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GLOSARIO

Antibidtico: Sustancia quimica derivada o producida por microorganismos que
posee la capacidad de matar o inhibir el desarrollo de otros organismos (Santiago et
al., 2009)

Bacteriofago: Son virus que infectan y se replican dentro de células bacterianas
(Abedon, 2009).

Ciclo litico: Ciclo de replicacion en el cual el genoma del virus toma el control del
metabolismo del hospedero usando su maquinaria molecular en la produccion de
particulas virales. Se genera la lisis de la bacteria como proceso final del ciclo
(Hanlon, 2007).

Ciclo lisogénico: Ciclo de replicacion en el cual el genoma del fago se integra al
genoma de la bacteria replicandose con ella. Sin embargo, bajo condiciones
desfavorables el genoma del fago puede entrar al ciclo litico matando a su hospedero
(Hanlon, 2009).

Enzibiético: Hidrolasa de mureina que destruye las células bacterianas desde el

exterior (Hermoso et al., 2007)

Fagoterapia: Uso de fagos o sus productos como bioagentes para el tratamiento o

profilaxis de enfermedades infecciosas bacterianas (Kutter & Sulakvelidze, 2005)

Gnotobidtico: Organismos libres de bacterias o con una composicion microbiana

conocida (Marques et al., 2006)

Hospedero (célula): Célula bacteriana que puede ser infectada por un fago (Kutter &
Sulakvelidze, 2005).

Microbiota: Conjunto de microorganismos presentes de forma natural asociados a
un macroorganismo. Su estructura y diversidad se ve afectado por condiciones

fisicoquimicas como temperatura, salinidad, oxigeno (Balcazar et al, 2006).



Patdgeno: Es toda aquella entidad bioldgica capaz de producir enfermedad o dano
en la biologia de un hospedero (humano, animal, vegetal, etc.) sensiblemente

predispuesto (Morales-Covarrubias, 2008).

Probidtico: Bacterias utilizadas para mejorar la salud de otros organismos (Balcazar
et al, 2006)

Signo: Se entiende por signo clinico a cualquier manifestacion objetivable
consecuente con una enfermedad o alteracion de la salud, y que se hace evidente en

la biologia del organismo enfermo (Morales-Covarrubias, 2008).

Vibriofago: Bacteriéfago que infecta especificamente bacterias del género Vibrio
(Kutter & Sulakvelidze, 2005).

Vibriosis: Enfermedad generada por bacterias del género Vibrio relacionada
principalmente a organismos crustaceos en sistemas de cultivo (Morales-
Covarrubias, 2008).

Virulencia: Designa el caracter patogénico, nocivo y violento de un microorganismo,
como una bacteria, hongo o virus, o en otras palabras, la capacidad de un microbio

de causar una enfermedad (Morales-Covarrubias, 2008).

Xl



RESUMEN

En este trabajo la virulencia de varias cepas de Vibrio fue evaluada sobre larvas de
camaroén y se analizé la capacidad de la terapia con fagos para controlar la vibriosis.
Se implementé un modelo para inducir experimentalmente la vibriosis, el cual fue
usado durante los ensayos de fagoterapia. Las infecciones experimentales se
realizaron en recipientes con 100 mL de agua de mar artificial estéril a una densidad
de un nauplio por mL. Las larvas fueron mantenidas en durante 96 h con un alimento
a base de microalgas (Chaetoceros calcitrans o Thalasiossira weisflogii) a dosis
diarias de 1+10° celmL™. Para evitar la interferencia causada por las bacterias
asociadas a los nauplios 0 microalgas, las larvas fueron desinfectadas con didxido
de cloro (CIO;) a 0.3 ppm durante 180 segundos y las microalgas tratadas con
antibidticos para reducir su carga bacteriana. Con V. parahaemolyticus cepa ATCC
17802 se indujeron experimentalmente los signos de vibriosis y las mortalidades
registradas fueron mayores al 40 % a una dosis de 2:10° UFC'mL""; los signos de
vibriosis incluyeron excitacion de cromatoéforos, anorexia, deformacion de apéndices
y puntos negros sobre el cuerpo. Los fagos Vpms1 y A3S fueron efectivos para
reducir la mortalidad y los signos de vibriosis en las larvas. Una sola dosis de 1+10°
UFP-mL" (a un indice de multiplicidad de infeccion MOI= 0.4) para ambos fagos fue
suficiente para eliminar los efectos negativos de V. parahaemolyticus. La aplicacion
del fago vpms1 dentro de un lapso de tiempo no mayor de 12 h post-infeccién genero
los mejores valores de supervivencia (71 % £ 3.81) los cuales no fueron
significativamente diferentes del control sin infectar (P>0.05), y retrasando la
aplicacién de fagos por mas tiempo (de 24 a 36 h) se detiene la mortalidad, lo que es
una evidencia del potencial correctivo del uso de fagos. En consecuencia, el uso de
la fagoterapia en el tratamiento de la vibriosis de camaron blanco puede considerarse

efectivo para prevenir y controlar la vibriosis.

Palabras clave: Vibriosis, Fagoterapia, Fagos, V. parahaemolyticus, Larvas,
Camaron.
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ABSTRACT

In this study the virulence of several Vibrio strains was evaluated on shrimp larvae
and examined the ability of phage therapy to control vibriosis. A model to
experimentally induce the vibriosis was implemented, which was used during phage
therapy testing. Experimental infections were performed in containers with 100 mL of
sterile artificial seawater at a density of 1 nauplii per mL. The larvae were kept during
96 h with an algae-based food (Chaetoceros calcitrans or Thalasiossira weisflogii) at
daily doses of 1+ 10° cel » mL™". To avoid interference of bacteria associated to nauplii
or algae, larvae were disinfected with chlorine dioxide (CIO;) at 0.3 ppm for 180
seconds and microalgae treated with antibiotics to reduce bacterial load. The
experimental vibriosis was induced with V. parahaemolyticus strain ATCC 17802,
including signs and mortalities greater than 40% at a dose of 2 « 10° CFU » mL™, the
signs of vibriosis include excitation of chromatophores, anorexia, deformed
appendages and black spots on the body . The phages Vpms1 and A3S were
effective to reduce mortality and signs of vibriosis in larvae. A single dose of 1 « 10°
PFU « mL™" (at an index of multiplicity of infection MOI = 0.4) for both phages was
enough to eliminate the negative effects of V. parahaemolyticus. The application of
phage vpms1 within a period not longer than 12 h post-infection produced the best
survival values (71% £ 3.81) which were not significantly different from uninfected
control (P> 0.05), and delaying the application of phages for longer (24 to 36 h) the
mortality was stopped, which is evidence of the corrective potential of using phages.
Consequently, the use of phage therapy can be considered effective to preventing
and controlling vibriosis in whiteleg shrimp.

Keywords: Vibriosis, Phage therapy, Phages, V. parahaemolyticus, Larvae, Shrimp.
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l. INTRODUCCION

1. Acuicultura: importancia y problemas infecciosos.

La acuicultura es la actividad que produce proteina animal para consumo humano
con el mas rapido crecimiento en el mundo (10-20 % por afo) (Alagappan et al.,
2010). En instalaciones de produccion a gran escala los organismos acuaticos estan
expuestos a condiciones estresantes como enfermedades y deterioro de los factores
bidticos y abiodticos (Balcazar et al., 2006), los cuales son considerados factores

limitantes para el desarrollo de los organismos en cultivo (Flegel, 2006).

El control de enfermedades virales y bacterianas en la camaronicultura representa
el reto mas importante que enfrenta esta industria debido a la intensificacion de los
cultivos y a la transferencia de organismos alrededor del mundo (Scholz et al., 1999;
Saulnier et al., 2000). Si bien, los virus son de los principales patdgenos que afectan
esta industria en todo el mundo como el sindrome de Taura (TSV), virus de la cabeza
amarilla (YHV) y el virus de la mancha blanca (WSSV), provocando mortalidades

hasta del 100 % de los organismos cultivados.

Otros microorganismos de tipo bacteriano también pueden ocasionar infecciones
que son destructivas para las granjas de camaron. Tal es el caso de las bacterias del
género Vibrio, las cuales son unas de las principales responsables de las infecciones
relacionadas a las especies de camaron de cultivo (Aguirre-Guzman et al., 2005;
Santiago et al., 2009). Se han reportado mortalidades hasta del 100 % en
condiciones de cultivo y experimentales relacionadas con este género, afectando
principalmente a los estadios de desarrollo larvario (Prayitno & Latchford, 1995;
Harris & Owens, 1999; Sung et al., 2001; Thakur et al., 2003; Aguirre-Guzman et al.,
2010).



2. Vibrio sp. en el ambiente

Las bacterias del género Vibrio son gram-negativas, oxidasa positivas (en la
mayoria de las especies), rectas o curvas con forma de bastéon y anaerobias
facultativas (Sung et al., 2001). Son ubicuas y estan ampliamente distribuidas en
ambientes acuaticos, desde agua salobre hasta agua de mar profunda, en asociacion
con animales marinos, algas y detritus (Gopal et al., 2005). La distribucién y dinamica
de las poblaciones plancténicas de Vibrio estan influidas por factores como la
temperatura y salinidad, disponibilidad de recursos, la depredacion por protozoarios y
virus, y la abundancia de los organismos hospederos (Thompson & Polz, 2006). Los
Vibrio contribuyen ampliamente en los ciclos de nutrientes (tal es el caso de V.
diazotrophicus una especie fijadora de nitrégeno); sin embargo, el principal papel que
se atribuye a estos organismos es como patégenos de humanos (V. cholerae) y de

organismos de cultivo (Colwell, 2006).

Los Vibrio también estan presentes en los ecosistemas acuaticos estuarinos y
marinos donde los camarones se encuentran naturalmente y/o son cultivados
(Saulnier et al.,, 2000; Gopal et al.,, 2005). Las bacterias de éste género son
consideradas parte de la microbiota normal de camarones peneidos, ya que
constituyen el mayor porcentaje del total de bacterias aisladas del tracto digestivo,
branquias y cuticula de camarones penaeidos, y ocasionalmente en la hemolinfa
(Morales-Covarrubias, 2008; Santiago et al., 2009). Sin embargo, en presencia de
factores estresantes, éstas bacterias pueden desencadenar el desarrollo de

infecciones en los organismos tales como vibriosis (Gomez-Gil et al. 1998).

3. Vibriosis en camaron

La vibriosis es una enfermedad comun en el cultivo de camarén y es conocida
también como enfermedad bacteriana, septicemia bacteriana de camarones
peneidos, vibriosis de camarones peneidos, sindrome gaviota o enfermedad de la
cola roja (Aguirre-Guzman et al., 2004; Morales-Covarrubias, 2008). La vibriosis

afecta a todas las especies de camardn usadas en acuicultura cuando estas se
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encuentran bajo condiciones de estrés o se presenta un desbalance en la microbiota
bacteriana natural (Gomez-Gil et al., 1998; Gopal et al.,, 2005). Ademas, un
incremento en el numero de Vibrio spp. patdgenos es necesario para que la vibriosis

ocurra (Sung et al., 2001).

Las rutas naturales de infeccion reportadas son via oral, trans-cuticular, causada
por heridas o por transmisién vertical del patdégeno, aunque no existe evidencia de
que esta ultima ruta de infeccion pueda ocurrir (Saulnier et al., 2000; Santiago et al.,
2009). En Infecciones experimentales se han empleado métodos como la inmersion,
inyeccién intramuscular y hemolinfa, intubacion oral, o a través de vectores (Artemia)
pero ademas podria ser necesario generar un estrés en forma de dafo fisico a los
organismos para proveer a las bacterias una ruta de acceso (Roque et al., 2000;

Aguirre-Guzman et al., 2001).

3.1 Signos de vibriosis en camaron

Los principales signos de vibriosis reportados son letargo, necrosis de apéndices y
tejido, lento crecimiento, metamorfosis lenta y deformacion del cuerpo en larvas,
bolitas nigricans, bioluminiscencia, musculos opacos, melanizacion, tracto medio
vacio y anorexia. El efecto y la gravedad de la infeccion esta relacionado a la dosis y
especie de Vibrio, calidad del agua, alimentacion, calidad del camarén y manejo del
cultivo (Aguirre-Guzman & Ascencio-Valle, 2000; Aguirre-Guzman et al., 2004). Las
lesiones histologicas causadas por vibriosis en larvas y poslarvas se pueden agrupar
en: vibriosis oral y entérica y vibriosis de los apéndices y cuticular. En la vibriosis oral
y entérica las larvas afectadas tipicamente muestran una alta colonizacion bacteriana
(en altas magnificaciones, 40x — 100x, se observan masas de bacterias en forma de
barra) en la cuticula de varias partes de la boca y apéndices, en el revestimiento
cuticular del es6fago y en el revestimiento cuticular y componentes del estdmago.
Comunmente también se presenta redondeo y descamacion del tubulo
hepatopancreatico y células epiteliales del intestino medio (bolitas blancas). La

invasion bacteriana del intestino medio y lumen del hepatopancreas puede continuar



con el desarrollo de la colonizacion cuticular, con infecciones sistémicas que
empiezan a ser presentes en la fase terminal de la enfermedad. En la vibriosis de los
apéndices y cuticular, las terminaciones de los apéndices pueden ser colonizadas por
vibrios, generandose la necrosis del revestimiento interno del epitelio cuticular, con la
consecuente inflamacion hemocitica y melanizacion. La invasion sistémica puede

ocurrir en individuos con invasion severa y colonizacion cuticular (Lightner, 1996).

3.2 Especies relacionadas con vibriosis en camarén

Del género Vibrio, las principales cepas virulentas para camardén son V.
alginolyticus, V. anguillarum, V. parahaemolyticus y V. harveyi (Sung et al., 1999;
Aguirre-Guzman et al., 2004; Somboonwiwat et al., 2006). En la crianza larvaria los
agentes mas frecuentemente reportados incluyen: V. harveyi, V. vulnificus, V.
parahaemolyticus, V. alginolyticus y Vibrio sp., mientras que en crianza de juveniles y
engorda las especies mas frecuentemente reportadas son: V. parahaemolyticus, V.
alginolyticus, V. harveyi, V. vulnificus y Vibrio sp. (Lightner, 1996). V. harveyi es la
especie mas comunmente aislada durante procesos epidémicos y es considerada un
patdgeno primario de estadios larvarios en peces y crustaceos y patdgeno secundario
para juveniles y adultos. La vibriosis luminiscente debida a V. harveyi es una de las
principales causas de enfermedades en crustaceos, provoca bajos niveles de
supervivencia y en casos severos, los organismos afectados emiten una
luminiscencia verdosa (Madigan et al., 1999; Saulnier et al., 2000; Alday-Sanz et al.,
2006; Vinod et al.,, 2006; Alday-Sanz et al.,, 2007). V. parahaemolyticus es
considerado el principal agente causal de gastroenteritis alrededor del mundo por
consumo de productos marinos, pero también esta asociado con infecciones
bacterianas en camarones peneidos y generalmente se considera un patégeno
oportunista en camarones estresados (Thakur et al., 2003; Gopal et al., 2005; Yano et
al., 2006; Won & Park, 2008).



4. Tratamientos correctivos de la vibriosis
4.1 Antibidticos

La prevenciéon y control de enfermedades en el cultivo de camardén se basé
primordialmente en el uso de antibidticos, sin embargo, se ha cuestionado la utilidad
de los antibioticos como una medida preventiva, ya que es ampliamente reconocido
que el uso extensivo de los antibidticos en la acuicultura contribuye a la seleccion de
patdgenos humanos resistentes, los cuales pueden llegar a infectar a otros
organismos y a humanos (Holmstrém et al., 2003; Defoirdt et al., 2007; Santiago et
al., 2009). Los mecanismos de resistencia pueden surgir de dos formas: mutacion
cromosémica o adquisicion de plasmidos. Las mutaciones cromosdmicas no pueden
ser transferidas a otras bacterias, pero los plasmidos pueden transferir la resistencia
rapidamente. Varios taxa de bacterias patdgenas pueden desarrollar resistencia
mediada por plasmidos. Los plasmidos con genes de resistencia a antibidticos han
sido encontrados en especies marinas de vibrio y pueden ser intercambiados

lateralmente (Holmstrom et al., 2003; Balcazar et al., 2006).

El uso de los antibiéticos como tratamiento correctivo deberia considerarse como
ultima alternativa en los sistemas de cultivo ya que aunado al grave problema de
resistencia, existen una serie de limitantes que comprometen su efectividad como
terapia (Santiago et al., 2009). Dentro de estos tenemos que los antibidticos son
incorporados a un medio donde factores como la lixiviacion y union a cationes
trivalentes o divalentes disminuyen su efectividad, por lo cual la mejor opcion es
incorporarlos dentro del alimento para mantener su estabilidad. Sin embargo, esta
medida conlleva a un suministro inadecuado para todos los organismos enfermos y
dosis no adecuadas (Cabello, 2004; Santiago et al., 2009). Otros factores que
determinan la efectividad del antibiético son la temperatura de los estanques, pH,
oxigenacion, salinidad, etapa de la enfermedad, cambios climaticos y presencia de
alimento natural. Ademas del dafio directo sobre los antibioticos, se debe considerar
el efecto que estos ejercen en contra de la microbiota autdctona, las bacterias del
sistema de filtracion bioldgica y probidticas ya que el mecanismo de accion que

presentan muchos de los antibidticos es la inhibicion de rutas metabdlicas



importantes, lo cual lo hace un tratamiento poco especifico. Finalmente y el problema
mas urgente es la fuerte restriccion de los residuos de antibidticos en productos para
el consumo humano (Gomez-Gil et al., 2001; Alday-Sanz et al., 2006; Alday-Sanz et
al., 2007; Santiago et al., 2009). Dado lo anterior, es pertinente buscar propuestas
alternativas para el tratamiento de infecciones bacterianas en los sistemas de cultivo,
tomando como criterios: la eliminacion de bacterias resistentes a los antibioticos, los
tratamientos deben ser inocuos para las bacterias no patdgenas y organismos, y que
sus residuos no generen efectos secundarios al ambiente y consumidores finales del

producto.

4.2 Fagos

Los bacteriofagos o fagos son virus que infectan las células bacterianas. Se
calcula que son diez veces mas numerosos que las bacterias, haciendo de ellos las
formas de “vida” mas abundantes en el planeta (Briussow & Kutter, 2005; Hanlon,
2007; Rohwer et al., 2009), de los cuales apenas 5,100 han sido identificados y
reportados hacia el final del ultimo siglo (Ackermann, 2003). Los fagos tienen una
amplia distribucion en los ambientes acuaticos, dentro de los cuales la lisis viral se
considera juega un papel importante en el control de las poblaciones microbianas
removiendo entre el 20 y 40 % de los procariotas y permite la liberacién de materia
organica y componentes celulares altamente labiles secuestrados por las células
(Suttle, 2007; Rohwer et al., 2009).

Los bacteriéfagos son parasitos obligados altamente especificos debido a su
sistema de reconocimiento que soélo se acopla a componentes en la pared celular de
las bacterias tales como proteinas, oligosacaridos, acido teicoico, peptidoglicano y
lipopolisacaridos (Hanlon, 2007; Donlan, 2009). Usan a la bacteria hospedera como
una “fabrica” para su reproduccion, presentandose dos tipos de ciclo de vida: a)
Fagos virulentos o liticos que generan la rapida lisis y muerte de la célula hospedera,
lo cual los hace de gran interés en la fagoterapia y b) los fagos temperados o

lisogénicos que pasan parte de su ciclo de vida en un estado de inactividad



intracelular llamado profago. Ademas de no ocasionar rapidamente la lisis del
hospedero, el ADN del profago puede conferir genes de resistencia, patogenicidad o
incrementar la virulencia de la célula hospedera, por lo tanto para propdsitos de
fagoterapia los fagos temperados son una alternativa poco valorada (Morrison &
Rainnie, 2004; Weinbauer, 2004; Hanlon, 2007).

El uso de fagos presenta mayores ventajas que los antibidticos ya que eliminan
bacterias patdogenas multiresistentes a drogas y, al contrario de estos, logran un
efecto muy especifico ya que actua a nivel de especie o cepa sin alterar la flora
normal del organismo tratado o el ambiente (Matsuzaki et al., 2005; Skurnik et al.,
2007). Por otra parte, los fagos generalmente estan constituidos de proteinas y acidos
nucleicos, por lo que sus productos de degradacion consisten exclusivamente de
aminoacidos y acidos nucleicos. Esto los hace no xenobioticos a diferencia de los
antibioticos y agentes antisépticos, por lo cual su distribucion dentro de un ecosistema
dado puede ser visto como un proceso natural (Carlton et al., 2005). Ademas, la
farmacocinética de la terapia de fagos muestra que con una dosis inicial se
incrementa exponencialmente el numero de virus, los cuales se siguen multiplicando
dentro de bacterias hospederas susceptibles, por lo cual, s6lo se necesitara una dosis
y el numero decrecera una vez que la poblacién de bacterias blanco desaparezca
(Carlton et al., 2005; Matsuzaki et al., 2005; Alday-Sanz et al., 2007; Hanlon, 2007).
En adicion, el costo de desarrollar un sistema de fagos es mas econdmico en
comparacion con el desarrollo de un nuevo antibiético (Carlton et al., 2005; Skurnik et
al., 2007). Considerando la efectividad de los fagos como terapia alternativa al uso de
antibidticos en organismos terrestres, incluyendo humanos, el presente trabajo tuvo
como objetivo la evaluacion de dos fagos liticos como medida preventiva y/o de
control de vibriosis durante infecciones experimentales con larvas zoea de camarén

blanco Litopenaeus vannamei.



Il ANTECEDENTES

1. Estudios sobre infecciones experimentales con Vibrio.

Tomando en cuenta que los vibrios pueden generar la pérdida de los cultivos,
Roque et al. (2000) mencionaron que es necesario generar un modelo de infeccion
experimental con el cual se pueda investigar la virulencia de las cepas y evaluar el
tratamiento o medidas de prevencion. Ademas con el modelo se pueden determinar
los factores de estrés ambiental que comienzan con los brotes de vibriosis en
camarén de cultivo y entender mejor la relacidn entre el estrés ambiental y las

bacterias en la etiologia de la enfermedad.

Uno de los métodos empleados en la recreacion de vibriosis es la exposicion
directa o inmersion. Lavilla-Pitogo et al. (1990) y Prayitno & Latchford (1995)
utilizaron este método encontrando que V. harveyi aparentemente es mas virulento
sobre los estadios zoea y mysis que en los estadios poslarva. Por su parte,
Robertson et al. (1998) reportaron que la cepa STD3-101, correspondiente a V.
harveyi, fue patogénica a partir de una dosis de 10° cel'ml” sobre larvas zoea de
Penaeus vannamei expuestas durante dos horas a la bacteria. Aguirre-Guzman et al.
(2010) utilizaron el método de inmersién para imitar las condiciones natulares a las
cuales el camaron esta expuesto a la bacteria. Con ello, generaron mortalidades
significativas y presencia de signos de vibriosis en juveniles de camardén blanco
expuestos durante dos horas a una dosis de 10° UFC'mL" de la cepa HL57
correspondiente a V. parahaemolyticus. Roque et al. (2000) propusieron el uso de
Artemia como vector para recrear la infeccion con V. parahaemolyticus en poslarvas
de camaron blanco. Los autores encontraron que su modelo no fue reproducible, sin
embargo, proponen que la bioencapsulaciéon de patdégenos en Artemia es un buen
modelo ya que asegura el contacto directo entre el agente patdgeno y el tracto
digestivo de poslarvas. Un afio mas tarde, Sudheesh & Xu (2001) inyectaron
intramuscularmente la cepa 25C correspondiente a V. parahaemolyticus en P.

monodon. A través de este método, ellos reportaron que la cepa 25C es altamente



virulenta, con una dosis letal 50 (LD50) de 10° UFC-camarén™. Martin et al. (2004)
encontraron un resultado similar al inyectar en la hemolinfa de camarones adultos de
Sicyonia ingentes 10° UFC-camarén™ de V. harveyi y 10* UFC-camarén™ de V.
parahaemolyticus, encontrando en todos los casos una mortalidad mayor al 50 % a

las 168 h post-infeccion.

Ademas del método de infeccion es importante considerar la densidad inoculada,
la especie y la cepa a evaluar. Con respecto a esto, Aguirre-Guzman et al. (2001)
reportaron la susceptibilidad de diferentes estadios larvarios del camaréon blanco
expuestos a cuatro cepas de Vibrio. Se encontré que V. peneicida fue la cepa mas
virulenta generando mortalidades significativas con respecto al blanco y a las otras
cepas a la menor dosis empleada (10° UFC'mL™). Ademas solo se observaron
signos de vibriosis con las cepas de V. harveyi, V. parahaemolyticus y V. peneicida.
Un resultado similar fue reportado por Thakur et al. (2003), quienes aislaron cepas de
Vibrio a partir de camarones enfermos (Penaeus monodon) las cuales fueron
probadas sobre organismos sanos con dosis entre 10% y 10® UFC-mL™". En general
reportaron que la mortalidad dependi6é de la dosis y de la especie, siendo la cepa de
V. vulnificus la mas virulenta causando mortalidades significativas con todas las dosis
empleadas entre las 24 y 96 h post-infeccion. Contrario a los dos trabajos anteriores
Soto-Rodriguez et al. (2006) reportaron que a pesar de encontrar diferencias
significativas en la mortalidad de larvas expuestas a V. harveyi y V. cambelli con

respecto al blanco, no se presentaron diferencias significativas entre las cepas.

2. Terapias no fagicas en el tratamiento de vibriosis.

El uso de antibidticos contribuye a la seleccion de cepas resistentes o
multirresistentes, principalmente por el manejo inadecuado (Karunasagar et al. 1994;
Santiago et al., 2009). Por lo anterior, se genero el interés por técnicas alternativas al
uso de antibidticos para el control de vibriosis luminiscente en acuicultura como:
probidticos, agua verde, disrupcion de la comunicacion celular (quorum-sensing),

inhibicion del crecimiento con acidos grasos de cadena corta y polihidroxialcanoatos



y fagoterapia (Defoird et al., 2007). Cada técnica tiene sus ventajas y limitaciones,
por lo cual un uso alternado de técnicas podria ser una buena opcidén para el
biocontrol de patdégenos, sin embargo, técnicas como la disrupcion del quorum-
sensing han sido evaluadas recientemente y sélo se cuentan con pruebas a nivel
laboratorio; en contraste con el uso de probioticos y la fagoterapia las cuales han
sido estudiadas desde hace tiempo y su efectividad ha sido probada en los sistemas
de cultivo y humanos (Gatesoupe, 1999; Balcazar et al., 2006; Defoird et al., 2007).

Los probioticos son bacterias utilizadas para mejorar la salud de otros organismos
(Balcazar et al., 2006), ayudando en la prevencion y profilaxis de infecciones
bacterianas (Chythanya et al., 2002; Vazquez et al., 2005; Balcazar et al., 2007;
Balcazar & Rojas-Luna, 2007; Wang, 2007). Chythanya et al. (2002) utilizaron la
cepa Pseudomonas I-2 en pruebas de antagonismo con células viables, productos
extracelulares y pruebas de reto con larvas de camaron en contra de Vibrio harveyi,
V. fluvialis, V. parahaemolyticus, V. damsela y V. vulnificus. Ellos reportaron que la
cepa tiene las propiedades necesarias para el biocontrol en el cultivo de camarén y
que existe la posibilidad de usar el extracto obtenido con cloroformo a partir del
sobrenadante de la cepa en el control de Vibrio spp. luminiscente en los sistemas de
cultivo. Caso similar es reportado con la cepa de UTM126 correpondiente a Bacillus
subtilis, la cual fue propuesta como un candidato prometedor al suprimir al patégeno

V. parahaemolyticus en condiciones in vitro e in vivo (Balcazar & Rojas-Luna, 2007).

A pesar de que la aplicacion de probidticos en acuicultura es una medida
prometedora, es necesario un esfuerzo considerable de investigacion para su
aplicacién, siendo la primera inquietud el destino de los probidticos en los cultivos de
larvas y tracto intestinal de juveniles y adultos (Gatesoupe, 1999). Ademas, es
necesario evaluar la mejor manera de introduccion, dosis 6ptima y soluciones
técnicas que permitan mantener al probiotico vivo en los pellets secos. Wang et al.
(2008) mencionaron que constantemente se estan encontrando nuevas especies y
cepas especificas con potencial probidtico, pero que no se puede suponer que estas
comparten la seguridad histérica de los probidticos tradicionales, por lo que es

necesaria la aplicacion de técnicas moleculares en la identificacion de los nuevos
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probidticos y con ello tener informacion mas completa acerca de su calidad,

seguridad y eficacia.

3. Fagoterapia.

La terapia de fagos como modelo experimental ha sido probada tanto en animales
como humanos. En modelos animales hay un amplia variedad de organismos usados
con este fin: ratones, pollos, ovejas, conejos, entre otros; para el tratamiento de
infecciones con cepas de Salmonella enterica, Escherichia coli, Shigella dysenteriae,
Pseudomonas aeruginosa y Enterococcus faecium. En la mayoria de los casos se
reporté una reduccion en los signos de las enfermedades y un aumento significativo
en la supervivencia de los organismos (Carlton, 1999; Biswas et al., 2002; Garcia &
Lopez, 2002; Matsuzaki et al., 2005; Fruciano, 2007). En estudios recientes se tiene
un amplio intervalo de resultados positivos en la aplicacion de fagos para humanos.
Uno de estos estudios es el de Anne Bruttin & Harald Brissow (2005) quienes
utilizaron preparaciones del fago T4 administrada oralmente en voluntarios, los

cuales no manifestaron signos de enfermedad alguna (Kropinski, 2006).

Sulakvelidze et al. (2001) mencionaron que a pesar de su poca aceptacién, desde
un inicio se han generado productos comerciales de los bacteriéfagos. Dentro de los
primeros productos estan las preparaciones de bacteriéfagos de d’Hérelle por parte
de los laboratorios de L’Oréal y los lisados de fagos contra Staphylococci,
Streptococci, E. coli y otras bacterias patdgenas, por parte de la compania Eli Lilly en
Estados Unidos. A pesar de que la efectividad de estas preparaciones fue
controversial, se continud con la investigacion, produccion y el uso terapéutico de los
fagos en Europa del Este y la Union Soviética. Estas actividades se centraron en el
Instituto de Bacteriéfagos, Microbiologia y Virologia de Eliava (EIBMV) de la
Academia de Ciencias de Georgia y el Instituto de Inmunologia y Terapia
Experimental de Hirszfeld (HIIET) de la Academia de Ciencias de Polonia. En afos
recientes la FDA aprobd el uso de productos basados en bacteriéfagos para el

tratamiento de alimentos, dentro de los cuales se encuentran LISTEX™ P100 por

11



parte de la EBI Food Safety (Carlton et al., 2005) y LMP 102 de OmnilLytics Inc. los
cuales son preparaciones de bacteri6fagos especificos contra cepas de Listeria
monocytogenes. El uso en humanos cuenta con pocas alternativas, como
PhagoBioDerm™ producto de la empresa Intralytix y el producto denominado
“Staphage Lysate” de los laboratorios Delmont en E.U.A., ambos especificos contra

S. aureus.

En acuacultura la aplicacion de fagos ha demostrado su efectividad para el
tratamiento y profilaxis de algunos patégenos bacterianos. Park et al. (2000)
encontraron que el uso de fagos en contra de infecciones de P. plecoglossicida es
efectivo al aumentar la supervivencia de los organismos infectados hasta las 24 h de
administracién de los fagos. Ademas, sugieren que los fagos pueden ser usados
como medida profilactica al inhibir el crecimiento de las bacterias en el agua. Nakai &
Park (2002) hicieron una revisién acerca del tratamiento de fagos sobre infecciones
bacterianas de Lactococcus garvieae y Pseudomonas placoglossicida sobre Seliora
quinqueradiata y Plecoglossus altivelis. En ambos casos se reportd una mayor
supervivencia en los peces infectados e inoculados con extractos de fagos (dosis
entre 10° y 10° UFP-Pez’), respecto a los organismos infectados sélo con la
bacteria. Ademas se observd un alto efecto protector incluso en peces que fueron

inoculados con fagos hasta 24 h después de la infeccidn con la bacteria.

En camaronicultura, Vinod et al. (2006) reportaron que el fago A aislado de cultivo
larvario de camarén tiene un potencial para el biocontrol de V. harveyi al reducir
hasta dos ordenes de magnitud la concentracion de esta bacteria, logrando un
aumento del 55 % en la supervivencia de los organismos. Asimismo, Karunasagar et
al. (2007) encontraron que una combinacion de los bacteriéfagos Viha8 y Viha10 fue
efectiva en el control las poblaciones de V. harveyi en los sistemas de crianza
larvaria con un aumento de la supervivencia del 20.5 % con respecto a larvas sélo

tratadas con los antibidticos oxitetraciclina y kanamicina.
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[Il.  JUSTIFICACION

La fagoterapia como tratamiento antimicrobiano alternativo ha retomado gran
interés principalmente por la capacidad de los fagos para eliminar bacterias
resistentes a los antibidticos. Ademas se consideran inocuos para los organismos
cultivados y los consumidores finales y su obtencidn se considera mas rapida con
respecto a la generacion de un nuevo antibiético. A pesar de que se ha demostrado
el efecto benéfico de los fagos para reducir las mortalidades en los sistemas de
cultivo es necesario realizar evaluaciones que permitan definir las mejores
condiciones para su aplicacion. Debido a esto, en el presente trabajo se evalud la
fagoterapia como medida preventiva y correctiva de la vibriosis en camardn a través
de pruebas con valores de multiplicidad de infeccion (MOI) bajos, diferentes dosis y
el retraso en la aplicacion de la terapia usando como base un modelo de infeccion

estandarizado que recrea la vibriosis en condiciones controladas.
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V. OBJETIVOS:

Objetivo general

Evaluar la eficacia de la terapia de fagos para prevenir y/o controlar los signos
de infeccion y las mortalidades durante la vibriosis experimental en larvas de

camaron blanco Litopenaeus vannamei.

Objetivos especificos

1. Desarrollar un modelo estandar para reproducir la vibriosis en larvas de
camaron blanco bajo condiciones controladas

2. Seleccionar una cepa de Vibrio que induzca signos de vibriosis y mortalidad
en larvas de camaron blanco.

3. Evaluar el efecto de extractos crudos de fagos durante la vibriosis
experimental en larvas de camaron blanco.

4. Evaluar el efecto de la dosis y el retraso en la aplicacion del tratamiento sobre

la efectividad de los fagos como medida terapéutica.

V. HIPOTESIS:

En condiciones naturales el control de las poblaciones de Vibrio parece estar
sujeto a un control mediado por fagos liticos a través de infecciones periddicas. Se
ha observado que la aplicacién de fagos liticos en el cultivo larvario de camaron
mejora la supervivencia. De esto se colige que la aplicacion de fagos liticos
especificos para cepas patdgenas de Vibrio reducira significativamente la presencia
de signos clinicos y mortalidades en larvas de camaron blanco durante vibriosis

inducida de forma experimental.
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VI. MATERIALES Y METODOS
1. MICROORGANISMOS

1.1 Bacterias

Se usaron dos cepas de Vibrio harveyi y dos de Vibrio parahaemolyticus. Las
cepas ATCC 14126 (V. harveyi) y ATCC 17802 (V. parahaemolyticus) fueron
obtenidas directamente de la colecciéon American Type Culture Collection (ATCC).
Estas cepas fueron recibidas en forma de liofilizado, y para su reactivacién fueron
inoculadas en caldo de infusién cerebro y corazén (BHI - DIFCO™) e incubadas a
35° C. Una vez reactivadas fueron mantenidas en el mismo caldo adicionado con
glicerol al 50 % a -50°C. Las cepas EC11 (V. harveyi) y PS-017 (V.
parahaemolyticus), proporcionadas por el Dr. Jose L. Balcazar (ICRA Espafa), estas
cepas fueron aisladas de juveniles de L. vannamei enfermos en Ecuador (Balcazar y
Rojas-Luna, 2007) y pertenecen a la coleccion del Laboratorio de Acuicultura de la
Universidad Técnica de Machala, Ecuador. Durante el presente estudio también se
usaron dos cepas luminiscentes de V. harveyi denominadas Lum1 y Lum2, las cuales
fueron aisladas del laboratorio de produccion de poslarvas de Acuacultura Mahr
(Pichilingue B.C.S. Mexico) durante operaciones normales de produccién a partir de
muestras de larvas y pertenecen a la coleccion del Laboratorio de Microbiologia y
Biologia Molecular de CICIMAR. Todas las cepas fueron reactivadas en 5 mL de
caldo marino (CM) estéril a 30 °C durante 24 h. Para los experimentos las cepas
fueron cultivadas en placas de agar marino (AM), incubadas a 30° C y cosechadas a
las 24 h. Con las células recién cosechadas se ajustd la densidad 6ptica (DO) a 1 a
585 nm. El nimero de UFC a esa concentracién equivale a: 1-10® UFC-ml™. En el
caso de V. parahaemolyticus ATCC 17802 se utilizé el medio de cultivo TSB para la

obtencién de biomasa.
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1.2 Fagos

Los fagos F8 y F12, especificos contra V. harveyi, fueron obtenidos de muestras
de agua de la Ensenada de La Paz (Quiréz-Guzman, 2005). En el caso de los fagos
especificos para V. parahaemolyticus, el fago A3S fue aislado de larvas sanas de
camaroén blanco en estadio Zoea (Makarov, 2008), mientras que el fago vpms1 fue
aislado de muestras de almeja chocolata Megapitaria squalida y pertenece a la
colecciéon de fagos del Laboratorio de Microbiologia y Biologia Molecular. Los fagos
se mantuvieron criopreservados en el Laboratorio de Microbiologia y Biologia
Molecular de CICIMAR. EI aislamiento se realiz6 mediante la técnica de
enriquecimiento, brevemente muestras de 25 mL de agua fueron centrifugadas a
1783.6 xg por 30 min. Se tomd 1 mL de sobrenadante y se anadié a un cultivo en
crecimiento de 8 h de la bacteria blanco contenido en 5 mL de CM dejandose en
incubacion a una temperatura de 30 °C durante 8-12 h. La mezcla se centrifugd a
1783.6 xg por 30 min a 4 °C para eliminar el boton celular y el sobrenadante se filtrd
con una membrana de 0.2 um. La presencia de fagos se corroboré por la formacion
de placas o calvas sobre una pelicula de la bacteria blanco, ello se obtuvo
inoculando 13 pL del filtrado sobre una placa de AM inoculada masivamente con la
bacteria blanco. Para la purificacion de los fagos, se tomaron placas individuales
obtenidas por dilucidn y se utilizdé el proceso de enriquecimiento para aumentar el

numero de particulas virales.

1.3 Microalga

Un cultivo de la cepa CHCAL-5 (Chaetoceros calcitrans) de la coleccion de
microalgas del CIBNOR (La Paz B.C.S. México), fue mantenido por una semana en
incubacion a 25 °C con un fotoperiodo de 12:12 h luz-oscuridad. El cultivo se inicio
con 1 mL de in6culo en 10 mL de medio F/2 estéril. Cada dia las células fueron
resuspendidas mediante agitacion manual (aproximadamente 5 segundos). El cultivo
fue sembrado por estria cruzada en placas de petri con agar F/2 (10 %) para lograr el
aislamiento de la microalga y en TSA (2.5% NaCl) para cultivar a las bacterias

asociadas al cultivo. Por su parte, la microalga C. muelleri fue proporcionada por
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CENAIM-ESPOL, Ecuador y la microalga Thalassiosira weissflogii fue proporcionada

y cultivada por el laboratorio de microalgas de la empresa BIOGEMAR, Ecuador.

1.4 Produccién masiva de fagos

Cultivos frescos de cada cepa en AM fueron cosechados a las 24 h de incubacién
(30° C) e inoculadas en matraces con 1 L de caldo marino. Al mismo tiempo, se
adicionaron 10 yL de cada uno de los bacteri6fagos de prueba y los matraces se
incubaron a 30° C durante 48 h. Transcurrido este tiempo, se agregaron 10 mL de
cloroformo a cada matraz y se dejaron reposando por 30 min a 12 °C para eliminar
las bacterias no lisadas. El exceso de cloroformo fue descartado por decantacion vy el
sobrenadante fue centrifugado a 1783.6 xg 30 min a 4 °C. El sobrenadante se

recuperd por decantacion y fue filtrado a través de un filtro de 0.2 pym.

2. CINETICA DE INFECCION DE LOS FAGOS.

El efecto de los fagos sobre el crecimiento de las cepas se evalu6 en medio
liquido. Para ello, se agregaron 25 yL de V. harveyi (cepas 14126 y EC11) ajustada a
una DO de 1 a 585 nm (SpectraQuant, Merck) en tubos de ensaye con tapon de
rosca con 10 mL de CM. Simultaneamente se adicionaron los fagos F8 y F12 a una
concentracién de 1-10° UFP-mL™". Las muestras fueron incubadas a 30 °C en bafio
maria y se realizaron lecturas cada 30 min hasta cumplir 12 h de incubacion. Los
fagos usados en este experimento fueron obtenidos como se describid en la seccidn
(1.4) con la adicion de cloroformo, pero un segundo concentrado fue obtenido sin la

adiciéon de cloroformo e igualmente se empled en la cinética de infeccion.

En el caso de los fagos vpms1 y A3S se realizé una prueba de gota en TSA y AM
para descartar un efecto por el medio de cultivo. Una vez seleccionado el medio de

cultivo se evalud la cinética de los fagos A3S y vpms1. Para ello se inoculd, por

17



triplicado, 10 mL de CM con V. parahaemolyticus hasta llegar a una DO de 0.12 £
0.05 a 585 nm y fagos a una concentracién de 1:10° UFP-mL™. Las muestras fueron
incubadas a 30 °C en bafo maria. Se realizaron lecturas cada hora hasta cumplir 8 h

de incubacion.

Se realizaron pruebas previas de Kolmogorov-Smirnov y Cochran a los valores de
absorbancia y posteriormente se analizaron mediante ANOVA de una via para medir
el efecto del tiempo. Se utilizaron comparaciones multiples de Tukey para conocer en

que tiempo la reduccion en la absorbancia fue significativa con respecto al control.

3. DESARROLLO DE UN MODELO DE INFECCION PARA REPRODUCIR LA
VIBRIOSIS EN LARVAS DE CAMARON

3.1 Estandarizacion de condiciones para el mantenimiento de larvas

I. Evaluacién de dos fuentes de agua y densidad de larvas

Las larvas de camaron fueron recolectadas individualmente mediante una pipeta
Pasteur, con cuidado de no generar dafios fisicos, e introducidas en unidades
experimentales con 100 mL de AM estéril en estadio nauplio V. Se evaluaron dos
fuentes de agua: agua de mar natural estéril (AMNe) y agua de mar artificial estéril
(AMAe) (Coral Reef). Simultaneamente se colocaron 10, 50 y 100 larvas por cada
unidad experimental para evaluar el efecto de la densidad. Las unidades
experimentales fueron mantenidas sin aireacion ni recambio de agua, en una
incubadora sin iluminacién durante 48 h a 30 °C. Se realizé el registro de la

supervivencia a las 24 y 48 h.

Debido a que los datos de supervivencia no presentaron normalidad ni
homocedasticidad, estos fueron analizados mediante Kruskal-Wallis para medir el
efecto de la densidad. Ademas de la supervivencia también se consideré el estadio

de desarrollo.
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[I. Evaluacion de diferentes alimentos para mantenimiento de las larvas

Se registrd la supervivencia de larvas de camardon en unidades experimentales
durante un periodo de mantenimiento en el que se les proporcionaron diferentes
dietas y con diferentes dosis. Los alimentos utilizados fueron Royal Caviar®,
levadura de panificacion (Saccharomyces cerevisiae), una mezcla de harinas de
cereal Nestum ®, una mezcla de harinas fermentadas por bacterias (Carmona,
2010), y las microalgas Chaetoceros calcitrans, C. muelleri y Thalassiosira
weissflogii. Para cada caso, 100 larvas en estadio nauplio V fueron colocadas en
unidades experimentales con 100 mL de AMAe. A cada unidad se le agregé la dosis
correspondientes de alimento (evaluando cada alimento y dosis por triplicado) y se
mantuvieron a 30 °C durante al menos 24 h. Al final del experimento, se registré el
estadio de desarrollo y la supervivencia de las larvas. Las dosis probadas con cada

alimento se resumen en la tabla I.

En los experimentos donde la supervivencia fue mayor a cero se realizaron
pruebas previas de Kolmogorov-Smirnov y Cochran. Posteriormente se analizaron
mediante ANOVA de una via y se utilizaron comparaciones multiples de Tukey para
detectar diferencias significativas. Ademas de la supervivencia se consider6 el

estadio de desarrollo y la presencia de alimento en el tracto digestivo.
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Tabla I. Dosis de alimento empleadas en la alimentacion de larvas de camaron

blanco en unidades experimentales con 100 mL de agua de mar artificial.

HFB S. C. C. T.
Experimento  Tratamiento (EOY;ILC.’;) ?‘rﬁsn%nﬂg? y cerevisiae calcitrans muelleri weissflogii
9 9 (mg'mL™)  (cel-mL™) (cel-mL™) (cel-mL™) (cel-mL™)
1 T1 325 - - - 30 000 - -
T2 65 - - - 60 000 - -
T3 130 - - - 100 000 - -
2 T 60 60 - - 100 000 - -
T2 12 12 - - - - -
T3 6 6 - - - - -
3 T1 2.8 2.8 2.8 - 100 000 - -
T2 2 2 2 - - - -
T3 1.1 1.1 1.1 - - - -
4 T1 - - - 400 000 100 000 - -
T2 - - - 200 000 - - -
T3 - - - 100 000 - - -
T4 - - - 50 000 - - -
T5 - - - 25000 - - -
5 T - - - - 100 000 100 000 100 000
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[ll. Reduccion del numero de bacterias asociadas en el alimento vivo y en las

larvas de camaron blanco

a) Reduccion de la carga bacteriana en el cultivo de C. calcitrans

Para reducir la carga de bacterias en la microalga, se pasaron 10 mL de cultivo
fresco fueron filtrados a través de filtros Whatman GF/A de 1.6 um previamente
estérilizados. Los filtros fueron lavados con 10 mL de medio F/2 estéril durante 10
ocasiones para eliminar la mayor parte de bacterias asociadas. Posteriormente con
un asa estéril se tomdé una muestra de células de la superficie del filtro y se hizo una
siembra por estria cruzada en agar F/2. Se adicion6 una segunda capa de agar F/2
suave (4% a 30 °C aprox.). A la par se realiz6 la inoculacién de la muestra en tubos
de ensaye con tapon de rosca con 10 mL de caldo F/2 y se mantuvo en incubacion a
25 °C con un fotoperiodo de 12:12 h luz-oscuridad durante siete dias. Para eliminar a
las bacterias asociadas se probaron seis concentraciones de ampicilina (160, 80, 40,
20, 10 y 5 ug-ml™), eritromicina (160, 80, 40, 20, 10 y 5 ug-ml™") y cloranfenicol (80,
40, 20, 10, 5y 2.5 ug-ml™), las pruebas se realizaron en tubos con 10 mL de caldo
F/2 previamente inoculados con 0.5 mL de cultivo fresco de la microalga (aprox.
2.5-10° cel). Los tubos fueron mantenidos en las condiciones previamente descritas..
El in6culo de microalga usado en esta prueba fue sometido al mismo proceso de
limpieza descrito anteriormente, con el objetivo de reducir la carga bacteriana. Al
séptimo dia se realiz6 una evaluacion en placas de TSA (2.5 % NaCl) para
determinar la presencia de bacterias en los tubos que mostraron crecimiento de

microalgas.
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b) Reduccion de la carga bacteriana en larvas de camardén blanco

Para disminuir la carga bacteriana en las larvas de camarén se evalud la
desinfeccion con dioxido de cloro (ClO;) (TWINOXIDE® 0.3% SOLUTION). Para ello
los organismos fueron expuestos a concentraciones de 0.03, 0.15, 0.3 y 1.5 ppm
(1mg-1L™" = 1ppm) y a 1, 3, 5 y 10 minutos de exposicién. En cada caso los
organismos fueron concentrados en un tamiz de 35 uym y sumergidos en la solucion
correspondiente. Al finalizar el tiempo de exposicidon, se realizé un lavado con una
solucion de tiosulfato de sodio (Na;S,03) 0.6 uM para neutralizar los restos de cloro;
finalmente los organismos fueron enjuagados con AMNe durante 10 seg. De cada
tratamiento, 100 organismos fueron introducidos en unidades experimentales con
100 mL de AMAe e incubados a 30 °C = 1 °C por 24 h. Trancurrido este periodo se
registr6 la supervivencia de los organismos y se realizaron observaciones al
microscopio para descartar dafio estructural debido al tratamiento. La seleccion de la
dosis y tiempo de aplicacion se realiz6 mediante el analisis de superficie de
respuesta tomando en cuenta la supervivencia. Una vez seleccionada la dosis y el
tiempo de tolerancia de las larvas al desinfectante, se corroboro la disminucion de la
carga bacteriana. Se tomaron 100 larvas tratadas con 0.3 ppm de ClIO; a 4, 8 y 12
min de exposicion y fueron maceradas con un disruptor de tejidos estéril. Por
triplicado, se realizaron diluciones decimales seriadas para cada muestra, tomando
13 uL de cada dilucién para realizar la siembra masiva en AM. Las placas fueron
incubadas durante 24 h a 30 °C y transcurrido el periodo de incubacién se registro el

numero de colonias para estimar el numero de UFC por larva.

Se realizaron pruebas previas de Kolmogorov-Smirnov y Cochran a los datos de
supervivencia. Posteriormente datos fueron analizados mediante ANOVA de una via
y se utilizaron comparaciones multiples de Tukey para conocer las diferencias entre
los tratamientos. Aunado a la supervivencia se usaron como criterios el estadio de

desarrollo y la presencia de signos de vibriosis.
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3.2 Evaluacion de la virulencia de V. parahaemolyticus y V. harveyi

I.  Aclimatacion y mantenimiento de las larvas

Las larvas de camardn blanco L. vannamei usadas en los experimentos fueron
proporcionados por los laboratorios comerciales Acuacultura Mahr, La Paz, B.C.S.
México y BIOGEMAR Salinas, Ecuador. En ambos casos, los nauplios provenian de
varias hembras puestas a desovar simultaneamente en tanques de 1000 L. Las
larvas de Acuacultura Mahr en estadio nauplio IV-V fueron sometidas a un
tratamiento de CIO; a una concentracion de 0.3 ppm durante 5 min para la reduccion
de la carga bacteriana. Las larvas de BIOGEMAR S.A. unicamente se sometieron a
un lavado con AMNe durante 20 segundos. Las larvas en estadio nauplio IV-V, en
grupos de 100 organismos, se introdujeron asépticamente en las unidades para
experimentacion (cajas para cultivo de tejidos con 100 mL de AMAe) y fueron
incubadas a 30 °C + 1 °C durante 24 h con la adicion de la microalga C. calcitrans o
T. weissflogii a una dosis de 1:10* cel'mI”'. Durante las 96 h de la fase experimental
las unidades se mantuvieron sin aireacion, sin iluminacion, a 30 °C £+ 1 °C y con la
adicién diaria de la microalga C. calcitrans o T. weissflogii a una dosis de 1-10°

cel-ml™.

II. Efecto del didxido de cloro sobre la estandarizacion del modelo de

infeccién

Se probo el efecto del CIO, sobre las infecciones experimentales. Para ello, se
ajustaron las cepas 14126, EC11, 17802 y PS-017 una DO de 1 a 585 nm que
equivale aproximadamente a una concentracién 1-10® UFC-ml™. Para corroborar la
concentracion de bacterias utilizadas en el bioensayo, de forma paralela se llevaron a
cabo conteos en placa en agar TCBS, las placas se incubaron a 35 °C durante 24-48
h y al final del periodo se incubacion se hicieron los conteos (Labrie et al., 2003). Se
tomaron dos lotes de larvas, unas tratadas con CIO; a 0.3 ppm durante 5 min y otro

sin tratamiento de CIO,. Ambos lotes fueron infectados con las cepas de bacterias a
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través de la adicion directa de cada cepa a una dosis de 2:10° UFC-ml™ en las cajas
de cultivo. Los organismos se mantuvieron acorde a la seccion 3.2.1. con la microalga
C. calcitrans. Al término del bioensayo se realizé el conteo de larvas, estadio de

desarrollo y se registraron los signos de vibriosis en cada caso.

[ll. Seleccion de la cepa patdégena

Para reproducir la vibriosis experimentalmente se probaron por separado
diferentes cepas aisladas durante brotes infecciosos y cepas de referencia de V.
harveyi y V. parahaemolyticus. Para ello, las cepas de bacteria fueron cultivadas en
AM, incubadas a 30°C y cosechadas a las 24 h para la infeccidon experimental. La
densidad celular se ajusté a una DO de 1 a 585 nm. Con las suspensiones de cada
bacteria se inocularon unidades experimentales que contenian larvas previamente
aclimatadas, a una dosis de 2:10° UFC-mL". El blanco fueron unidades
experimentales con larvas sin la exposicion a bacterias. Los organismos se
mantuvieron acorde a la seccidn 3.2.l. con la microalga C. calcitrans o Thalasiossira
weissflogii. Al final del bioensayo se realiz6 el conteo de larvas, estadio de desarrollo
y se registraron los signos de vibriosis en cada caso. En las tres primeras infecciones
experimentales no se utilizd el desinfectante ClO,, en la cuarta infeccion experimental
se observo el efecto del dioxido de cloro sobre la estandarizacion del modelo de
infeccion (seccion 3.2.11) y en las ultimas infecciones experimentales se utilizo el
desinfectante ClO, a una concentracion de 0.3 ppm durante 5 min. Adicionalmente
se realizé la descripcion de las principales regiones del cuerpo de zoea Il (Figura 1)

donde se observan los signos de vibriosis en los organismos.

Se realizaron pruebas previas de Kolmogorov-Smirnov y Cochran a los datos de
supervivencia. Posteriormente datos fueron analizados mediante ANOVA de una via
para medir el efecto de cada cepa y se utilizaron comparaciones multiples de Tukey
para conocer las diferencias entre ellas. Aunado a la supervivencia se usaron como

criterios el estadio de desarrollo y la presencia de signos de vibriosis.
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Figura 1. Principales regiones del cuerpo de zoea |l sefialadas en la descripcion de
los signos de vibriosis. A) Region cefélica; B) Caparazén; C) Térax dividido en seis
segmentos; D) Abdomen dividido en seis segmentos; E) Lébulos furcales; F) Espinas

furcales; G) Maxilas y maxilipedos; H) Primera y segunda antena y I) Ojos.

IV. Evaluacion del efecto de la dosis de V. parahaemolyticus ATCC 17802 en

la supervivencia de larvas.

En esta evaluacion se emplearon cinco densidades de bacteria 2:10°, 6-10°, 1-10°,
1.5-10° y 2:10° UFC-mL", tomando como densidad maxima la dosis usada en la
seleccion de la cepa patégena (seccidn 3.2.111). Las larvas, previamente aclimatadas,
fueron infectadas con cada una de las densidades a través de la adicion directa en
las unidades experimentales. El tratamiento blanco const6 de larvas sin la exposicion
a la bacteria. Los organismos se mantuvieron acorde a la seccién 3.2.1. con la
microalga C. calcitrans. Al final del experimento, se realiz6 la evaluacién de la
supervivencia, estadio de desarrollo y en cada caso se registraron los signos de

vibriosis.
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Una vez seleccionada la dosis necesaria para recrear la vibriosis, se procedio a
confirmar el valor. Las larvas previamente aclimatadas fueron infectadas con las
cepas EC11 (V. harveyi), 17802 y PS-017 (V. parahaemolyticus) a través de la
adicion directa en las unidades experimentales con una dosis de 2:10° UFC-ml™”
(cepas EC11 y PS-017 fueron empleadas como control). El tratamiento blanco consté
de larvas sin la exposicion a bacterias. Los organismos se mantuvieron acorde a la
seccion 3.2.1. con la microalga T. weissflogii. Transcurrido el periodo de tiempo, se
realizd el conteo de la supervivencia, estadio de desarrollo y registro de signos de

vibriosis en cada caso.

Se realizaron pruebas previas de Kolmogorov-Smirnov y Cochran a los datos de
supervivencia. Posteriormente datos fueron analizados mediante ANOVA de una via
para medir el efecto de cada densidad y se utilizaron comparaciones multiples de
Tukey para conocer las diferencias entre ellas. Aunado a la supervivencia se usaron

como criterios el estadio de desarrollo y la presencia de signos de vibriosis.

V. Cinética de infeccion con V. parahaemolyticus

Para la obtencion de la cinética, las larvas zoea | fueron expuestas a la cepa
17802 con una dosis de 2:10° UFC-mL™. Los organismos se mantuvieron acorde a la
seccion 3.2.1. con la microalga T. weissflogii. A las 6, 12, 24, 36, 48, 72 y 96 h post
infeccibn se retiraron tres unidades experimentales para el registro de la
supervivencia, estadio de desarrollo y presencia de signos de vibriosis. Se realizaron
pruebas previas de Kolmogorov-Smirnov y Cochran para determinar la normalidad y
homocedasticidad de los datos. Posteriormente estos fueron analizados a través de
ANOVA de una via y se usaron comparaciones multiples de Tukey, ademas se
obtuvo el mejor modelo que describe el comportamiento de los datos. Aunado a la
supervivencia se usaron como criterios el estadio de desarrollo y la presencia de

signos de vibriosis.
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4. FAGOTERAPIA

4.1 Evaluaciéon del efecto de la suspencién de fagos vpmsl y A3S sobre

vibriosis

En esta seccion se utilizaron suspenciones de los fagos vpms1 y A3S previamente
evaluadas con respecto a su viabilidad y numero de UFP’s por mililitro. Para evaluar
el efecto de las suspenciones, larvas previamente aclimatadas fueron expuestas a la
bacteria V. parahaemolyticus ATCC 17802 a una dosis de 2:10° UFC:mL™" e
inoculadas con 100 yL de fago A3S o vpms1. Los organismos se mantuvieron acorde
a la seccién 3.2.1. con la microalga C. calcitrans. A las 96 h, se realiz el conteo de

larvas, estadio de desarrollo y registro de signos de vibriosis en cada caso.

Se realizaron pruebas previas de Kolmogorov-Smirnov y Cochran a los datos de
supervivencia. Posteriormente datos fueron analizados mediante ANOVA de una via
para medir el efecto de cada cepa de fago y se utilizaron comparaciones multiples de
Tukey para conocer las diferencias entre ellas. Aunado a la supervivencia se usaron

como criterios el estadio de desarrollo y la presencia de signos de vibriosis.

4.2 Dosis efectiva del fago vpms1

Las larvas fueron infectadas experimentalmente con V. parahaemolyticus ATCC
17802 a través de exposicion directa a una dosis de 2-10° UFC-mL™". Al mismo
tiempo, se adicionaron 100, 200, 400 y 800 pL de suspension del fago vpms1 a las
unidades. El tratamiento blanco consto6 de larvas sin la exposicion a bacterias o fagos
y el tratamiento negativo contd sodlo con la adicion de bacteria. Los organismos se
mantuvieron acorde a la seccién 3.2.l. con la microalga T. weissflogii. A las 96 h, se
registré la supervivencia, estadio de desarrollo y presencia de signos de vibriosis en

cada caso.

Previamente los datos de supervivencia de vpms1 fueron analizados con

Kolmogorov-Smirnov y Cochran. Posteriormente datos fueron analizados mediante
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ANOVA de una via para medir el efecto de la dosis y se utilizaron comparaciones
multiples de Tukey para conocer las diferencias entre ellas. En el caso de A3S los
datos no presentaron normalidad ni homocedasticidad, por lo cual fueron analizados
mediante Kruskal-Wallis para medir el efecto de la dosis. En ambos casos, ademas
de la supervivencia se usaron como criterios el estadio de desarrollo y la presencia

de signos de vibriosis.

4.3 Efecto de la suspension de fago vpms1 sobre larvas de camaron

Las larvas previamente aclimatadas en unidades experimentales fueron
adicionadas con 100, 300, 600 y 1200 pL de la suspension de vpms1, dejando como
blanco unidades sin la adicion de la suspension. Los organismos se mantuvieron
acorde a la seccidén 3.2.1. con la microalga C. calcitrans. A las 96 h, se realizd el
conteo de la supervivencia, estadio de desarrollo y registro de signos de vibriosis en

cada caso.

Se realizaron pruebas previas de Kolmogorov-Smirnov y Cochran a los datos de
supervivencia. Posteriormente datos fueron analizados mediante ANOVA de una via
para medir el efecto de cada dosis y se utilizaron comparaciones multiples de Tukey
para conocer las diferencias entre ellas. Aunado a la supervivencia se usaron como

criterios el estadio de desarrollo y la presencia de signos de vibriosis.

4.4 Tiempo de aplicaciéon

En esta seccion, larvas zoea | fueron expuestas a la cepa 17802 con una dosis de
2:10° UFC-mL'1, dejando como blanco tres unidades sin la adicion de la bacteria. A
las 0, 6, 12, 24 y 36 h post infeccidn se inocularon tres unidades experimentales con
100 pL de la suspension de vpms1. Los organismos se mantuvieron acorde a la
seccion 3.2.1. con la microalga C. calcitrans. Transcurridas las 96 h del experimento,
se realizo el conteo de la supervivencia, estadio de desarrollo y registro de signos de

vibriosis en cada caso.
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Se realizaron pruebas previas de Kolmogorov-Smirnov y Cochran a los datos de
supervivencia. Posteriormente datos fueron analizados mediante ANOVA de una via
para medir el efecto del tiempo y se utilizaron comparaciones multiples de Tukey
para conocer las diferencias entre ellos. Aunado a la supervivencia se usaron como

criterios el estadio de desarrollo y la presencia de signos de vibriosis.

VIl. RESULTADOS

Bacterias y fagos
— Vibrio harveyi

En la coleccion de fagos del laboratorio de Microbiologia se cuentan con dos
vibriéfagos especificos para Vibrio harveyi (14126 ATCC) denominados F8 y F12, los
cuales fueron seleccionados como potenciales fagos liticos. En las figuras 2 y 3 no
se observan diferencias entre las cinéticas de los fagos obtenidos con o sin la adicion
de cloroformo; por lo cual se descarta un efecto del compuesto sobre los fagos. En la
determinacion de UFP se encontré una concentracion maxima de 4.73:10° UFP-mL™”
para F12'y 2.34-10° UFP-mL™" para FS8.
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Figura 2. Cinética del vibriéfago F8. ¥ F8 — con cloroformo; < F8 — sin cloroformo;

y © Control — 14126. Los puntos representan la media + SD.
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Figura 3. Cinética del vibrisfago F12. ™ F12 — con cloroformo; © F12 — sin

cloroformo; y © Control — 14126. Los puntos representan la media £ SD.
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— Vibrio parahaemolyticus

Para obtener una mayor biomasa de V. parahaemolyticus se realiz6 el cultivo de la
cepa 17802 en dos medios de cultivo: caldo marino (CM) y caldo tripticasa de soya
(TSB). En la figura 4 se observa que el maximo valor de absorbancia se presenta
entre la séptima y la octava hora en medio CM, mientras que a partir de la cuarta
hora en TSB la bacteria llega a su maximo valor de absorbancia. Al obtenerse
mayores valores de absorbancia en menor tiempo en CM y aunado a la nula
sedimentacién de particulas como carbonatos, se decidié emplear este medio para la

produccion de la bacteria.

Antes de realizar la cinética de los fagos vpms1 y A3S se realizé una prueba de
gota en agar marino (AM) y agar tripticasa de soya (TSA). Esta prueba consiste en
poner 13 pL de suspencion de fagos sobre un crecimiento masivo de la bacteria. En
ambos casos se observo la formacion de placas (halos de inhibicién por fagos) sobre
el cultivo masivo de la cepa 17802 en AM y TSA, lo cual descarté un efecto asociado
al medio de cultivo. Los extractos crudos obtenidos en TSB presentaron una
concentracion de 7.6-108 UFP-mL™" para vpms1 y 3.4:10" UFP-mL™" para A3S. En la
cinética de crecimiento se observo que ambos fagos disminuyen la absorbancia de la
bacteria debido a la ruptura celular generada al final del ciclo de replicacién litico
(Figura 5). También se observo que el fago A3S genera una disminucion de la
absorbancia cercana a cero a partir de la segunda hora, mientras que vpms1 logra

una disminucién cercana a cero a partir de la octava hora.
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Figura 4. Cinética de crecimiento de V. parahaemolyticus en medio de cultivo CM (

©)y TSB (™) durante 20 h.
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Figura 5. Cinética de los vibriofagos vpms1 (™) y A3S (<), con la cepa 17802 de

Vibrio parahaemolyticus (O) en medio de cultivo TSB durante 8 h. Los puntos

representan la media £ SD.
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Estandarizacién de Condiciones para el Mantenimiento de Larvas

Evaluacion de dos fuentes de agua y densidad de larvas

Las larvas presentan una mortalidad del 100 % a las 24 h de incubacién en AMNe,
mientras que las larvas en AMAe presentan una mortalidad menor al 3 % a este
mismo tiempo (Tabla Il). A pesar de que a las 48 h se observa una mortalidad del
100 % en AMAe, esto es atribuido a la falta de alimento. Con respecto a las
densidades en AMAe (tabla Il) no se encontré diferencia significativa con el analisis

de Kruskal-Wallis (p>0.05), sin embargo se decidié utilizar la densidad de 100

larvas0100 mL™ de AMAe en las pruebas posteriores.

Tabla Il. Supervivencia de larvas incubadas en dos tipos de agua y tres densidades

de organismos.

Tiempo (horas) Pensidad ; AliAe AN
(org-100 mL™) Sup. (%) + SD Sup. (%) + SD
10 98.6 £ 2.31 0.00 £ 0.0
24 50 99.3 % 1.15 0.00 £ 0.0
100 100.0 £ 0.0 0.00 £ 0.0
10 0.00 £ 0.0 0.00 £ 0.0
48 50 0.00 £ 0.0 0.00 £ 0.0
100 0.00 £ 0.0 0.00 £ 0.0

Sup. (%): Supervivencia promedio en porcentaje + SD: desviacidon estandar.
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Evaluacion de diferentes alimentos para el mantenimiento de larvas

En el primer ensayo se empled el alimento Royal Caviar ® de 5 - 50 ym vy la
microalga C. calcitrans. Todas las larvas alimentadas con la microalga C. calcitrans
presentaron una supervivencia mayor al 98 % hasta el final del experimento (Tabla
[I1). No se encontr6 diferencia significativa, a través de Kruskal-Wallis (p>0.05), para
las densidades empleadas. Sin embargo, se observaron diferencias en el estadio de
desarrollo para cada densidad de microalga utilizada, siendo la concentracion de
1-10° cel'mL™ con la cual las larvas alcanzaron el estadio zoea lll, maximo estadio
de desarrollo observado. El alimento comercial Royal Caviar presenté una mortalidad
del 100 % a las 24 h de su administracion que posiblemente se debidé a un exceso de
alimento, lo cual fue observado como una alta turbidez en las unidades y adhesion

de particulas en los organismos.

Tabla Ill. Supervivencia de larvas alimentadas con tres densidades de C. calcitrans

por un periodo de 96 h.

Dosis de microalga (cel-mL™")

Sup. (%) £ SD

Tiempo (horas) 3-10* 6-10* 1-10°
24 100.0 £ 0.0 99.3+1.15 99.0+1.0
48 100.0 £ 0.0 99.0 + 1.0 98.3 + 2.08
72 99.3 + 1.15 98.7 + 1.53 98.0 + 1.73
96 98.0 + 2.0 98.7 + 1.53 98.0 + 1.73

Sup. (%): Supervivencia promedio en porcentaje + SD: desviacidon estandar.

En la segunda prueba de alimento se empled la mezcla de harinas fermentadas,
Nestum ® y Royal Caviar ® de 5 — 50 ym. En todos los casos se presentd una
mortalidad del 100 % a las 24 h, lo cual fue atribuido a la concentracién utilizada, ya

que se observd una alta turbidez en las unidades y adhesién de particulas de
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alimento en los organismos. Debido a lo anterior se realiz6 una prueba para conocer
la turbidez en AMA para cada alimento. En la tabla IV se muestran las nuevas dosis y
su absorbancia a 585 nm, de las cuales se tomaron las concentraciones de 2.8, 2.0 y
1.1 mg-mL™ en la siguiente prueba de alimento. Con las nuevas dosis, se observd
nuevamente una mortalidad del 100 % a las 24 h, ademas de presentarse adhesion

de particulas de alimento en varias regiones del cuerpo.

Tabla IV. Dosis y absorbancias de los alimentos Nestum ®, Royal Caviar ® y Harina

de Fermentos.

. p . Harina de
Dosis (mg-mL"™) Nestum® Royal Caviar®

Fermento

2.8 0.178 0.085 0.149

2.3 0.147 0.076 0.131

20 0.125 0.060 0.115

1.6 0.097 0.044 0.110

1.1 0.086 0.042 0.077

Las larvas alimentadas con levadura de pan (S. cerevisiae) presentaron una
mortalidad menor al 1% a las 24 h. En todas las dosis las larvas se encontraron con
tracto lleno y presencia de heces fecales. A las 48 h la mortalidad fue del 100 % en la
mayoria de los casos, exceptuando las larvas alimentadas con la dosis de 2.5:10*
cel'-mL™" donde no se presenté mortalidad (Figura 6). En esta dosis la mortalidad fue

de 78 % y 100 % a las 72 y 96 h respectivamente.
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Tabla V. Supervivencia de larvas zoea | alimentadas con levadura (S. cerevisiae)

durante 96 h.

Tiempo (horas)

Dosis (cel'mL™) 24 48 72 96
2.5-10* 99.6+0.57 99.6 £0.57 22.0+8.7 0.00+0.0
5-10* 100.0 £ 0.0 0.00+0.0 0.00+0.0 0.00+0.0
1-10° 100.0 £ 0.0 0.00+0.0 0.00+0.0 0.00+0.0
2-10° 100.0 £ 0.0 0.00+0.0 0.00+0.0 0.00+0.0
4-10° 100.0 £ 0.0 0.00+0.0 0.00+0.0 0.00+0.0
Microalga 100.0£ 0.0 996057 99.6+0.57 99.6+0.57

Sup. (%): Supervivencia promedio en porcentaje + SD: desviacidon estandar.

Como prueba final en la seleccion del alimento se usaron las microalgas

Chaetoceros calcitrans, C. muelleri y Thalassiosira weissflogii. En los tres casos no

se observaron diferencias significativas (p>0.05) en la supervivencia de las larvas a

las 24 h post-alimentacion (Figura 7). Las larvas presentaron alimento en todo el

tracto digestivo y solamente en el caso de las larvas alimentadas con las especies de

Chetoceros se observo (aproximadamente en menos del 5 % de los organismos) la

presencia de pequefos agregados de microalgas en los apéndices anteriores y

espinas furcales, los cuales no afectaron la sobrevivencia de los organismos. Las

larvas alimentadas con C. calcitrans y T. weissflogii presentaron una supervivencia

mayor al 80 % hasta las 96 h haciendo viable su uso en el mantenimiento de los

organismos.
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Figura 6. Supervivencia de larvas zoea | alimentadas durante 24 h con las microalgas

Chaetoceros calcitrans, C. muelleri y Thalassiosira weissflogii. Los puntos
representan la media £ SD.

Optimizacion en el uso de C. calcitrans como alimento

Chaetoceros calcitrans se utilizd como dieta unica para las larvas de camaron
provenientes de Acuacultura Mahr. Esta crecid6 en medio de cultivo F/2 a una
densidad de 2:10° cel'-mL™ en un periodo de 7 dias con un tamario promedio de 2.5 —
5 ym de ancho y 2.5 — 7.5 ym de largo. Las larvas alimentadas con dosis diarias de
1-10° cel'-mL™" de la microalga mantuvieron una supervivencia mayor del 90 % hasta
las 240 h (Figura 8). Ademas se observo la presencia de alimento en tracto digestivo,
formacion de heces fecales continuas y no se observo algun signo relacionado con
vibriosis en todas las réplicas. En relacion al estadio de desarrollo se observo la
presencia de nauplio V a las 24 h, ya que los nauplios para esta prueba se

encontraban en estadio nauplio lI-lll. Con respecto al estadio zoea se observd una
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transicion completa a zoea |, zoea Il y zoea lll a las 48, 72 y 120 h respectivamente.
En el caso de los estadios de mysis | y mysis Il se presentaron a las 168 y 216 h; sin
embargo no se llegé a obtener una poblacion homogénea, presentandose siempre
en mezcla con el estadio anterior.
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Figura 7. Supervivencia de larvas de camarén blanco L. vannamei alimentadas

diariamente con una densidad de 1-10° cel-mL™" de C. calcitrans durante 288 h. Los

puntos representan la media + SD.
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Reduccion del numero de bacterias asociadas al alimento vivo proporcionado y

a las larvas de camarén blanco.

Reduccién de la carga bacteriana en el cultivo de C. calcitrans

De la primera siembra en placa de agar F/2 hubo un crecimiento pobre de la
microalga, solamente en la zona de descarga y asociada a colonias de bacterias. A
la par se encontro la presencia de siete morfotipos de colonias bacterianas asociadas
al cultivo. De los tres antibidticos empleados, la eritromicina y cloranfenicol inhibieron
el crecimiento de C. calcitrans en todas las dosis empleadas, mientras que la
ampicilina no tuvo efecto sobre el crecimiento de la microalga. Con respecto a las
bacterias, se observd su presencia en la microalga expuesta a las dosis de 5 a 40
ug'mL™ de ampicilina y negativo en las dosis de 80 y 160 pug-mL™. Sin embargo, al
octavo dia de crecimiento de la microalga se observé la presencia de bacterias para
el tratamiento de 80 ug-mL™. Sélo en el cultivo de microalga tratada con 160 pg-mL™’
de ampicilina se logroé la reduccion a una colonia de bacteria la cual no tuvo un efecto
antagonico sobre las cepas de Vibrio. Por lo anterior el cultivo de microalga fue
catalogada como gnotobidtico y a partir de este cultivo se escal6 la produccion en

medio libre de antibidtico.

Reduccién de la carga bacteriana en larvas de camarédn blanco

Con respecto al estadio de desarrollo no se observd diferencia entre las larvas
sobrevivientes, alcanzando todas el estadio zoea |. La supervivencia de las larvas fue
menor conforme se aumento la concentracion de CIO; y el tiempo de exposicion. Sin
embargo, no se encontré diferencia significativa (p<0.05) de las larvas blanco con

respecto a las larvas tratadas con 0.03, 0.15 y 0.3 ppm a 1, 3 y 5 minutos de
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exposicion (Figura 9). Se observo que la mayor dosis de 0.3 ppm de CIO, generd una
disminucién del 99.6 % de la carga bacteriana con respecto al blanco (Figura 10) a 4
minutos de exposicion. A pesar de observarse una reduccion del 100 % de la carga
bacteriana a 8 y 12 minutos de exposicidn, en estos tiempos también se generd una
mortalidad del 100 % de las larvas tratadas; por lo que se utilizé el tratamiento con
ClO2 a una concentracion de 0.3 ppm con un tiempo de exposicion de 5 minutos para

la reduccion de la microbiota externa asociada a las larvas.
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Figura 8. Supervivencia de larvas sometidas a cuatro concentraciones de CIO; (0.03,
0.15, 0.3 y 1.5 ppm) y cuatro tiempos de exposicion (1, 3, 5 y 10 minutos). La
superficie marca la tendencia general de los datos estimada con Statistica 7.
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Figura 9. Reduccion en la carga bacteriana externa asociada a las larvas con tres
tiempos de exposicidon a una concentracion de 0.3 ppm de CIlO,. Tiempo cero

corresponde al control sin CIO..

Inducciéon de la vibriosis en larvas

Seleccion de la cepa patégena

Se realizaron seis infecciones experimentales con larvas de camarén, probando la
efectividad de las cepas ATCC 14126, Lum1, Lum2 y EC11 correspondientes a V.
harveyi y las cepas ATCC 17802 y PS-017 correspondientes a V. parahaemolyticus
en la recreacion de la vibriosis (Figura 11). Para cada cepa bacteriana, se observo
que la supervivencia de las larvas vari6 en las tres primeras infecciones

experimentales (Figura 11) y los organismos no manifestaron signos de vibriosis.
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Figura 10. Supervivencia de larvas resultado de las infecciones experimentales
realizadas con cepas patégenas de V. harveyi y V. parahaemolyticus. Los puntos

representan la media £ SD.

En la cuarta infecciébn experimental se registré6 la supervivencia de larvas
desinfectadas y no desinfectadas con 0.3 ppm de CIO;, (Figura 12). En las larvas
blanco (sin CIO,) se presentd el 100 % de mortalidad debido a la presencia de
protozoarios en las unidades experimentales. Con respecto a los tratamientos con
bacterias la mortalidad fue menor que en el blanco a pesar de la presencia de
protozoarios en las unidades. Ademas, soélo se observd excitacion de los
cromatoforos en las larvas como signo de vibriosis y no se observo un retraso en el
estadio de desarrollo. En el caso de las larvas tratadas con CIO, no se presenta una
diferencia significativa (p>0.05) entre el blanco (63 %) y las larvas expuestas a las
cepas EC11 (58 %), 14126 (42 %) y 17802 (45 %); mientras que la mezcla de las
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cepas EC11 y 17802 presentd una reduccion significativa cercana al 40 % con
respecto al blanco (p<0.05). Con respecto al estadio de desarrollo nuevamente no
hubo un retraso (todas las larvas en zoea Il) y se observé una mayor presencia de
signos de vibriosis en las larvas tratadas con la cepa 17802, EC11 y la mezcla de
estas. Dentro de los signos de vibriosis manifestados se tiene la presencia de puntos
negros, poca actividad (nado escaso), tracto digestivo con alimento interrumpido,
presencia de coloraciones rojizas debido a la excitacion de los cromatéforos y
deformaciones o ausencia de la primera y segunda antena, asi como ausencia de
espinas furcales (Figura 13).
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Figura 11. Supervivencia de larvas de camarén con () y sin () tratamiento de
ClO,, expuestos a cepas potencialmente patégenas de V. harveyi y V.

parahaemolyticus. Los puntos representan la media + SD.
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Figura 12. Principales signos de vibriosis observados en larvas zoea Il. Coloraciones
rojizas y presencia de puntos negros en ojos y apéndices superiores (A), region
cefalica (B), inicio del térax (C), lobulos furcales (D) y segmentos del térax y
abdomen (E). Dafios del tracto digestivo: Tracto digestivo colapsado (F), deforme (G)

o sin alimento (H) (anorexia).

A partir de la cuarta infeccion experimental se observd un efecto similar en la
supervivencia de las larvas expuestas a cada cepa bacteriana debido al empleo de
CIO,. En las infecciones experimentales 5 y 6 se probo el efecto de las cepas 17802
y EC11 sobre las larvas de camaron para determinar cual de ellas o su mezcla se
emplearia para finalizar el modelo de infeccion experimental. De ello se obtuvo que la
cepa 17802 en todos los casos genera un mayor dafo sobre las larvas y la
supervivencia fue diferente significativamente (p<0.05) con un 10 % en la infeccion 5
y un 68 % en la infeccion 6 (figura 14 y 16 respectivamente). Ademas se observo la

presencia de todos los signos de vibriosis anteriormente mostrados (Figura 13).
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Figura 13. Supervivencia de larvas expuestas a las cepas 14126, EC11 (V. harveyi) y

17802 (V. parahaemolyticus). Los puntos representan la media £ SD.

Evaluacion del efecto de la dosis de V. parahaemolyticus ATCC 17802 en la

supervivencia de larvas.

En la figura 15 se observa que las dosis de 2:10° 6:10° y 1-10° no generaron
diferencias significativas con respecto al blanco, a pesar de observarse una
reduccién en la supervivencia con las ultimas dos dosis mencionadas. Las dosis de
1.5-10° y 2:10° UFC-mL"" si generaron diferencias significativas con las larvas blanco
y la dosis menor (p<0.05), ademas las larvas expuestas a estas dosis presentaron
deformacion de los apéndices superiores, tracto digestivo sin alimento y excitacion
de los cromatdforos en larvas. Cabe sefialar que en la dosis de 2:10° UFC-mL™" los
signos de vibriosis se presentaron en una mayor cantidad de individuos y en el caso
de la excitaciéon de cromatoforos al area y la coloracién fue mayor que en la dosis

anterior.
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Figura 14. Supervivencia a las 96 h de larvas de camaron expuestas a cinco

densidades de V. parahaemolyticus 17802. Los puntos representan la media + SD.
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Figura 15. Supervivencia de larvas de camarén blanco a las 96 h post-infeccion con

tres cepas de Vibrio. Los puntos representan la media + SD.
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La infeccidn experimental seis se llevo a cabo en las instalaciones de la empresa
BIOGEMAR S.A., Ecuador. La cepa EC11 no gener6é mortalidades significativas con
respecto a las larvas blanco (Figura 16). A diferencia de EC11, la cepa PS-017 si
generd mortalidades significativas con respecto al blanco ocasionando la muerte del
60 % de los organismos y causando algunos signos de vibriosis en los
sobrevivientes. La cepa 17802 nuevamente generd diferencias significativas con
respecto al blanco llegando a una supervivencia del 55 %, lo cual fue similar a lo
reportado con las larvas de la empresa Acuacultura Mahr S.A. de C.V., México. En

ninguno de los casos se observo retraso en el estadio de desarrollo.

De los signos de vibriosis generados los que se presentaron con mayor frecuencia
fueron la falta de alimento en tracto digestivo (disminucién del apetito) y lesiones en
diferentes regiones del cuerpo, principalmente cefalotérax y Iébulo furcal. Para EC11
el principal signo de vibriosis observado fue el tracto vacio, contraido o con presencia
de alimento interrumpido por espacios vacios (Figura 17). PS-017 a pesar de ser la
cepa con mayor nivel de mortalidad de las larvas (43 %), s6lo se observaron lesiones
pequefas en la region del I6bulo furcal y base ocular en el caso de zoea Il (Figura
18). Todas las larvas presentaron alimento en todo el tracto digestivo y nado
constante. Las larvas infectadas con la cepa 17802 fueron las que presentaron un
mayor numero de lesiones a lo largo del cuerpo, tracto digestivo sin alimento o de
forma interrumpida, pérdida de espinas en la regidn posterior y en algunos casos

presencia de puntos negros (Figura 19).
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Figura 16. Larvas de camardn blanco infectadas con Vibrio harveyi cepa EC11. A)
Larva zoea Il sin alimento en el tracto y pocas coloraciones rojizas en cefalotorax
(4x). B) Tracto digestivo sin alimento a 10x. C) Tracto digestivo colapsado con poco

alimento (10x). Las flechas sefalan los dafos.

. I
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Figura 17. Larvas de camarén blanco infectadas con Vibrio parahaemolyticus cepa
PS-017. A) Larva zoea Il con alimento en el tracto y pocas coloraciones rojizas (4x).
B) Coloraciones rojizas en la parte interna del I6bulo furcal y dafio de las espinas
caudales (10x). C) Pequehas coloraciones en la base ocular (10x). Las flechas

sefalan los danos.
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Figura 18. Larvas de camaron blanco infectadas con Vibrio parahaemolyticus cepa
17802. A) Larva zoea | con alimento interrumpido en el tracto y coloraciones rojizas
en varias regiones del cuerpo (4x). B) Coloraciones rojizas en varios puntos del
cefalotérax (10x). C) Tracto digestivo con alimento interrumpido (10x). D) Puntos
negros en el cefalotérax. E) Pérdida de las espinas caudales (10x). Los puntos Dy E
fueron los menos comunes presentandose en tres y un caso respectivamente. Las

flechas senalan los dafos.
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Cinética de la infeccion con V. parahaemolyticus 17802.

La cinética de infeccion con la cepa de V. parahaemolyticus 17802 sigue una
tendencia exponencial representada por la ecuacién y=100.68-€ %% Las larvas
expuestas a la bacteria 17802 a partir de las 48 h presentan una diferencia
significativa en la supervivencia con respecto a las 0 h (p<0.05) (Figura 20). Sin
embargo, la supervivencia de los organismos aun es alta (62 %) a diferencia de los
organismos expuestos durante 96 h a la bacteria con supervivencia cercana a 55 %.
Aunado a lo anterior, a pesar de que a las 48 h los organismos presentaron en su
mayoria coloraciones rojizas y/o puntos negros en varias regiones del cuerpo estos
no eran tan evidentes como a las 96 h, donde las larvas se encontraban sin alimento
en el tracto y con coloraciones rojizas y/o puntos negros en la regién del abdomen,
cefalotorax, I6bulos furcales, apéndices anteriores y alimenticios, asi como en la
base de los ojos (Figura 21). Por tanto se decidié establecer el tiempo de 96 h como
tiempo estandar para concluir cada infeccion experimental y fagoterapia, ya que a
este tiempo fue posible observar de una forma mas contundente si existe un efecto

positivo 0 negativo para cada caso.
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Figura 19. Cinética de infeccion con larvas de camarén blanco infectadas con V.
parahaemolyticus cepa 17802 durante 96 h de exposicion. Los puntos representan la

media *+ SD.
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Figura 20. Larvas de camardn blanco infectadas a diferentes tiempos de exposicidon
con la cepa V. parahaemolyticus cepa 17802. La flecha en la hora cero sefiala la
presencia de glébulos de aceite y no un dafio por Vibrio. En las horas siguientes la
presencia de signos de vibriosis en las larvas es progresiva, llegando a las 96 h

donde el dafio es maximo para los tiempos establecidos.
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Fagoterapia

Evaluacion del efecto del extracto crudo de los fagos vpms1 y A3S especificos para

V. parahaemolyticus cepa 17802.

En todos los tratamientos las larvas alcanzaron el estadio Zoea |l por lo cual se
descarta un efecto adverso sobre su desarrollo. Las larvas blanco (Figura 22A)
presentaron el tracto digestivo lleno de alimento, nado constante y ningun signo de
dafio (deformaciones o cambios de coloracion). Las larvas infectadas con V.
parahaemolyticus presentaron excitacion de los cromatéforos y pérdida de
apéndices, como se observa en la figura 22B. Las larvas tratadas con los extractos
de fagos vpms1 y A3S (Figura 22C y 22D, respectivamente) presentaron una mayor
actividad y presencia de alimento en tracto y en pocos casos se observé la ausencia

de espinas en apéndices superiores y secciones del tracto digestivo sin alimento.

Figura 21. Larvas de camaron blanco sometidas a fagoterapia con los fagos vpms1 y
A3S. A) Larva no infectada con V. parahaemolyticus 17802; B) Larva infectada con
V. parahaemolyticus cepa 17802; C) Larva tratada con el fago vpms1; D) Larva

tratada con el fago A3S.
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Se encontraron diferencias significativas en la supervivencia de los diferentes
tratamientos: en los controles sin infectar la supervivencia fue de 87 % mientras que
las larvas infectadas con V. parahaemolyticus la supervivencia fue de 59 %. Las
larvas infectadas con V. parahaemolyticus y tratadas con los fagos, no presentaron
diferencias significativas respecto al blanco (P>0.05) la supervivencia fue de 77% con
el fago vpms1 y 80% con el fago A3S (Figura 23).
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Figura 22. Supervivencia de larvas de camardén blanco infectadas con V.

parahaemolyticus 17802 y tratadas con los fagos vpms1 y A3S. Los puntos
representan la media £ SD.
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Dosis efectiva de los fagos A3S v vpms1

Las dosis de fagos correspondientes a 400 y 800 uyL para A3S y 800 uL para
vpms1 generaron mortalidades del 100 % a las 24 y 8 h post — infeccion,
respectivamente (Figura 24). Con respecto a las dosis restantes estas presentaron
diferencias significativas (p<0.05) con respecto a las larvas infectadas con la cepa
17802. Sin embargo, estas dosis también presentaron diferencias significativas con
las larvas blanco (p<0.05) donde la supervivencia fue del 59 %. Esta diferencia se
pudo deber a factores ajenos al tratamiento, donde el bajo valor de la supervivencia
en las larvas blanco, con respecto a otros experimentos, puede representar una

menor calidad de las larvas.
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Figura 23. Fagos vpms1 (A) y A3S (B) empleados como terapia con dosis de 100,
200, 400 y 800 L de extracto crudo en larvas infectadas con V. parahaemolyticus

17802 durante 96 h. Los puntos representan la media + SD.

Con respecto a los dafos presentados en las larvas, los organismos blanco en su
mayoria fueron organismos sanos o sin dafios aparentes, con alimento en tracto,
fototactiles y con nado presente (Figura 25A). Las larvas infectadas con la cepa

17802 nuevamente presentaron varios signos de dafos a lo largo del cuerpo, siendo
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los principales la excitacion de cromatoforos (coloraciones rojizas), presencia
interrumpida de alimento en tracto y presencia de puntos rojos-negros como se
observa en la figura 28B. Las condiciones de las larvas expuestas a la fagoterapia no
fueron diferentes entre dosis y fagos. Las larvas en su mayoria presentaron pocos
dafios en el cuerpo, encontrandose localizados en la region de los l6bulos furcales y
base ocular (Figura 25C-G). En todos los tratamientos el estadio de desarrollo
predominante fue zoea Il (90 %) con poca presencia de zoea lll, por lo que se

descarta un retraso en el estadio de desarrollo.
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Figura 24. Larvas de camardén blanco sometidas a terapia de fagos contra V.
parahaemolyticus cepa 17802 a las 96 h. A) Larva blanco; B) Larva infectada con la
ceoa 17802; C) Larva tratada con 100 pyL de extracto crudo del fago A3S; D) Larva
tratada con 200 pL de extracto crudo del fago A3S; E) Larva tratada con 100 pL de
extracto crudo del fago vpms1; F) Larva tratada con 200 uL de extracto crudo del

fago vpms1; G) Larva tratada con 400 uL de extracto crudo del fago vpms1.
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Efecto del extracto crudo del fago vpms1 sobre larvas de camaron

No se observaron diferencias significativas (p>0.05) entre las larvas blanco y las
expuestas a las dosis de 100 y 300 pL (Figura 26), llegando todas las larvas al
estadio zoea Il. En las larvas blanco se observo tracto digestivo lleno y presencia de
heces fecales en el organismo y contenedor. Todas las larvas expuestas a dosis de
100 y 300 uL de extracto crudo presentaron,tracto digestivo lleno de alimento y nado
constante, y solo en menos del 5 % de los organismos se presentd excitacion de
cromatéforos en la region de los lobulos furcales. Con respecto a las larvas
expuestas a dosis de 600 y 1200 pyL de extracto crudo estas murieron en las
primeras 48 h, por lo cual al término del experimento no se encontraron organismos
integros para examinar.
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Figura 25. Supervivencia de larvas de camaron blanco expuestas a diferentes dosis

de extracto crudo del fago vpms1. Los puntos representan la media + SD.
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Tiempo de aplicaciéon

La supervivencia en todos los tiempos de aplicacién fue mayor al 63 % (Figura
26). Las larvas expuestas solamente a la bacteria presentaron diferencias
significativas con todos los tratamientos tiempo y blanco, lo cual resalta el efecto
benéfico de los fagos. Sin embargo, sélo los tiempos 0, 6 y 12 no presentaron
diferencias significativas en la supervivencia con respecto a las larvas blanco
(p<0.05).

Los organismos blanco no presentaron ningun dafio, ademas presentaron tracto
digestivo lleno de alimento y presencia de heces. La mayoria de las larvas tratadas
con fagos presentaron tracto digestivo con alimento y formacion de heces, sin
embargo en algunos organismos se observo excitacion de cromatoforos, tracto con
alimento interrumpido y deformaciones en espinas de antenas y I6bulos furcales. El
porcentaje de organismos con signos de vibriosis fue aumentando conforme se
atraso la aplicacion de los fagos, pero estos organismos nunca representaron mas
del 20 % del porcentaje vivo. La mayoria de los organismos infectados sélo con la
cepa 17802 presentaron tracto digestivo con alimento interrumpido, cromatéforos
excitados y en algunos casos deformaciones de espinas en antenas y Iébulos
furcales. En todos los tratamientos el estadio de desarrollo fue zoea Il lo cual

descarta un retraso en el estadio de desarrollo.
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Figura 26. Supervivencia de larvas zoea expuestas durante 96 h a V.

parahaemolyticus 17802 y tratadas a diferentes horas con suspension del fago
vpms1. Los puntos representan la media £ SD.
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VIIl. DISCUSION

Estandarizacion de las condiciones de cultivo de larvas de camardn blanco.

Para evaluar la efectividad de un método de control de patégenos, como la
fagoterapia, es necesario contar con modelos de infeccion experimental
estandarizados y reproducibles donde se controlen factores como temperatura,
salinidad, microorganismos exogenos, alimento, entre otros; los cuales podrian
interferir de forma directa o indirecta con la efectividad del tratamiento. En el presente
trabajo se realiz6 la estandarizaciéon de un modelo de infeccion experimental el cual
sirvi6 como base para la evaluacion de la fagoterapia. Considerando la posible
interferencia de algunos factores, en este modelo se evalud la fuente de agua,
densidad de organismos, tipo de alimento y reduccion de la carga bacteriana en

microalga y larvas.

La fuente de agua y la densidad de organismos fueron los primeros factores
evaluados. Con respecto a la calidad del agua, se ha reportado que esta afecta la
reproducciéon, crecimiento y supervivencia de los organismos acuaticos, pero el
criterio para una calidad de agua O6ptima varia con el tipo de organismo y esta
establecida por niveles de seguridad que delimitan los intervalos donde no se
presentan efectos adversos en el crecimiento y la supervivencia (Chien, 1992). En
este estudio se encontré que los organismos no lograron sobrevivir en agua de mar
natural estéril (AMNe), debido a posibles variaciones en la calidad del agua como:
fluctuacidén de la salinidad debida a mareas o corrientes y presencia de agentes
infecciosos 0 compuestos téxicos para los nauplios como el ibn amonio y nitrito
(Jayasankar y Muthu, 1983a, 1983b; Chien, 1992). Sin embargo, el uso agua de mar
natural esterilizada ha sido adecuado para el mantenimiento de nauplios (Simdes et
al., 20022), por lo cual seria necesario una evaluacién posterior de la fuente de AMN
y determinar la causa de la mortalidad y en dado caso si es adecuada para el
mantenimiento de larvas de camaron. Para los posteriores experimentos de esta

tesis se decidi6 utilizar el agua de mar artificial estéril (AMAe) para el mantenimiento
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de larvas ya que se presentd una alta supervivencia y, ademas, esta fuente presento
una composicion conocida y constante con respecto al lote lo cual asegurd la

reproducibilidad del modelo.

En estudios previos se ha reportado que la densidad es un factor limitante en el
cultivo de camaron, considerando que densidades menores a 50 nauplios-mL™ son
adecuadas para el mantenimiento de los organismos. En la mayoria de los trabajos
con condiciones de laboratorio las densidades de nauplios de camardn para pruebas
de reto se encuentra dentro de un intervalo de 10 a 20 nauplios:100 mL™
(Valenzuela-Espinoza et al., 1999; Alvarez et al., 2004; Racotta et al., 2004; Meyer-
Willerer, 2005; Pina et al., 2005, 2006). El principal problema de estas densidades es
que cada organismo representa entre el 5y 10 % de la poblacion y, considerando la
mortalidad natural de los organismos, ello puede dificultar o enmascarar el efecto de
un tratamiento. En este estudio no se encontré ningun efecto debido a la densidad,
sin embargo, se optd por el empleo de la densidad mas alta considerando que un
mayor numero de organismos por muestra disminuye el porcentaje representado por
individuo a 1%, logrando disminuir el porcentaje representado por la mortalidad
natural de los organismos y asi obtener una mejor apreciacién de los tratamientos

durante las pruebas de reto con bacterias y fagos.

En ambos casos, se encontré una mortalidad de todos los organismos a las 48 h
debido a la falta de alimento, por lo que el siguiente factor a evaluar fue el tipo de
alimento (inerte o vivo) para zoeas de camaroén blanco. Con respecto a esto, existe
un gran interés en la nutricion y la alimentacion de L. vannamei por parte de
cientificos, acuacultores y productores de alimentos, con el objetivo de generar un
alimento inerte que sustituya completamente al alimento vivo (principalmente
microalga y Artemia) (Sangha et al., 2000; Cuzon et al., 2004). Sin embargo, en
estudios previos se han reportado bajos rendimientos con alimentos inertes, ya que
en la mayoria de los casos se obtiene menor porcentaje de sobrevivencia, menor
crecimiento, retraso en el estadio de desarrollo y proliferacion de microorganismos

nocivos (protozoarios, bacterias, entre otros) debido a la acumulacion de materia
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organica en el fondo de los frascos o acuarios (Sangha et al., 2000; Cuzon et al.,
2004; Meyer-Willerer, 2005).

En este trabajo ninguno de los alimentos microparticulados probados logré
funcionar como dieta Unica de larvas zoea de camardn blanco. La principal razén de
esto radica en que para los filtradores exclusivos como Zoea I-ll, la tasa de encuentro
con el alimento potencial es generalmente un evento al azar que depende de la
concentracion del mismo (Simdes et al., 2002a) y, en los experimentos de esta tesis,
no se utilizé un sistema de aireacion que mantuviera en suspencion a las particulas,
generando una alta precipitacion y la adhesién de las mismas a las larvas, lo cual
limitd la disponibilidad del alimento y provocod las altas mortalidades. En
consecuencia los alimentos inertes no fueron incluidos durante las pruebas de reto
con larvas de camardn y se opto por la evaluacion de levadura de panificacion como
dieta unica en la alimentacién de larvas de camardon blanco, esto debido a la

presencia de una microbiota bacteriana asociada al cultivo de microalga.

La levadura de panificacion ha sido evaluada anteriormente como dieta base de
nauplios de Artemia y juveniles de almeja Mercenaria mecenaria, encontrando en
ambos casos un pobre crecimiento y supervivencia. Esto se asocia con la baja
digestibilidad de las células debido a la compleja y gruesa envoltura celular que
poseen, la cual obstaculiza su uso directo como fuente de alimento en acuicultura
(Coutteau et al., 1990; 1994). Por las dificultades que representa el uso de las células
integras, varios estudios se enfocan en el uso de sus paredes como suplementos
alimenticios. Tal es el caso de Chotikachinda et al. (2008) quienes reportan un
crecimiento ligeramente mayor pero no significativo de las larvas alimentadas con el
suplemento de paredes. Sin embargo, se reporté un efecto protector por parte de los
manano-oligosacaridos (MOS) y glucanos contenidos en paredes celulares de
levaduras inactivas. Los MOS estan asociados con células granulares, teniendo la
habilidad de unirse a la manosa y desencadenar los mecanismos de activacion de
defensa celular y humoral de los crustaceos en respuesta a la exposicion a
patdgenos. Con respecto a esto, se ha reportado que larvas de Artemia alimentadas

con pequefas cantidades de levadura y/o glucanos en la dieta mostraron ser
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resistentes a los efectos negativos de las cepas patdogenas de Vibrio proteolyticus y
V. campbelli (Marques et al., 2006a; Rojas-Garcia et al., 2008). Debido a la poca
supervivencia observada en este estudio y a los antecedentes de estimulacion al
sistema inmune de crustaceos por parte de los componentes de la levadura, se
descarto el uso de levadura de panificacion como alimento Unico en las dietas de las

larvas de camaron.

A pesar del esfuerzo invertido no se pudo sustituir el uso de la microalga
Chaetoceros calcitrans como dieta unica de larvas de camaron. Las diatomeas del
género Chaetoceros son unas de las mas comunmente empleadas en la
alimentaciéon de los primeros estadios larvarios de organismos de cultivo, ya que
tienen buenas propiedades nutricionales (Brown, 2002). En pruebas de laboratorio se
han reportado las mas altas supervivencias (>65 %), las mayores longitudes vy el
mayor indice de desarrollo (mysis |) en larvas de Penaeus monodon, Litopenaeus
stylirostris y L. vannamei alimentadas con las diatomeas Chaetoceros muelleri y C.
calcitrans con una dosis cercana a 1:10° cel'mL"" (D’Souza et al., 2000; Godinez et
al., 2005; Pina et al., 2006). Ademas se ha observado que estas diatomeas ayudan a
la rapida transicion de zoea Il a zoea Ill. Naranjo et al. (1999) reportan en los
tratamientos donde C. gracilis no fue utilizada se observé un retraso en la velocidad
de metamorfosis y diferencias significativas (p<0.05) en crecimiento a partir de zoea
[I. Kuban et al. (1985) mostraron datos similares, donde las larvas alimentadas con
una combinacién de las diatomeas S. costatum y C. gracilis completaron su
metamorfosis mas rapido que las larvas alimentadas con fitoflagelados. En el caso
de la microalga Chaetoceros calcitrans cepa CHCAL-5 utilizada en la mayoria de los
experimentos de esta tesis, no se encontraron diferencias significativas (p>0.05)
entre la supervivencia de las larvas alimentadas con diferentes dosis, pero si se
observé un mayor grado de desarrollo (mysis 1) en las larvas alimentadas con la
dosis mas alta. Esto esta relacionado con la alta densidad de organismos utilizada en
los experimentos, por lo que se decidid alimentar a los organismos con dosis diarias
de 1-10° cel-mL"™".
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Bajo las condiciones previamente establecidas de fuente de agua, densidad y tipo
de alimento se realizaron tres infecciones experimentales, pero en todos los casos se
observo un efecto directo de la microbiota asociada a larvas y/o microalgas en la
recreacion de la vibriosis, por lo que se decidié trabajar en primera instancia con la
purificacion de la cepa CHCAL-5 de Chaetoceros calcitrans. Con respecto a esto,
Bruckner et al. (2008) mencionan que algunas microalgas, entre ellas las diatomeas,
requieren estar en asociacion con bacterias para crecer y aunque con ello se
esperaria una disminucion de la calidad, el cultivo de la cepa CHCAL-5 no tuvo
ninguna complicacion al reducir la carga bacteriana asociada. La importancia de
obtener un cultivo de algas libre de bacterias o gnotobidtico es reducir el riesgo de
introducir patégenos o un agente antagonico que comprometa la reproducibilidad de
los experimentos (Borowitzka, 1997). Con respecto al proceso de purificaciéon, se
realizd el aislamiento de la microalga a través de siembra por estria cruzada en agar
f/2, sin embargo, como se esperaba esto no fue posible ya que la microalga sélo
crecié asociada a colonias de bacterias. Debido a que no se logro la purificacion a
través de siembras en agar f/2, se emplearon los antibiéticos eritromicina, ampicilina
y cloranfenicol usando como referencia las dosis reportadas por Campa-Cddova et
al. (2006) con la microalga C. gracilis. En este trabajo se encontré que los
antibioticos eritromicina y cloranfenicol inhiben el crecimiento de C. calcitrans cepa
CHCAL-5 a las mismas dosis utilizadas para la microalga C. gracilis (Campa-Cddova
et al., 2006), sin embargo, se logré el crecimiento de CHCAL-5 con el antibiético
ampicilina en todas las dosis. El cultivo de la microalga C. calcitrans CHCAL-5 se
considerd gnotobidtico, ya que solo presentd una cepa bacteriana (no identificada) en
todas las ocasiones en que se sembrd una muestra del cultivo en AM. Esta cepa de
bacteria no generd ningun resultado positivo durante pruebas de antagonismo en
contra de las cepas de Vibrio harveyi y V. parahaemolyticus utilizadas en las
infecciones experimentales, por lo cual no se considero que el cultivo de la microalga
C. calcitrans tenga un efecto negativo en la recreacion de la vibriosis experimental y

fue utilizé como fuente de alimento para las larvas de camaron.

Los experimentos correspondientes a fagoterapia fueron llevados a cabo durante

una estancia de investigacion en Ecuador, y en dicha estancia se observd que el
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cultivo de CHCAL-5 no creci6 adecuadamente en el Laboratorio de Microalgas
(BIOGEMAR, Ecuador) por lo que se evalud la efectividad de las cepas T. weissflogii
y C. muelleri en la alimentacion de larvas zoea proporcionadas por BIOGEMAR, S.A.
En la mayoria de los trabajos se reporta una diferencia significativa en la
supervivencia de organismos alimentados con diferentes microalgas (Kumlu, 1998;
D’Souza y Loneragan, 1999; D’'Souza et al. 2000), encontrando en algunos casos
que la combinacion de microalgas promueven el rapido desarrollo a mysis | y una
alta supervivencia. En este trabajo no se encontraron diferencias significativas en la
supervivencia de las larvas con las tres microalgas alcanzando una supervivencia
mayor al 80 %, presencia de alimento en el tracto digestivo y formacion de heces en
todos los tratamientos. Sin embargo, se utilizd la microalga T. weissflogii para la
alimentacion de larvas de camardn blanco en los experimentos realizados en
Ecuador sin que ello afectara el resultado de las pruebas de infeccién experimental y

fagoterapia.

Como ultimo punto en la estandarizacion de las condiciones de cultivo se trabajo
con la con la reduccion de la carga bacteriana asociada a los nauplios de camardn.
Existen trabajos donde se emplean antibiéticos y glutaraldehido en la obtencion de
larvas de bacalao y camardn axénicos (Simoes et al., 2002a; Forberg et al., 2011), y
aunque se lograron obtener organismos axénicos, el empleo de estos métodos no
fue considerado ya que Marques et al. (2006b) mencionan que cada vez que se
utilizan antibidticos para la desinfeccibn de organismos se debe asegurar su
completa eliminacion, y en la estandarizacion del modelo de infeccion de esta tesis la
presencia de residuos podria evitar la infeccién por parte de Vibrio o disminuir su
efecto patogeno. Ademas el uso continuo de antibidticos conlleva a la seleccion de
cepas resistentes (Defoirdt et al., 2007), las cuales podrian comprometer la
reproducibilidad de las pruebas. En este trabajo se probd la efectividad del
desinfectante dioxido de cloro (ClO;) para la obtencién de nauplios axénicos. El CIO,
es un desinfectante usado en el tratamiento de agua en Europa después de 1850, en
la inactivacion de hongos, bacterias y virus, y en productos de consumo humano
(Benarde et al., 1965; Berg et al., 1982; Noss & Olivieri, 1985; Roberts & Reymond,
1994; Kim et al., 1999; Andrews et al., 2002). A pesar de que su efectividad como
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desinfectante ha sido documentada en agua, vegetales y alimentos de origen marino,
s6lo se encontrd un trabajo donde es utilizado con organismos vivos. Puente et al.
(1992) encontraron que una concentracion de 0.047 ppm de CIO; no tuvo efectos
nocivos en nauplios y adultos de Artemia, pero si inhibié el crecimiento de V.
parahaemolyticus. Debido a la susceptibilidad de los organismos, estos autores no
pudieron utilizar concentraciones mayores a 0.285 ppm en las cuales observaron una
inhibicion significativa de la poblacion bacteriana. En este trabajo se encontré que los
nauplios de camarén mostraron una tolerancia mayor al ClO, con respecto a los
nauplios de Artemia al presentar una alta supervivencia hasta una concentracién de
0.3 ppm con un tiempo de exposicion maximo de 5 min. Ademas con estos mismos
parametros se encontrd una reduccion promedio del 99.6 % de la carga bacteriana
asociada a los nauplios, siendo este valor muy cercano al valor de 0.285 ppm
reportado por Puente et al (1992), por lo cual el CIO2 fue utilizado como
desinfectante de los nauplios de camarodn, evitando con ello la incorporacion de

bacterias exdgenas que afecten la recreacion de la vibriosis.

Se encontré que las mejores condiciones para el mantenimiento de larvas de
camaron son: empleo de unidades experimentales estériles con 100 mL de AMAe
con una densidad de 100 organismos. Las larvas deben ser previamente
desinfectadas con diéxido de cloro (ClO;) a una concentracién de 0.3 ppm durante 5
min y alimentadas con el cultivo gnotobidtico de la microalga Chaetoceros calcitrans
cepa CHCAL-5 utilizando dosis diarias de 1:10° cel-mL™". Utilizando estas
condiciones se realizaron las infecciones experimentales y la evaluacion de la
fagoterapia, en las cuales los resultados fueron reproducibles y no se presentd

ningun problema relacionado con las bacterias exdgenas.
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Infecciones experimentales

Se ha observado que P. vannamei puede tener una diversa poblacion de bacterias
dentro de sus tejidos incluyendo fermentadores de sucrosa en el tracto intestinal,
pero en los animales enfermos esta situacién es diferente ya que predominan una o
dos especies de bacteria (Gomez-Gil et al., 1998). Usando este criterio como base,
las infecciones se realizaron usando sélo una cepa de Vibrio para lograr recrear la
vibriosis en las larvas. Sin embargo, en las tres primeras infecciones experimentales
se encontraron inconsistencias en el efecto de las cepas de Vibrio probadas lo cual
aparentemente fue asociado a la microbiota presente en los nauplios y alimento.
Lavilla-Pitogo et al. (1998) encontraron que la poblacion de V. harveyi disminuye de
forma efectiva en cultivos mixtos de C. calcitrans y S. costatum influenciado
principalmente por la microbiota asociada a las diatomeas mas que las propias
microalgas o sus productos metabdlicos, lo cual fue demostrado al mantenerse una
alta poblacién bacteriana en los filtrados de diatomeas libres de células. Con
respecto a la microbiota asociada a los nauplios Abraham y Palaniappan (2004)
reportaron la ausencia de bacterias luminiscentes en los huevos de Penaeus
monodon debido a una adaptacion simbidtica con bacterias antagdnicas las cuales
crecen en la superficie de los huevos, se alimentan de los nutrientes disueltos en el
agua y protegen a los huevos de bacterias patdogenas. Como se menciond
anteriormente, se logro la reduccion de la carga bacteriana asociada a los nauplios a
través del uso del desinfectante CIO, y con ello la interferencia observada en las

primeras infecciones experimentales.

Una estrategia clave para estudiar las interacciones hospedero-microbiota es
definir el funcionamiento del hospedero en ausencia de todos los microorganismos
(libre de bacterias o condiciones gnotobioticas) y con ellos evaluar los efectos de una
0 varias poblaciones definidas de microorganismos o ciertos compuestos (Gordon &
Pesti, 1971). Por lo anterior, en la cuarta infeccidon experimental se utilizaron larvas
sin desinfectar y desinfectadas con ClO,. En el primer caso se observo la presencia
de protozoarios y una mortalidad del 100 % de las larvas en el tratamiento blanco, lo

cual fue similar a lo reportado por Meyer-Willener (2005) quienes obtuvieron una
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pobre supervivencia causada por protozoarios provenientes de una filtracion
ineficiente del agua marina y que proliferaron por la acumulacién de alimento artificial
no aprovechado. En las larvas desinfectadas con CIO, no se encontraron
protozoarios y se logré una supervivencia mayor del 60 % en el blanco. Aunque no
se encontraron diferencias significativas en la supervivencia del blanco con respecto
a las tratadas con Vibrio debido a la variabilidad de todo el grupo de datos, se logré
demostrar el efecto negativo que puede presentar la microbiota sobre la
estandarizacién y reproducibilidad del modelo de infeccion experimental propuesto

en este documento.

En el caso de los criterios de seleccion de patdgenos, se observé que en la
mayoria de los trabajos donde se realizan infecciones experimentales, ya sea para
catalogar el efecto de cepas potencialmente patdégenas o que utilizan patogenos
como control dentro de pruebas con bacterias antagonicas o compuestos
antimicrobianos, la mortalidad es utilizada como el principal criterio de evaluacion
(Roque et al.,, 1998; Immanuel et al.,, 2004; Aguirre-Guzman et al., 2005;
Karunasagar et al., 2005; Balcazar et al., 2007; Isnansetyo et al., 2009; Buglione et
al., 2010). Otro criterio utilizado es la presencia de los signos de vibriosis. En el caso
de larvas infectadas con V. harveyi, V. parahaemolyticus y V. peneicida los signos
reportados son: cuerpo opaco, necrosis, letargia, deformaciones del cuerpo y pérdida
de apetito (Lavilla-Pitogo et al., 1990; Aguirre-Guzman et al., 2001; 2010). A pesar de
hacerse mencion de cuales son dichos signos, no se encontré en la literatura
ninguna imagen donde se haga referencia al dano y a la posicion en las larvas,
presentandose solo cortes histologicos donde se pueden apreciar los dafios en los
tejidos, tales como melanosis, granulomas, infiltracion hemocitica, degeneracion
vacuolar, necrosis, atrofia tubular (Robertson et al., 1998; Labrie et al., 2003; Aguirre-
Guzman et al., 2010). En el presente trabajo, se realiz6 el registro de los principales
signos de vibriosis manifestados en todos los casos (Figura 13) y para cada cepa de
Vibrio (Figuras 17-20), los cuales fueron utilizados junto con la supervivencia, en la
seleccion de la cepa patdégena utilizada en la evaluacion de la fagoterapia como

tratamiento de vibriosis.
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En las infecciones experimentales 5 y 6 las larvas expuestas a las dos cepas de V.
harveyi no generaron mortalidades significativas con respecto al blanco, a diferencia
de lo reportado por Lavilla-Pitogo et al. (1990) donde las larvas zoea presentaron una
mortalidad del 74 % a las 48 h de exposicién con presencia de puntos opacos en la
region toracica y paquetes densos de bacterias en el tracto y la hemocele. Aguirre-
Guzman et al. (2001) también encontraron que V. harveyi y V. parahaemolyticus
causan mortalidades de nauplio a poslarva, siendo los estadios nauplio y zoea los
mas susceptibles. Existen numerosos trabajos donde se menciona el efecto
patdbgeno de V. harveyi sobre larvas, juveniles y adultos de diversas especies de
camaroén, sin embargo Vandenberghe et al. (1999) encontraron que las infecciones
por V. harveyi son las mas importantes durante los estadios poslarva hasta adulto,
pero no durante los estadios tempranos. Una posible explicacién a ello es dada por
Kautsky et al. (2000) quienes reportaron que las fluctuaciones en las condiciones
ambientales (oxigeno, temperatura, salinidad) tienen un efecto significativo en la
virulencia de V. harveyi, siendo la salinidad mas importante que la temperatura. Otro
posible factor es la ausencia de bacteriéfagos lisogénicos, los cuales confieren la
virulencia a V. harveyi y otras especies (Ruangpan et al., 1999; Oakey & Owens,
2000; Austin et al., 2003; Munro et al., 2003).

Las cepas de V. parahaemolyticus 17802 y PS-017 generaron mortalidades
significativas (p< 0.05) en las pruebas de reto. La patogenicidad de la cepa PS-017
ya habia sido reportada por Balcazar et al. (2007) quienes la utilizaron para recrear la
vibriosis en juveniles de camaron blanco a una dosis de 10° UFC-mL™, encontrando
presencia de mortalidad a partir del tercer dia de exposicion y una mortalidad
acumulada del 33 % a los 14 dias. A pesar de mostrar un mayor efecto patégeno la
cepa PS-017 fue descartada dentro de este modelo, ya que a la fecha no se cuentan
con fagos liticos especificos para ella los cuales serian utilizados en la siguiente
etapa de evaluacion de la fagoterapia. En la literatura existen mas cepas de V.
parahaemolyticus con las cuales se ha recreado la vibriosis, tal es el caso de la cepa
denominada HL57. Labrie et al. (2003) y Aguirre-Guzman et al. (2010) utilizaron esta
cepa para infectar juveniles de camardén blanco, llegando a una mortalidad

acumulada del 15 % y 7.5 % respectivamente, siendo ambas significativamente
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diferentes con respecto al blanco. En el caso de 17802 la cepa fue aislada de un
evento de envenenamiento en Shirasu, Japdn y no se encontré ningun trabajo donde
se evalue su efecto en larvas de Litopenaeus vannamei, por lo cual este es el primer

reporte donde se registra su virulencia.

Con respecto a la dosis se ha observado que valores entre 10° y 107 UFC-mL™" de V.
harveyi y V. parahaemolyticus recrean la vibriosis en camarones peneidos
(Robertson et al., 1998; Aguirre-Guzman et al., 2001; Labrie et al., 2003; Balcazar et
al., 2007; Aguirre-Guzman et al., 2010), pero con las dosis mas altas se generan
mortalidades cercanas al 50 % y el efecto en las larvas es mas cronico y se mantiene
por mas tiempo con respecto a dosis menores (Robertson et al., 1998; Aguirre-
Guzman et al.,, 2001). En este estudio, las dos densidades mas altas de la cepa
17802 fueron las unicas donde se presentdé una mortalidad significativa en larvas de
camaron, pero se decidié utilizar la dosis de 2:10° UFC-mL™" debido a que presenta
una mayor mortalidad y mas organismos presentaron signos de vibriosis. En el caso
de la cinética de infeccién no se encontraron reportes del efecto de una bacteria
durante intervalos de tiempo como se realizoé en esta tesis, ya que en la mayoria de
los trabajos donde se hace un seguimiento diario de los organismos solo se registra
la mortalidad observada hasta llegar a un tiempo final (Roque et al., 1998; Roque et
al., 2000). Robertson et al. (1998) realizaron infecciones de larvas de Penaeus
vannamei con V. harveyi durante dos horas de exposicion. Ellos evaluaron
diariamente la presencia de bioluminiscencia, cambios en el comportamiento y en los
patrones de alimentacion, diferencias en el estadio de desarrollo y mortalidad. Estos
autores encontraron que a las 240 h con una dosis de 10’ UFC-mL™" se present6 un
retraso en el estadio de desarrollo, menos movilidad, bioluminiscencia, mortalidad del
49 % de los organismos y una mayor presencia de signos de vibriosis. Por su parte
Aguirre-Guzman et al. (2001) realizaron la infeccibn con cepas de Vibrio sobre
diferentes estadios de desarrollo de Litopenaeus vannamei, tomando cada estadio
después de la metamorfosis y exponiéndolos so6lo durante 30 min a cada cepa. El
registro de la supervivencia y signos de vibriosis lo realizaron a las 48 h post-
exposicion encontrando que con dosis mayores de 10° UFC'mL" de V.

parahaemolyticus se genera mortalidad significativa y presencia de signos de
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vibriosis en las larvas. En esta tesis todas las larvas fueron expuestas a la bacteria
desde el inicio del experimento y la supervivencia de las larvas, signos de vibriosis y
estadio de desarrollo se registraron a las 96 h, donde se observé una mayor
mortalidad y presencia e intensidad de los signos de vibriosis en los organismos.
Considerando lo anterior, se utilizaron como criterios para la recreacion de vibriosis el
uso de la bacteria Vibrio parahaemolyticus cepa 17802 a una dosis de 2:-10°
UFC-mL™" durante 96 h de exposicién.

Ademas, los resultados sugieren que existen diferencias en la patogenicidad de
las cepas de V. harveyi y V. parahaemolyticus, lo cual dependié no sélo de la especie
y cepa de bacteria, sino también de la dosis y tiempo de exposicion como fue
sugerido por otros autores (Roque et al., 2000; Saulnier et al., 2000; Aguirre-Guzman
et al., 2001; 2010).

Con respecto al modelo de infeccion Goémez-Gil et al. (1998) encontraron que
debido a la ausencia de un modelo experimental fiable para reproducir la vibriosis en
laboratorio, no es posible determinar si la vibriosis ocurre como resultado de la
multiplicacion de una bacteria presente en los tejidos o por una invasion de bacterias
externas presentes en el ambiente circundante. Ademas, con estos modelos se
puede evaluar la virulencia de vibrios asociados con mortalidades, tratamientos
profilacticos y curativos, y estudiar factores dentro del hospedero que influencian la
expresion de la virulencia bacteriana (Saulnier et al., 2000). Aunado a lo anterior la
mayoria de los estudios se enfocan al aislamiento, caracterizacion e identificacion de
las cepas bacterianas presentes en tejidos y agua de cultivo en el tiempo de la
infeccion (Soto-Rodriguez et al., 2006), sin considerar que el agente causal pudo no
ser aislado o su efecto patégeno no fue expresado debido a la interferencia de otros
microorganismos, alimento o factores fisicoquimicos dentro de los sistemas
experimentales. Por lo anterior, se ha iniciado un esfuerzo en el desarrollo de un
modelo de infeccion experimental consistente y reproducible para larvas de camaron.
Sin embargo, los estudios de infeccion con camaréon han tenido un éxito limitado,
principalmente por la variabilidad intrinseca y la falta de reproducibilidad (Gémez-Gil
et al., 1998; Saulnier et al., 2000; Soto-Rodriguez et al., 2006). Roque et al. (1998)
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proponen un modelo experimental para la recreacion de vibriosis usando poslarvas
6-7 a través del método de inmersién a una dosis de 10° UFC-mL™. Este modelo
presenta puntos que comprometen la reproducibilidad del mismo, dentro de los que
podemos mencionar: A) Las altas mortalidades sélo se logran cuando los organismos
son dafiados con pequenas incisiones en la cuticula y musculo, y B) Se report6 la
presencia de bacterias (aisladas en agar TCBS) dentro de los sistemas de cultivo,
por lo que no se sabe si el agente causal de la mortalidad fue la bacteria adicionada

por los autores o una de las bacterias presentes en el sistema de cultivo.

Por lo anterior, en el presente trabajo se estandariz6 un modelo de infeccion
experimental el cual presenta varias ventajas con respecto a los modelos
previamente propuestos, dentro de los que podemos sefalar: A) El control de la
composicion del agua de mar artificial. B) La densidad de organismos es cinco veces
mayor con respecto a la densidad mas utilizada en pruebas de reto. C) Las unidades
experimentales son de facil manejo, ademas pueden ser esterilizadas lo que
determina la eliminacidn de las bacterias presentes en el contenedor y el agua antes
y después de los experimentos. D) La carga bacteriana en el alimento y larvas fue
reducida a un nivel en el cual no generd interferencia en las infecciones
experimentales. E) Por ultimo, los resultados con larvas de Acuacultura Mahr S.A. de
C.V., México y BIOGEMAR S.A., Ecuador fueron muy similares entre si y se logré
reproducir la vibriosis con V. parahaemolyticus cepa 17802 en todas las ocasiones
sin la necesidad de ajustar ninguna de las condiciones, lo cual fue un punto a favor
para el uso de este modelo de infeccidon con diferentes lotes de nauplios de

Litopenaeus vannamei.

Algunas de las técnicas usadas para recrear la vibriosis son inmersion o
exposicion directa, inyeccion intramuscular, bioencapsulacion en alimento y dafos
superficiales (Roque et al., 1998; 2000; Saulnier et al., 2000), dentro de las cuales la
infeccién por inmersién, utilizada en esta tesis, es una de las mejores opciones ya
que asemeja las condiciones naturales donde el camarén es expuesto a la bacteria
(Aguirre-Guzman et al., 2010). Ademas Simoes et al. (2002a) mencionan que es muy

factible la ingestion accidental de bacterias por parte de zoeas, ya sea adheridas a
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las particulas de alimento o libres en la columna de agua (“oral drinking”). Sin
embargo, estas bacterias pueden ser eliminadas por las heces, mientras que la
nueva colonizaciéon del epitelio absorbente del tronco del intestino medio se logra

gracias a la entrada continua de agua a través del ano.

El dnico factor que no se pudo controlar dentro del modelo fue la calidad del
nauplio, la cual es dependiente de los reproductores. Palacios et al., 1999 reportaron
que en algunas de sus pruebas se presentaron altas mortalidades en el tratamiento
blanco lo cual fue atribuido a una baja calidad del nauplio. Ellos mencionaron que la
calidad de los nauplios disminuye cuando estos provienen de hembras con multiples
desoves o enfermas. Con respecto a esto, se observd que la supervivencia de las
larvas blanco en los diferentes experimentos no fue constante encontrandose
principalmente un intervalo de supervivencia de 60 y 80 %, tanto para las larvas de
Acuacultura Mahr S.A. de C.V. y BIOGEMAR S.A., sin que ello afectara el
comportamiento de las cepas patégenas y la efectividad de la fagoterapia. Sin
embargo, es recomendable la elaboracion de un protocolo que permita conocer la
calidad de los nauplios, permitiendo con ello el uso de larvas con niveles de calidad

similares.
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Fagoterapia

A pesar de que los bacteriofagos fueron descubiertos hace mas de 80 afos, su uso
en el control de enfermedades bacterianas en camaronicultura ha sido poco
explorado (Karunasagar et al., 2005; 2007; Vinod et al., 2006). Debido a lo anteror se
realizd una evaluacion de los fagos disponibles en el laboratorio especificos para
cepas de V. harveyi y V. parahaemolyticus. En el caso de los fagos denominados F8
y F12 estos no fueron usados debido a que no se logré recrear la infeccion con
ninguna de las cepas disponibles de V. harveyi. A pesar de lo anterior se demostré el
efecto litico que presentan ambos fagos, por o que no se descarta su uso posterior
en el tratamiento de vibriosis (v. gr. Para prevenir sindrome de Zoea Il). Con respecto
al ciclo de replicacion de los fagos vpms1 y A3S, en la figura 5 se observé una
disminucién en la absorbancia del cultivo de la cepa 17802 mediante la adicion de
fagos, lo cual se interpreta como una disminucion de la densidad de la bacteria
debido a la lisis generada al final del ciclo de replicacion litico de los fagos. Baross et
al. (1978) evaluaron la incidencia de bacteriofagos especificos para V.
parahaemolyticus y otros vibrios encontrando una alta cantidad de fagos virulentos o
liticos en muestras de ostras. También se han reportado aislamientos de fagos liticos
en sistemas de cultivo de camardn (Chrisolite et al., 2008; Makarov, 2008; 2010) y en
algunos casos se ha evaluado su potencial como biocontrol de patégenos
bacterianos en acuicultura (Karunasagar et al.,, 2005; Vinod et al., 2006).
Considerando lo anterior el aislamiento y cultivo de fagos marinos ha mostrado ser
obicuo en el agua de mar (Alagappan et al., 2010), sin embargo es necesario evaluar
el potencial de estos fagos en diferentes condiciones durante infecciones

experimentales y en condiciones de cultivo.

En la primera evaluacion, el extracto crudo de los fagos A3S y vpms1 generé una
disminucién significativa de la mortalidad (p<0.05) y una disminucién en la intensidad
y cantidad de signos de vibriosis. Antes de hablar del efecto benéfico de los fagos, es
necesario mencionar el valor de la multiplicidad de infeccién (MOI), el cual se refiere
al numero de fagos por cada célula bacteriana (Abedon, 2009). Este valor es

utilizado como criterio para definir entre una terapia pasiva, donde la dosis inicial de
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fagos genera una infeccion masiva de las bacterias eliminandolas en una infeccion
primaria, y una terapia activa, en la cual la mayoria de las bacterias son eliminadas
por una infeccidn secundaria después de una extensa produccion y transmision de
fagos (Payne & Jansen, 2000). En el presente trabajo el valor de MOI <1 en la
mayoria de los casos y solo el extracto usado en el tiempo de aplicacion presento
una alta titulacion de fagos alcanzando una MOI de 2.38. Sin embargo, de acuerdo
con los criterios reportados por Abedon (2009) un valor de MOI igual o mayor a 10 es
considerado como una terapia pasiva, por lo que todas las pruebas de fagoterapia
realizadas en el presente trabajo se consideraron como terapia activa. Considerando
lo anterior en el presente estudio se observé que valores pequenos de fagos son
suficientes para la prevencién de la vibriosis durante condiciones experimentales, lo
cual a nivel comercial podra disminuir los costos relacionados con el tratamiento de

brotes infecciosos.

En la prueba con dosis de fagos se encontrd algo interesante: los extractos del
fago A3S generaron mortalidades del 100% a partir de dosis de 400 pL (5.84:10°
UFP-mL") y en el caso de vpms1 a partir de dosis de 800 pL (1.34:10% UFP-mL™).
Calendar (2006) menciona que es necesaria la realizacién de pruebas previas para
evaluar los efectos adversos asociados con preparaciones de fagos debido a la
presencia de endo y exotoxinas liberadas durante el crecimiento normal de las
bacterias y por la lisis. Por lo que se evalud el efecto de la suspencion del fago
vpms1 sobre larvas no expuestas a la bacteria. En esta ocasion solamente se utilizé
el fago vpms1 ya que las larvas presentaron una mayor tolerancia a este extracto con
una dosis maxima de 400 pL. Las larvas presentaron nuevamente una mortalidad a
dosis altas (>600 pL) lo cual es posiblemente asociado a toxinas presentes en los
extractos crudos. Existen numerosos trabajos donde se evalua la presencia de genes
que codifican hemolisinas directas termoestables (TDH), hemolisinas relacionadas
con TDH (TRH) y hemolisinas termolabiles (TLH) en varias cepas de V.
parahaemolyticus, los cuales se relacionan con potenciales cepas patdgenas para
humanos (Alam et al., 2003; Gopal et al., 2005; Xie et al., 2005; Fuenzalida et al.,
2007; Su & Liu, 2007). En el caso de organismos acuaticos, Cheng et al. (2008)

utilizan un extracto crudo que contiene los productos extracelulares de la cepa 6, el
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cual licua la mayor parte del tejido de poslarvas de abuldén a las 6 h y en algunos
casos el cuerpo completo. Considerando estos problemas, se encuentran muchos
trabajos acerca de la efectividad antibacteriana y terapeutica de los fagos, sin
embargo hay pocos trabajos acerca de la ingenieria en la produccion y procesos
posteriores de purificacion de fagos (Dorval-Courchesne et al., 2009). En esta tesis
no se determind cual o cuales factores relacionados con el extracto crudo generaron
la mortalidad en los organismos a dosis altas, por lo cual sélo se decidié utilizar la
menor dosis posible y aumentar el numero de UFP por mililitro para evitar estos

inconvenientes.

Como prueba final en la aplicacion de la fagoterapia se evalu6 el efecto del tiempo
de aplicacion sobre larvas expuestas a la cepa 17802. Se observaron diferencias
significativas en la supervivencia cuando se adicionaron fagos a las 24 y 36 h post-
infeccién, sin embargo es importante sefalar que en todos los tiempos la
supervivencia fue mayor al 63 % y diferente significativamente de aquellas expuestas
solamente a la bacteria a las 96 h (p< 0.05), encontrandose un efecto protector y
correctivo en la aplicacion de fagos. Bull et al. (2002) encuentran que el posponer el
tratamiento de fagos por 8 horas aumenta sustancialmente la tasa de mortalidad de
ratones en relacion con el tratamiento inmediato. A pesar de encontrar un resultado
opuesto, no se pueden hacer comparaciones directas entre este trabajo y otros
publicados para organismos terrestires ya que se presentan diferencias en las
condiciones ambientales, la virulencia y patogenicidad de las cepas. En el caso de
acuicultura se encontraron pocos trabajos donde realicen esta evaluacién, siendo los
mas sobresalientes los realizados por Nakai et al. (1999) y Park et al. (2000). En
ambos trabajos se reportd un efecto protector por parte de los fagos con un tiempo
maximo de aplicacion post-infeccion de 24 h sobre los peces Seliora quinqueradiata
y Plecoglosus altivelis respectivamente, siendo este resultado muy similar a lo

postulado en esta tesis.

Finalmente se encontré un efecto benéfico de la fagoterapia sobre infecciones
experimentales por V. parahaemolyticus. Este resultado refuerza lo propuesto por

diversos autores (Park et al., 2000; Karunasagar et al., 2005; 2007; Vinod et al.,
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2006; Chrioslite et al., 2008; Alagappan et al., 2010), quienes mencionan que la
terapia de fagos es una solucion aplicable y segura para el control de vibriosis en
estanques de camaron, ya que los bacteriofagos son aislados a partir de bacterias en
los propios sistemas de cultivo, su empleo requiere de una sola aplicacion y pueden
ser usados como tratamiento profilactico al inhibir el crecimiento de bacterias en la

columna de agua y no generar la seleccion de cepas resistentes.
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CONCLUSIONES

Las condiciones de manejo implementadas en el presente trabajo son
adecuadas para mantener larvas de camardn blanco desde nauplio V hasta
mysis |. Las mejores supervivencias se obtuvieron en unidades
experimentales estériles con 100 mL de AMAe y una densidad de 100 larvas,
desinfeccion de las larvas con con diéxido de cloro (ClIO2) a una concentracion
de 0.3 ppm durante 5 min y una alimentacion basada en dosis diarias 1-10°
cel'mL™ de un cultivo gnotobidtico de la microalga Chaetoceros calcitrans
cepa CHCAL-5.

La cepa ATCC 17802 Vibrio parahaemolyticus es un buen modelo para el
estudio de la vibriosis en larvas de camaron blanco, ya que a una dosis de
2:10° UFC'mL" genera mortalidades significativas con respecto a los
controles, e induce signos evidentes de vibriosis y los resultados son
reproducibles.

El uso de fagos es efectivo como tratamiento preventivo de la vibriosis
causada por V. parahaemolyticus en larvas de camaron blanco; su aplicacion
temprana reduce la mortalidad de forma significativa y disminuye la presencia
de signos de vibriosis incluso con dosis bajas (MOI<0.04).

La aplicaciéon de fagos es efectiva como medida de control de la vibriosis en
larvas de camaron, ya que detiene la mortalidad y dismiye de la expresion de

los signos de la enfermedad en organismos a las 12 horas post infeccion.
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X. RECOMENDACIONES

Realizar un protocolo para una evaluacion de la calidad del lote de larvas, ya que en
algunas ocasiones la calidad del lote fue baja presentandose la muerte de todos los

organismos en el periodo de aclimatizacion.

Se recomienda la busqueda de un alimento microparticulado o vivo el cual pueda ser
facil de axenizar, con el objetivo de eliminar todo tipo de interferencia relacionada con

la microbiota presente en el alimento.

Realizar una evaluacion de la susceptibilidad de larvas expuestas a diferentes cepas
de Vibrio a través de la modificaciéon de parametros como salinidad, temperatura,
oxigeno y pH, debido a que se ha reportado que el desarrollo de un brote infeccioso
puede estar relacionado al estrés generado por cambios en los parametros fisico-

quimicos.

En experimentos posteriores se puede emplear la bacteria Vibrio harveyi, sin
embargo se debe considerar que la infeccibn depende de la susceptibilidad del
hospedero y que no todas las cepas de una misma especie tienen la capacidad de
generar una infeccion; siendo la virulencia de V. harveyi asociada a la presencia de

fagos lisogénicos.

Generar una suspension de fagos con una densidad mayor a 1:10° UFP-mL" para
evaluar el efecto de una terapia pasiva adicionando una cantidad minima de la
suspension de fagos, evitando con ello los posibles dafos generados por los
productos de las bacterias. Otra alternativa a esto es la concentracion de fagos a
través de métodos como filtracion o Cloruro de Cesio, donde ademas se elimina el

medio de cultivo y los productos liberados durante la lisis.
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XIl.  ANEXOS

Tabla VI. Valores de multiplicidad de infeccion.

. Bacteria Dosis de fago ;
Experimento ; Fago (UFP-mL™) MOI
(UFC-ml™") (uL)

Extracto de vpms 1 2-10° 100 7.6-10° 0.038
Extracto de A3S 2-108 100 3.7-10° 0.0158
Dosis A3S 2-108 100 1.46-10° 0.0073
2-108 200 2.92-10° 0.0146
2-108 300 4.38-10° 0.0219
2:108 400 5.84-10° 0.0292
2:108 600 8.72-10° 0.0438
2:108 800 1.16-107 0.0584

Dosis vpms1 2:108 100 1.68:10" 0.084
2-108 200 3.36-107 0.168

2-108 300 5.04-107 0.252

2-108 400 6.72:-107 0.336

2-108 600 1-108 0.504

2:108 800 1.34-108 0.672

2-108 1200 2-108 1
Tiempo de aplicacion 2:10° 100 4.76-10° 2.38
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Tabla VII. Valores estadisticos de ANOVA y Kruskal-Wallis.

_ _ o Valor del ]
Experimento Normalidad Homocedasticidad o Valorde p Pagina
estadistico
Cinética de F8 NA NA NA NA
Cinética de F12 NA NA NA NA
Cinética de V.
_ NA NA NA NA
parahaemolyticus
Cinética de A3S y
NA NA NA NA
vpms1
Fuente de agua NA NA NA NA
Densidad de larvas NA NA H(2, N=9)=1.16 0.558*
Alimento 1ra
(Microalga-Royal NA NA H(2, N=9)=0.44 0.800*
Cauviar)
Alimento 2da
(Nestum, Royal NA NA NA NA
Cauviar)
Alimento 3ra
(Nestum, Royal NA NA NA NA
Caviar, Harinas)
Alimento 4ta
(Nestum, Royal NA NA NA NA
Caviar, Harinas)
Alimento 5ta
(Levadura NA NA NA NA
comercial)
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Alimento 6ta

(Microalgas)

Supervivencia de
larvas alimentadas

con C. calcitrans

Curva de tolerancia
ClO,

Carga bacteriana

infeccién
experimental 1
infeccién
experimental 2
infeccion
experimental 3
infeccion
experimental 4

Infeccion

experimental 5

Infeccion

experimental 6

Efecto dosis ATCC
17802

Cinética de
infeccion ATCC
17802

Fagoterapia (A3S y

vpms1)

p>0.20

NA

p>0.20

NA

p>0.20

p>0.20

p>0.20

p>0.20

p>0.20

p>0.20

p>0.20

p>0.20

p>0.20

p=0.424

NA

p=0.298

NA

p=0.586

p=0.169

p=0.556

p=0.102

p=0.428

p=0.079

p=0.702

p=0.129

p=0.769
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F(2,6)=2.832

NA

F(6,14)=8.053

NA

F(4,9)=13.764

F(5,22)=2.075

F(3,8)=7.082

F(4,20)=10.003

F(4,10)=9.456

F(3,8)=13.865

F(5,12)=6.689

F(7,16)=15.785

F(3,7)=17.766

0.136

NA

0.00044

NA

0.00079

0.33

0.012

0.0013

0.00198

0.00155

0.0033

0.0001

0.0011



Dosis efectiva

p>0.20
vpms1
Dosis efectiva A3S NA
Efecto de la
suspensiéon de p>0.20
vpms1
Tiempo de
o p>0.20
aplicacion

p=0.413

NA

p=0.395

p=0.088

F(5,12)=62.318

NA

F(2,6)=3.38

F(6,13)=17.036

0.0000

0.0073*

0.10397

0.00002

NA: Analisis no aplicado

* Valor de prueba Kruskal-Wallis (datos sin normalidad y/u homocedasticidad)
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