECs de la cepa CAIM 1792 present6 mortalidades desde el 60 %
hasta el 100 % con dosis de 10.2 ug de proteina/g de camaron, la salinidad del
medio de cultivo de la cepa afecto la toxicidad de los PECs, esto quiza porque
la salinidad del medio de cultivo estd induciendo la expresion de algunas
citolisinas que en este estudio no fueron evaluadas. Los PECs fueron
significativamente "mas toxicos” en los tratamientos donde se cultivo la cepa a
20y 40 %o.

Los cambios en la salinidad del agua donde se cultiva el camarén L.
vannamei puede afectar la respuesta del sistema inmune, volviéndolo
susceptible a enfermedades infecciosas. Esta especie de manera silvestre
puede habitar en ambientes con salinidades de 2 hasta 40 %0 (Menz y Blanke,
1980). Las supervivencias mas altas se presentan a 20 %o aproximadamente
(Ponce-Palafox et al., 1997). En camarones juveniles L. vannamei inyectado
con V. alginolyticus y mantenido a salinidades de 5, 15, 25 (control) y 35 %, las
menores mortalidades se presentaron en el tratamiento control (25 %0) (Wang y
Chen, 2005). Resultados similares se presentaron en nuestro trabajo,
encontrando que el grupo mantenido a 20 %0 obtuvo las mortalidades menores
con un 56.6 %, significativamente el grupo con mortalidades mas altas fue el
mantenido a 40 %.. Las mortalidades menores en el tratamiento de 20 %o se
deben posiblemente a que es el tratamiento mas cercano al punto isosmaético

del camaron (25 %o).
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Los organismos inyectados con las células bacterianas mostraron los
signos clinicos considerada propios de la vibriosis por diversos autores,

especialmente con relacion a los cambios de comportamiento y coloracion.

En nuestro trabajo los dafios encontrados en branquias fueron nodulos
hemociticos y depositos de melanina, dafios similares fueron reportados por
Aguirre-Guzman et al. (2010); Jiravannichpaisal et al. (1994) y Khuntia et al.
(2008), en camarones juveniles de L. vannamei infectados con V.
parahaemolyticus cepa HL57, P. monodon y M. rosenbergii infectado con V.
harveyi y V. parahaemolyticus respectivamente. En el camaron juvenil L.
vannamei infectado con V. alginolyticus se observd en el musculo la presencia
de bacterias, necrosis e infiltracion hemocitica (Liu et al. 2004), lesiones

similares fueron encontradas en nuestro trabajo.

En L. vannamei y Farfantepenaeus brasiliensis infectados con V.
alginolyticus se reportaron cambios a nivel tisular similares en el
hepatopancreas de ambas especies, reportando necrosis, nucleos picnoticos,
infiltracibn hemocitica y nodulos hemociticos con bacterias en su interior
(Esteve y Herrera, 2000a, 2000b). Estas lesiones fueron reportadas por
Sharshar y Azab (2008) en M. rosenbergii infectado con V. vulnificus, dafios
similares fueron encontrados en nuestro trabajo, a excepcion de la presencia de
bacterias en este 6rgano que no fueron observadas en los camarones

estudiados.

Los PECs de cepas de V. alginolyticus producen una degradacion
gradual del tejido muscular, necrosis y digestion de las células en la zona de
inoculacion de los peces Sparus auratus y Epinephelus malabaricus, estos
dafos podrian deberse a la accion hidrolitica de proteasas, hemolisinas y
fosfolipasas detectadas en cepas altamente virulentas (Balebona et al., 1998).
Pocos son los reportes de los dafios a nivel tisular provocados por los PECs, sin

embargo, los dafios histolégicos provocados por los PECs de la cepa CAIM
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1792 fueron principalmente necrosis de los tejidos, estos se deben quiza a que
la cepa produce proteasas y posiblemente algunas citolisinas que en este

estudio no fueron determinadas.

Los PECs de Aeromonas hydrophila inyectados en la tilapia hibrida
provocaron necrosis del pancreas, intestino y musculo, ademas esta bacteria
produce mas dafos histopatolégicos al inyectar las células bacterianas que sus
PECs (Rey et al., 2009). Resultados similares fueron reportados por Lamas et
al. (1994) con los PECs de V. anguillarum en la trucha arcoiris. En contraste
Fouz et al. (1995) encontraron mas dafios cuando inyecto los PECs de V.
damsela que cuando inyecto las células bacterianas en lenguado. En nuestros
resultados se encontraron mas dafios histopatolégicos cuando se inyectaron las
células bacterianas que con los PECs, esto quiza se debe a que al inyectar las
bacterias estas se multiplican y distribuyen en el organismo luchando contra el
sistema de defensa del camaroén, por lo que los dafios son mas severos, sin
embargo, las mortalidades causadas por los PECs fueron mayores y se
observaron a tiempos menores que cuando se inyectaron las células
bacterianas, esto quiza puede deberse a que en los PECs esta posiblemente
alguna toxina que hace patdgena a la cepa CAIM 1792 y al inyectarla
directamente en los juveniles de L. vannamei sus efectos tdxicos se reflejan en

la muerte de los organismos.
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9.- CONCLUSIONES

La cepa CAIM 1792 de V. harveyi es viable en salinidades desde 10
hasta 100 %eo.

La produccion de proteasas es afectada por la salinidad del medio donde
la cepa CAIM 1792 se cultiva, presentando mayor produccion cultivada a
10 %o.

La hidrofobicidad, formacién de biopeliculas y la produccion de
siderdforos no son alteradas por la salinidad del medio en el cual se
cultiva V. harveyi cepa CAIM 1792.

Se encontrd que la cepa CAIM 1792 es patdgena para el camaron juvenil
L. vannamei en dosis de 2 x 10® UFC/g.

La salinidad del medio donde se cultiva CAIM 1792 no afecta su
virulencia, ya que los porcentajes de mortalidad del camaron cuando se

inyectaron las células bacterianas fueron estadisticamente similares.

La salinidad del medio donde se cultiva la cepa CAIM 1792 afecta la
toxicidad de sus PECs, observandose los mayores porcentajes de
mortalidad de juveniles de L. vannamei, inyectados con los PECs

obtenidos en los tratamientos de 20 y 40 %o.
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Se observé que el estrés provocado por la salinidad del medio donde se

mantiene L. vannamei afecta la mortalidad del camarén infectado.

Las células bacterianas de la cepa CAIM 1792 provocaron cambios a
nivel histolégico mayores que los PECs inyectados en juveniles de L.
vannamei. Las células bacterianas dafiaron los siguientes érganos y
tejidos: musculo, érgano linfoide, corazon y hepatopancreas. Los PECs
de la cepa CAIM 1792 provocaron cambios a nivel tisular principalmente

en el sitio de inyeccidén observandose necrosis del tejido muscular.
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10.- RECOMENDACIONES

Futuros estudios deben ser dirigidos a la comprension de los
mecanismos moleculares involucrados en la patogenicidad y virulencia de la
cepa CAIM 1792. En base a nuestros resultados se recomienda una
caracterizacion de los PECs para conocer los mecanismos y factores de
virulencia que la cepa CAIM 1792 utiliza para lograr su patogenicidad, ademas
de estudios para determinar la ruta de infeccion de la cepa CAIM 1792.
Asimismo son necesarios estudios modificando mas variables del medio de
cultivo bacteriano para conocer la interaccion del medio y la virulencia de la
cepa CAIM 1792.
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12.- ANEXOS

Anexo 1.- Protocolo para la preparacion de las placas de agar CAS.

Mezcla 1, consiste en disolver 60.5 mg CAS en 50 ml de agua destilada,
agregar 10 ml de hierro (lll), afadir agitando lentamente 72.9 mg de HDTMA
previamente disueltos en 40 ml de agua destilada.

Mezcla 2, en 750 ml de agua destilada mezclar 100 ml de 10X MM9 (3 g
de KH,PO,, 5 g de NaCl, 10 g de NH,Cl aforados a 1000 ml), 15 g de agar
bacteriologico, 30.24 g de PIPES y ajustar el pH a 6.8 con NaOH.

Las mezclas se esterilizan, se dejan enfriar a 50 °C aproximadamente,
en la mezcla 2 se agregan 10 ml de casaminoacidos al 10 %, 10 ml de glucosa
al 20 %, por ultimo se agrega la mezcla 1 agitando lentamente, se deja enfriar y

se vacia en cajas de Petri estériles.

Anexo 2.- Deshidratacion y embebido de parafina en los tejidos.

Reactivos Tiempos de inmersién
Alcohol 70° 2 banos de 1 horas c/u
Alcohol 80° 2 baios de 1 horas c/u
Alcohol 96° 2 bafos de 1 horas c/u
Alcohol 100° 2 banos de 1 horas c/u

Xilol 2 banos de 1 horas c/u
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Anexo 3.- Protocolo de la tincién con hematoxilina (Harris) eosina-floxina.

Reactivos Tiempos
Xilol 2 bafios de 5 min c/u
Alcohol 100° 2 bafnos 10 sumergidas lentas c/u
Alcohol 96° 2 bafios 10 sumergidas lentas c/u
Alcohol 80° 2 bafios 10 sumergidas lentas c/u
Alcohol 50° 1 bafio 10 sumergidas lentas
Agua destilada 1 bafio 10 sumergidas lentas
Hematoxilina 1 bafio de 5 min
Alcohol acido 1 sumergida rapida
Agua corriente 1 bafio de 5 min
Agua amoniacal 1 bafio de 1 min
Agua corriente 1 bafio de 5 min
Eosina 1 bafio 10 sumergidas lentas
Alcohol 96° 3 bafos 10 sumergidas lentas c/u
Alcohol 100° 3 bafnos 10 sumergidas lentas c/u
Xilol 3 bafios 10 sumergidas lentas c/u
Montar con resina Secar a 60 °C durante una noche.

Anexo 4.- Protocolo para la preparacion de BFS.

Pesar 8 g de NaCl (137 mM), 0.2 g de KCI (2.7 mM), 1.44 g de NaHPO
(10 mM) y 0.24 g de KHHPO (2 mM), mezclarlos y diluir en 800 ml de agua
bidestilada, ajustar el pH a 7.4 con HCl y aforar a 1 litro.

Conservar a 4-8 °C, desechar si aparecen cambios de coloracion o
precipitados.
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Anexo 5.- Porcentaje de mortalidad de L. vannamei infectado con la cepa CAIM
1792, dosis de 2 x 10° UFC/g y 2 X 10°UFC/g.

Tratamientos

Tiempo (h) Control 2 x 10°UFCl/g 2 x 10°UFC/g
6 Oa Oa Oa

12 Oa Oa 2.5+4.3a
18 Oa Oa 75+ 5b
24 Oa Oa 80+7.1b
48 Oa 75+ 4.3a 87.5+4.3b
72 Oa 75+ 4.3a 90 + 7.1b
96 0a 12.5 + 8.3a 92.5+8.3b
120 Oa 15 + 11.2a 92.5+8.3b
144 Oa 15+ 11.2a 92.5+8.3b
168 Oa 15+ 11.2a 92.5+8.3b

Letras diferentes en el mismo renglon indican diferencias significativas
(ANOVA de una via, p < 0.05, n = 4). a<b.

Anexo 6.- Porcentaje de mortalidad de L. vannamei infectado con V. harveyi a
dosis de 2.4 x 10* UFC/g, crecida en medios con diferente salinidad.

Tratamientos

Tiempo(h) Control 10 %o 20 %o 40 %o
6 Oa Oa Oa Oa
12 Oa 3.3t4.7a 10 £ 8.2a 46.7 + 28.7a
18 Oa 23.3+125ab 26.7+4.7ab 66.7 +26.2b
24 Oa 43.3+4.7b 53.3+18.9b 73.3+17b
48 Oa 86.7 £ 9.4b 73.3+125b 76.7+£18.9b
72 Oa 86.7 £ 9.4b 73.3+12.5b 80 + 21.6b
96 Oa 90 +8.2b 73.3+12.5b 83.3+17b
120 Oa 90 +8.2b 73.3+12.5b 83.3+17b
144 Oa 90 + 8.2b 73.3+12.5b 83.3+17b
168 Oa 90 +8.2b 73.3+12.5b 83.3+17b

Letras diferentes en el mismo renglén indican diferencias significativas (ANOVA
de una via, p <0.05, n = 4). a<ab<b y a<b.
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Anexo 7.- Porcentaje de mortalidad de L. vannamei inyectado con los PECs de
V. harveyi cepa CAIM 1792 crecida en medios con diferente salinidad. Primer

ensayo.
Tratamientos
Tiempo (h) Control 10 %o 20 %o 40 %o
6 Oa 60 + 8.2c 23.3+4.7b 13.3+125ab
12 Oa 63.3 + 12.5b 76.6 +4.7b 60 + 21.6b
18 Oa 63.3 £ 12.5b 100c 83.3+4.7bc
24 Oa 63.3 £ 12.5b 100c 83.3+4.7bc
48 Oa 63.3 £ 12.5b 100c 90 +8.2c
72 Oa 63.3 £ 12.5b 100c 90 +8.2c
96 Oa 63.3 £ 12.5b 100c 90 +8.2c
120 Oa 63.3 £ 12.5b 100c 90 +8.2c

Letras diferentes en el mismo renglén indican diferencias significativas (ANOVA
de una via, p < 0.05, n = 3). a<b<c.

Anexo 8.- Porcentaje de mortalidad de L. vannamei inyectado con los PECs de
V. harveyi cepa CAIM 1792 crecida en medios con diferente salinidad. Segundo

ensayo.
Tratamientos
Tiempo (h) Control 10 %o 20 %o 40 %o
6 Oa 60 + 8.2b 27 +12.5a 86.7 +12.5b
12 Oa 66.7 £ 4.7b 100c 96.7+ 4.7c
18 Oa 73.3+12.5b 100c 100c
24 Oa 83.3+9.4b 100c 100c
48 Oa 83.3+9.4b 100c 100c
72 Oa 83.3+9.4b 100c 100c
96 Oa 83.3+9.4b 100c 100c
120 Oa 83.3+9.4b 100c 100c

Letras diferentes en el mismo renglén indican diferencias significativas (ANOVA
de una via, p < 0.05, n = 3). a<b<c.
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Anexo 9.- Porcentaje de mortalidad de L. vannamei cultivado a salinidades de
10, 20 y 40 %o inyectado con V. harveyi cepa CAIM 1792 crecida a 25 %o.

Tratamientos

Tiempo (h) Control 10 %o 20 %o 40 %o

6 Oa 16.7 £ 4.7a 0+ 0a 16.7 £ 9.4a
12 Oa 50 + 8.2b 13.3 + 10a 56.7 +12.5b
24 Oa 53.3+4.7bc 16.7 = 5ab 73.3+24.9c
48 Oa 66.7 £ 12.5bc 40 + 8.2b 86.7 + 12.5¢c
72 Oa 66.7 £ 12.5bc  56.7 £ 4.7b 90 +14.1c
96 Oa 66.7 £ 12.5b 56.7 £ 4.7b 93.3+9.4c
120 Oa 66.7 + 12.5b 56.7 £ 4.7b 93.3+9.4c
144 Oa 66.7 £12.5b 56.7 £4.7b 93.3+9.4c
168 Oa 66.7 £ 12.5b 56.7 £ 4.7b 93.3+9.4c

Letras diferentes en el mismo renglén indican diferencias significativas (ANOVA

de una via, p < 0.05, n = 3). a<ab<bs<bc y a<b<c.

97



	PATOGENICIDAD DE Vibrio harveyi (CAIM 1792) ASOCIADA AL SÍNDROME DE ROJOS VIVOS EN EL CAMARÓN BLANCO DEL PACÍFICO Litopenaeus vannamei.
	3.5.2.- Factores de adherencia.
	A                                                        D
	Control
	Tratamiento
	B                                                         E
	C                                                        F
	a            b           c          d
	Figura 6.- Signos gruesos observados en los camarones inyectados. A.- Se observa el cambio de coloración por expansión de los cromatóforos de los camarones inyectados. B.- Indicado con la flecha melanización intramuscular.de los camarones infectados. ...

