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GLOSARIO 

 
Dodecil Sulfato de Sodio: Surfactante aniónico que tiene la capacidad para 

desnaturalizar proteínas (Piret et al., 2002). 

Exoenzimas: Enzimas producidas y liberadas por las células que hidrolizan 

sustratos a tamaños suficientemente pequeños para ser transportados a 

través de las membranas celulares (Arnosti, 2011). 

Factores de virulencia: Elementos que permiten a un microorganismo colonizar un 

nicho en su hospedero donde prolifera y causa daños (Chen et al., 2005). 

Fago: Virus que infectan específicamente células bacterianas (Moat et al., 2002). 

Gnotobiótico: Término usado para describir a un organismo o un sistema en el cual 

todas las formas de vida son conocidas (Coates, 1975). 

Hemolisina: Proteína que produce la lisis de los eritrocitos (Goebel et al., 1988). 

Lisogenia: Mecanismo por el cual el material genético del fago mantiene una 

simbiosis con su hospedero (Ackermann & DuBow, 1987). 

Lisógeno: Célula bacteriana portadora de profago (Ackermann & DuBow, 1987). 

Mitomicina C: Antibiótico que actúa como agente alquilante del ADN (Moat et al., 

2002). 

Patogenicidad: Cualidad que posee un organismo para producir infección (Lacey & 

Brooks, 1997). 

Patógenos oportunistas: Microorganismos capaces de causar enfermedad en 

organismos inmunosuprimidos (Saulnier, 2000).   

Plásmido: Molécula de ADN que se replica en el citoplasma bacteriano 

independientemente de la replicación del cromosoma (Lipps, 2008). 

Productos extracelulares: Exoenzimas y exotoxinas generalmente asociadas con la 

virulencia bacteriana (Rodríguez et al., 2005). 

Profago: Estado latente de un fago dentro de la célula bacteriana; frecuentemente 

asociado al cromosoma bacteriano o mantenido como plásmido (Guttman et 

al., 2005). 
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Pruebas de reto: En microbiología, se refiere al estudio destinado a conocer la 

interacción entre un organismo y un microorganismo o sus componentes 

extracelulares (Ninawe & Selvin, 2009). 

Superinfección: Proceso por el cual una célula que ha sido previamente infectada 

con un fago, es co-infectada con uno o varios más (Abedon, 1994). 
Toxicidad: Medida usada para determinar el grado tóxico de algunas sustancias 

(Fauci et al., 2008). 

Vibriosis: Enfermedad causada por agentes pertenecientes al género Vibrio; 

provoca altas mortalidades en los organismos en cultivo y grandes pérdidas 

económicas (Saulnier, 2000). 
Virión: Partícula vírica morfológicamente completa e infecciosa que se encuentra en 

fase extracelular (Madigan et al., 1999). 

Virulencia: Medida cuantitativa de la patogenicidad de un organismo (Weiss, 2002). 
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RESUMEN 

De manera natural, Vibrio parahaemolyticus forma parte de la microbiota de 

invertebrados marinos, pero también se asocia con brotes infecciosos en la 

producción acuícola. En varios miembros del género Vibrio, se ha determinado que la 

virulencia se incrementa al estar infectados con ciertos fagos (estado lisogénico), sin 

embargo, se desconoce si en V. parahaemolyticus la virulencia puede ser modulada 

durante la conversión lisogénica. En el presente estudio se determinó el efecto de la 

conversión lisogénica sobre la fisiología y virulencia de V. parahaemolyticus. Para 

ello se utilizaron 10 fagos lisogénicos (α, 2, E2, S, ESE, 5c, 5s, 5+++, γ, W) aislados 

de almejas y cultivos de camarón. La conversión lisogénica se indujo 

experimentalmente por exposición directa de V. parahaemolyticus, cepa ATCC 

17802, a cada uno de los fagos y se evaluó el efecto sobre la hidrofobicidad, 

producción de enzimas y uso de fuentes de carbono. El cambio en la virulencia se 

evaluó in vitro mediante pruebas de reto con nauplios de Artemia y camarón. Y la 

producción de toxinas extracelulares de los lisógenos fue evaluada en nauplios de 

Artemia. La mayoría de los fagos estudiados inducen cambios en la hidrofobicidad de 

V. parahaemolyticvus, de nula a moderada, así como cambios en la producción de 

enzimas entre las que se incluyen lipasas y proteasas, principalmente. Al mismo 

tiempo, V. parahaemolyticus en estado lisogénico puede aprovechar nuevos 

sustratos como fuente de carbono. Los fagos α, 2 y E2 incrementan 

significativamente la virulencia de V. parahaemolyticus hacia nauplios de Artemia y la 

mezcla V. parahaemolyticus/fago γ hacia larvas de camarón. Entre los daños 

observados en los organismos se incluye el letargo y la melanización. Los productos 

extracelulares generados por el lisógeno 5+++ indujeron signos de daño y 

mortalidades significativas en nauplios de Artemia (p<0.05), lo que indica la 

producción de toxinas. Los cambios en las propiedades de V. parahaemolyticus 

producidos por conversión lisogénica ayudan a explican el efecto variable de esta 

bacteria en los cultivos de camarón. 

 

Palabras clave: Vibrio parahaemolyticus, fagos, lisogenia, virulencia. 
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ABSTRACT 
 

Naturally, Vibrio parahaemolyticus occurs in the microbiota of marine invertebrates, 

and has been associated to outbreaks in aquaculture. In some members of the genus 

Vibrio, the virulence is increased by the infection of certain lysogenic phages 

(lysogenic state), however, it is unknown whether V. parahaemolyticus virulence can 

be modulated for the lysogenic conversion. In the present study the effect of 

lysogenic conversion on the physiology and virulence of V. parahaemolyticus was 

determined. Ten lysogenic phages (named α, 2, E2, S, ESE, 5c, 5s, 5+++, γ, W) 

isolated from clam and shrimp culture were used. The lysogenic states were induced 

experimentally by direct exposure of V. parahaemolyticus (strain ATCC 17802) to 

each phage and evaluated their effect on the hydrophobicity, enzyme production and 

use of different carbon sources through standard test. Also the changes in virulence 

were evaluated by challenge test in Artemia and shrimp larvae. And the production of 

toxins was assessed in a standard test of Artemia nauplii. The phages included in this 

study induced changes in the hydrophobicity of V. parahaemolyticus, from zero to 

moderate, and changes in the production of enzymes; including lipases and 

proteases. Simultaneously, changes in the metabolic profile of use of carbon sources 

were recorded. The phages named α, 2 and E2 significantly increased the virulence 

of V. parahaemolyticus for Artemia nauplii and the mixture V. parahaemolyticus/γ 

phage for shrimp larvae. The damages observed during the challenge test include 

lethargy and melanization of the body. The extracellular products produced by the 

5+++ lysogen induces signs of damage and significant mortality in Artemia nauplii 

(p<0.05), indicating toxins production. Changes in the properties of V. 

parahaemolyticus by lysogenic conversion help to explain their variable effect during 

shrimp culture. 

 

Keywords: Vibrio parahaemolyticus, phages, lysogeny, virulence. 
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1. INTRODUCCIÓN  

Con el progreso de la acuicultura, los sistemas intensivos usados para el 

cultivo de organismos marinos han creado ambientes artificiales que favorecen el 

crecimiento bacteriano (Skjermo & Vadstein, 1999). Bacterias oportunistas del 

género Vibrio han sido reportadas como causa de serias infecciones y baja 

productividad en los sistemas de cultivo de todo el mundo. El efecto y severidad de la 

infección está relacionada con la dosis y especie de Vibrio (Lightner, 1996) y los 

rangos de mortalidad van de insignificantes al 100%, afectando diversos estadios de 

crecimiento. Particularmente, en el cultivo de camarón, los daños más severos se 

presentan en los estadios juvenil y postlarva de modo que la vibriosis, conocida 

también como vibriosis luminiscente, ocasiona pérdidas económicas estimadas en 

billones de dólares e incluso en el colapso de la producción (Aguirre & Ascencio, 

2000).  

 

Entre las especies infecciosas responsables que son reportadas con mayor 

frecuencia se encuentran Vibrio harveyi, Vibrio anguillarum, Vibrio vulnificus, Vibrio 

parahaemolyticus (Lavilla-Pitogo et al., 1998; Chen et al., 2000; Gullian, 2001; Leyton 

& Riquelme, 2008) y Vibrio alginolyticus. Sin embargo, las observaciones sobre su 

papel son controvertidas ya que también existen algunos reportes donde se resaltan 

sus funciones benéficas; tal es el caso de V. alginolyticus, que es reportado como 

causante de enfermedades y simultáneamente es empleado como probiótico para el 

cultivo de camarón (Direkbusaram et al., 1998; Vandenberghe et al., 2003). En este 

sentido, Sotomayor y Balcázar (2003), reportaron el potencial de aplicación que 

tienen las mezclas de cepas probióticas, entre las que se considera a V. 

alginolyticus, para el control de vibrios patógenos en los sistemas acuícolas. No 

obstante, Tseng y Chen (2004), reportan que, a concentraciones superiores de 5.15 

mg.L-1, el nitrito en el agua causa una depresión del sistema inmune de Litopenaeus 

vannamei y un incremento en la susceptibilidad a la infección por V. alginolyticus. Por 

otro lado, V. harveyi libera más de 10 enzimas que degradan la quitina (Suginta et 

al., 2004), polímero natural y una de las fuentes más abundantes de amino azúcares 

en el océano (Riemann & Azam, 2002). Existen antecedentes que la asociación de 
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vibrios y plancton aumenta la supervivencia de Litopenaeus vannamei y se ha 

estimado que Vibrio y Aeromonas representan hasta el 85% de la microbiota 

bacteriana en el intestino de camarón (Leyton & Riquelme, 2008).  

 

1.1 Vibrio parahaemolyticus 

Vibrio parahaemolyticus es otra especie a la que se le atribuye la capacidad 

de producir enfermedades y mortalidad en organismos silvestres y cultivados. Son 

bacilos gramnegativos, anaerobios facultativos, móviles y halofílicos, cuyo tamaño 

oscila entre 1.4 - 2.6 µm de longitud y 0.5 – 0.8 µm de diámetro, con una temperatura 

óptima de crecimiento de 35°C a 37°C y un tiempo de generación estimado entre 10 

y 12 min (Paris, 2005; Zamora & Quiróz, 2005). 

 

Su hábitat natural son las aguas marinas costeras, especialmente en los 

estuarios, donde puede permanecer en la columna de agua, en el sedimento o 

adherido a las superficies de quitina de algunos organismos, principalmente 

crustáceos, sobre los que incrementa su concentración (Heitmann et al., 2005; 

Zamora & Quiróz, 2005).  

 

1.1.1 Importancia de Vibrio parahaemolyticus  
Vibrio parahaemolyticus ha sido aislado durante infecciones hemorrágicas en 

reproductores de Paralabrax maculatofasciatus y durante la manifestación de tres 

enfermedades en Penaeus monodon: necrosis de la cola, enfermedad roja y el 

síndrome de la concha suelta (Martínez-Díaz & Anguas-Vélez, 2002; Jayasree et al., 

2006). Así mismo, se asocia con mortalidades masivas en cultivos de abulón y, por 

estar en suspensión en el agua de mar, se concentra en moluscos bivalvos 

filtradores que son parte importante en la dieta de las poblaciones costeras 

(Hernández et al., 2005; Cai et al., 2006). En este sentido, numerosos brotes de 

intoxicaciones alimentarias por V. parahaemolyticus han sido reportados en Estados 

Unidos, Europa y Asia, por lo que también es considerado un problema de salud 

pública al causar gastroenteritis aguda (Paris, 2005). No obstante, en el medio 

ambiente, V. parahaemolyticus es mayoritariamente no patógeno, generalmente 
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menos del 1% de los aislados de origen ambiental poseen la capacidad de producir 

infección en humanos (DePaola et al., 2003a,b).  

 

1.2 Factores de virulencia en cepas patógenas 
Las diferencias en el grado de patogenicidad de las bacterias se deben a la 

presencia y expresión de genes de virulencia en cepas patógenas y a su ausencia en 

cepas relacionadas (Boyd, 2005). Dentro de los factores de virulencia se incluyen 

proteínas secretadas como toxinas y enzimas, además estructuras de superficie 

celular como polisacáridos capsulares, lipopolisacáridos y proteínas de membrana 

que participan directamente en el proceso de infección (Chen et al., 2005). La 

hidrofobicidad juega un papel importante en la virulencia bacteriana ya que es 

considerado como la etapa inicial en el proceso de adhesión bacteriana. En estudios 

previos se ha determinado que la hidrofobicidad es un factor que influye en la 

adhesión de bacterias a la mucosa intestinal en humanos (Iñiguez-Palomares & 

Acedo-Félix, 2006).  

 

Diversos productos extracelulares (ECP´s) con efectos tóxicos para el 

camarón han sido identificados y caracterizados en algunas especies y cepas de 

Vibrio y son propuestos como factores de virulencia. Estos ECP´s incluyen 

proteasas, fosfolipasas y hemolisinas (Liu et al., 1997; Aguirre-Guzmán et al., 2004; 

Khemayan, 2004). Se ha reportado que los ECP´s de algunas especies de Vibrio 

pueden ocasionar mortalidades hasta del 100% en camarón (Goarant et al., 2000).  

 

Algunos factores de virulencia son intrínsecos y otros son adquiridos a través 

de elementos genéticos como los fagos (Waldor & Mekalanos, 1996; Aguirre-

Guzmán et al., 2004). 

 

1.3 Fagos  
Los bacteriófagos, o fagos, son virus que infectan específicamente células 

bacterianas. Fueron descubiertos en 1915 por Felix Twort, sin embargo, Felix 

d´Hérelle fue quien los denominó “bacteriófagos”. Como todos los virus, son 
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exclusivamente parásitos y representan las entidades biológicas más abundantes en 

el planeta; su abundancia total se ha estimado en 1030 o más  (Ackermann, 2003; 

Chibani-Chennoufi et al., 2004; Guttman et al., 2005).  

 

1.3.1 Características generales  

Los fagos son extremadamente heterogéneos en sus propiedades 

estructurales, fisicoquímicas y biológicas. En su estado extracelular reciben el 

nombre de virión y se encuentran constituidos por una cubierta proteica o lipoproteica 

llamada cápside que envuelve el material genético (ADN o ARN) que puede ser de 

doble o simple cadena (Ackermann, 2005), circular o lineal (Moat et al., 2002). 

Aunque poseen toda la información genética para dirigir su propia reproducción en 

un hospedero apropiado, carecen de la maquinaria para generar energía, así como 

de ribosomas para producir proteínas (Guttman et al., 2005). 

 

Los tipos de fagos más comunes poseen una cola por la cual se adsorben en 

la célula hospedera (Bradley, 1967). Su tamaño varía entre 20 y 300 nm y 

morfológicamente presentan una alto grado de simetría geométrica. Los más 

pequeños poseen material genético de cadena corta por lo que solamente pueden 

codificar para pocos genes (Moat et al., 2002).  

 

1.3.2 Ciclos de replicación 

Los fagos pueden dividirse en dos tipos basados en su ciclo de replicación: 

líticos o lisogénicos. Los fagos líticos sólo pueden multiplicarse por el ciclo lítico; el 

virión se adsorbe a la superficie de la célula hospedera e inyecta su genoma, el cual 

utiliza la maquinaria celular para formar más partículas virales. El ciclo culmina con la 

lisis y muerte bacteriana, liberando nuevos fagos. En contraste, los fagos lisogénicos 

pueden seguir dos ciclos reproductivos cuando infectan una bacteria: algunas veces 

llevan a cabo el ciclo lítico mencionado anteriormente, alternativamente, pueden 

iniciar el ciclo lisogénico; el genoma del fago permanece en un estado latente 

llamado profago, frecuentemente integrado en el genoma bacteriano o bien, 

mantenido como un plásmido. El genoma del fago permanece en este estado 
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indefinidamente, replicándose con la célula hospedera y dando como resultado 

células que contienen profagos (Moat et al., 2002; Guttman et al., 2005); este 

proceso es denominado conversión fágica (Boyd, 2005), conversión lisogénica o 

lisogenia. 

 
1.4 Conversión lisogénica  

La conversión lisogénica, o lisogenia, fue descubierta al inicio de 1950 cuando 

se observó que un grupo de células bacterianas producía espontáneamente 

pequeñas cantidades de fagos. Se trata de la introducción del genoma del fago en la 

célula bacteriana, estado en el que a la célula se le conoce como lisógeno, 

proporcionándole una serie de nuevos caracteres que van desde cambios en la 

morfología colonial, hasta inhibición o intensificación de actividad enzimática, 

resistencia a antibióticos, inmunidad a la superinfección, así como cambios en las 

propiedades patogénicas (Hershey, 1971; Pumarola et al., 1991; Boyd, 2005; Vidgen 

et al., 2006). Posteriormente se demostró que la lisogenia es heredable. Cuando una 

célula lisogénica se divide, ambas células hijas son portadoras de profagos, sólo una 

pequeña parte de la población bacteriana se lisa espontáneamente y los libera 

(Campbell, 2006). Dentro de la célula bacteriana, los fagos son capaces de existir 

como un plásmido o integrarse en el cromosoma donde residen como profagos. Por 

esta razón, la conversión lisogénica no resulta en la lisis bacteriana, sino en una 

transferencia de genes vertical o incluso horizontal (Boyd, 2005; Flegel et al., 2005).  

 

Algunos de los genes diseminados por los fagos codifican para neurotoxinas, 

citotoxinas y enterotoxinas (Barksdale & Arden, 1974; Betley & Mekalanos, 1985; 

Nakayama et al., 1999), de modo que los hospederos no patógenos son 

transformados en cepas virulentas o bien, su virulencia se incrementa. Así mismo, el 

genoma de los fagos puede codificar para proteínas correspondientes a la 

maquinaria fotosíntetica de las cianobacterias que se expresan a lo largo del proceso 

infeccioso (Mann et al., 2003; Lindell et al., 2005; Clokie et al., 2006; Dammeyer et 

al., 2008; Sullivan et al., 2005; Sullivan et al., 2010; Thompson et al., 2011). Estudios 

recientes han demostrado que el perfil fenotípico de V. harveyi se modifica debido a 
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la infección con fagos (Vidgen et al., 2006) y que el transporte de nutrientes también 

se ve afectado en cepas lisogénicas. Zabala y colaboradores (2009) detectaron la 

presencia de un fago en la cepa pandémica de V. parahaemolyticus que la hace más 

susceptible a la radiación solar, contrario a lo que se ha observado en las 

cianobacterias, donde los fagos inducen la expresión de una proteína que ayuda a 

proteger el fotosistema II del exceso de energía luminosa (Havaux et al., 2003).  

 

Los vibrios son los principales hospederos de fagos marinos (Proctor, 1997), 

lisogénicos en su mayoría (Pasharawipas et al., 1998), por lo que múltiples 

investigaciones acerca del cultivo de crustáceos marinos se han enfocado en el 

papel que desempeñan los fagos en el incremento en la virulencia de Vibrio spp., 

siendo V. harveyi la especie más estudiada al ser uno de los principales patógenos 

oportunistas reportados como causa de severas infecciones en el cultivo de peces y 

crustáceos. Aunque a la fecha se sabe que V. parahaemolyticus puede ser 

lisogenizado (Nasu et al., 2000), no se ha comparado su perfil fenotípico con el de la 

cepa no infectada. 

 

1.5 Inducción del ciclo lítico en cepas lisogénicas 
Para la detección de cepas lisogénicas en laboratorio se emplean una serie de 

tratamientos físicos y químicos que dañan el ADN celular. Entre los tratamientos más 

comunes para la inducción de profagos se encuentran la mitomicina C (Jiang & Paul, 

1998) y la luz UV (Raya & Hébert, 2009) que estimulan el sistema SOS en respuesta 

al daño del ADN. Cuando el ADN es dañado, se estimula la expresión de la proteína 

RecA, que inactiva las proteínas represoras del profago resultando en la inducción 

del ciclo lítico (Fink & Zahler, 2006). Existen otros tratamientos para la inducción de 

profagos como la exposición al peróxido de hidrógeno (Hartford & Dowds, 1992), o 

bien, cambios de temperatura (Armentrout & Rutberg, 1971).  
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2. ANTECEDENTES 

 

2.1 Fagos lisogénicos asociados a especies bacterianas 
Desde que Freeman (1951) reportó por primera vez que la toxina de 

Corynebacterium diphteria era codificada por un fago, surgieron más pruebas al 

respecto con otras bacterias patógenas, incluyendo Escherichia coli, Shigella spp., 

Pseudomonas aeruginosa, Staphilococccus aureus y Streptococcus pyogenes. Las 

toxinas bacterianas codificadas por los fagos son diversas funcionalmente y de las 

más potentes descritas, como la toxina del tétanos, botulismo y difteria, expresadas 

en Clostridium tetani, C. botulinum y Corynebacterium diphteriae, respectivamente 

(Boyd, 2005). 

 

En bacterias oportunistas, como las del género Vibrio, la asociación bacteria-

fago también resulta en cambios en la virulencia, inclusive en modificaciones en la 

superficie celular lo que se refleja en una inmunidad a la infección por otros fagos, lo 

que conllevaría a una superinfección (Khemayan, 2004). 

 

2.1.1 Fagos asociados a Vibrio parahaemolyticus  
Algunos fagos temperados han sido aislados de diversas cepas de V. 

parahaemolyticus. Taniguchi y colaboradores (1984) aislaron y caracterizaron el fago 

Vf33, un fago filamentoso específico de V. parahaemolyticus cuya actividad lítica fue 

resistente a temperaturas menores a 80°C y sensible al cloroformo. Trabajos 

sucesivos con éste y otro fago filamentoso, Vf12, surgieron con la finalidad de 

comprobar su relación con el fenómeno de Kanagawa, que es la hemólisis de 

eritrocitos. Aunque no se detectaron los genes que codifican la síntesis de 

hemolisinas, tdh y trh, en el genoma de los fagos, fue posible dilucidar que pueden 

interactuar con el ADN cromosomal y extracromosomal de V. parahaemolyticus, lo 

que sugiere la posibilidad de que jueguen un papel importante en la movilización de 

genes de virulencia de esta bacteria (Chang et al., 1998). En este sentido, diversos 

estudios han señalado el papel que juegan los fagos para la diseminación de genes 

de virulencia entre las bacterias. Seguritán y colaboradores (2003) aislaron los fagos 
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VP16T y VP16C que contienen un gen similar al vapE, el cual codifica la síntesis de 

una proteína asociada con la virulencia en Dichelobacter nodosus. Sin embargo, no 

se observaron módulos de lisogenia o genes integrasa por lo que no hay evidencia 

de lisogenia (Paul & Sullivan, 2005).  

 

En febrero de 1996 se observó un incremento inexplicable en la incidencia de 

V. parahaemolyticus en pacientes hospitalizados en Calcuta, India. El análisis de las 

cepas reveló que un único serotipo, O3:K6, era el causante del 50 al 80% de los 

casos. Actualmente, se ha diseminado en cuatro continentes: Asia, América, África y 

Europa (Nair & Hormazábal, 2005). Desde entonces, sólo 3 fagos temperados han 

sido asociados con esta cepa: 1) el fago f237 que tiene la capacidad de integrarse en 

el cromosoma bacteriano y contiene el gen ORF8, un marcador genético empleado 

para la caracterización de cepas O3:K6 ya que no se ha encontrado en otros fagos 

filamentosos. Se ha especulado que esta región resulta en una alteración fenotípica 

desconocida que le proporciona a la cepa el potencial pandémico; 2) el fago VP882 

que permanece como un plásmido dentro de la bacteria y contiene genes funcionales 

putativos denominados adenin metilasa de ADN (DAM). Estos DAM han sido 

identificados en muchas bacterias como reguladores de la expresión de pilis para 

adhesión y otros factores de virulencia en E. coli, Salmonella spp., Yersinia 

pseudotuberculosis y V. cholerae; 3) El fago Vp58.5 que incrementa de 7 a 15 veces 

la sensibilidad de la cepa O3:K6 cuando ésta es expuesta a la radiación UV, lo cual 

podría tener un papel significativo en la supervivencia y propagación de V. 

parahaemolyticus pandémico en el océano (Nasu et al., 2000; Low et al., 2001; Lan 

et al., 2009; Zabala et al., 2009; Bastías et al., 2010). No obstante, ninguno de estos 

fagos ha sido directamente relacionado con el incremento en la virulencia de la 

bacteria. 

 

2.2 Importancia de los fagos lisogénicos en los sistemas de cultivo 
El papel de los fagos lisogénicos en los sistemas de producción acuícola ha 

sido evaluado en diversos estudios y se ha encontrado que pueden ocasionar  

mortalidades masivas de los organismos en cultivo al estar en asociación con 
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patógenos oportunistas, como los vibrios (Ruangpan et al., 1999; Austin et al., 2003; 

Munro et al., 2003). 

 

En Tailandia fue aislado un fago temperado para V. harveyi, cepa 1114, del 

cultivo de Penaeus monodon, perteneciente a la Familia Siphoviridae por lo que fue 

denominado VHS1. Se demostró que las cepas infectadas con este fago además de 

producir una gran cantidad de proteínas extracelulares con un perfil diferente al de la 

cepa parental VH1114, son más virulentas para P. monodon (Puiprom, 2003; 

Pasharawipas et al., 2005; Khemayan et al., 2006).  

 

Estudios previos hacen referencia al aislamiento y daño causado por Vibrio 

parahaemolyticus de los organismos en cultivo, así como de fagos aislados de sus 

sistemas (Vandenberghe et al., 1999; Vandenberghe et al., 2003; Martin et al., 2004; 

Makarov, 2008), sin embargo, no hay información disponible acerca del papel que 

desempeñan los fagos en la virulencia de V. parahaemolyticus en la camaronicultura. 
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3. JUSTIFICACION 

Vibrio parahaemolyticus es una bacteria oportunista que forma parte de la 

microbiota del camarón y frecuentemente ocasiona fuertes brotes infecciosos, incluso 

en humanos. Esta condición sugiere, que al igual que en otras especies de bacterias, 

los fagos lisogénicos pueden ser responsables de la transformación de esta bacteria 

en los tanques de cultivo ya que aunque es común su presencia en estos sistemas, 

puede no tener un efecto perceptible en los camarones, provocar retraso en el 

crecimiento o bien, ocasionar mortalidades masivas.  

 

Debido a que poco se conoce acerca del papel que desempeñan los fagos en la 

virulencia de V. parahaemolyticus en la camaronicultura, en el presente trabajo se 

evalúa el efecto de algunos fagos lisogénicos aislados de cultivos de camarón blanco 

(L. vannamei) que infectan a V. parahaemolyticus, sobre algunos atributos 

fisiológicos y  propiedades asociadas con la virulencia de la especie, así como su 

efecto en la inducción de mortalidad durante pruebas de reto en larvas de Artemia y 

camarón. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



11 
 

4. OBJETIVO GENERAL 

Determinar el efecto de la conversión lisogénica sobre la fisiología y virulencia 

de Vibrio parahaemolyticus cepa ATCC 17802. 

 

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS 

I. Determinar los cambios en la producción de enzimas, uso de fuentes de carbono e 

hidrofobicidad de V. parahaemolyticus infectado experimentalmente con fagos 

lisogénicos. 

 

II. Evaluar los cambios en la virulencia de V. parahaemolyticus mediante pruebas de 

reto en Artemia franciscana y larvas de camarón blanco Litopenaeus vannamei. 

 

6. HIPÓTESIS 

Los fagos lisogénicos modificarán algunos atributos fisiológicos y la virulencia 

de Vibrio parahaemolyticus lo cual podrá verse reflejado en cambios en la producción 

enzimática y un incremento significativo en la virulencia de la bacteria. 
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7. MATERIAL Y MÉTODO 

Los métodos descritos a continuación se siguieron con cada uno de los fagos 

estudiados [α (alfa), 2, E2, S, ESE, 5c, 5s, 5+++, γ (gamma) y W]. En cada prueba, 

se incluyó un control de V. parahaemolyticus sin fago. Los fagos γ (gamma) y W sólo 

fueron incluidos en las pruebas descritas en los párrafos 7.9 y 7.10 ya que no se 

detectó la formación experimental de lisógenos. Estos tratamientos se indican como 

Vp/γ y Vp/W. 

 
7.1 Cepa de prueba 

La cepa Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802 fue empleada en el presente 

estudio como cepa blanco, por lo que fue sembrada en tubos de agar inclinado y 

mantenida a 10°C hasta su posterior uso. 

 

7.2 Selección de fagos 
Para el presente estudio fueron seleccionados 10 fagos lisogénicos 

(específicos para V. parahaemolyticus) almacenados en el cepario de fagos del 

Laboratorio de Microbiología del Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas, 

CICIMAR. La fuente de aislamiento de cada fago se muestra en la Tabla I. Los fagos 

fueron seleccionados previamente como muestras diferentes con base en su 

morfología de placa. 

 

Tabla I. Fuente de aislamiento de fagos lisogénicos.  

FAGO FUENTE DE AISLAMIENTO REFERENCIA 
α (alfa) Litopenaeus vannamei (enfermo)  Makarov (2009). México* 
2 Megapitaria squalida Makarov (2008). México 
E2 Litopenaeus vannamei (enfermo) Makarov (2008). México 
S Litopenaeus vannamei (sano) Makarov (2008). México 
ESE Litopenaeus vannamei (sano) Makarov (2008). México 
5c Megapitaria squalida Makarov (2008). México 
5s  Megapitaria squalida Makarov (2008). México 
5+++ Megapitaria squalida Makarov (2008). México 
γ (gamma) Litopenaeus vannamei (enfermo) Makarov (2008). México 
W Litopenaeus vannamei  Makarov (2009). México*  

*  Datos no publicados 
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7.3 Cultivo de fagos 

Para la producción masiva de los fagos seleccionados, 500 mL de caldo 

marino estéril (121°C, 15 libras, 15 min) fueron inoculados con un cultivo de 24 h de 

V. parahaemolyticus e incubados a 35°C por 3 h. Posteriormente, fueron agregados 

5 µL de suspensión de fago y mantenidos nuevamente a 35°C por 24 h. La muestra 

se centrifugó (3000 rpm, 30 min, 4°C) y el sobrenadante fue filtrado a través de una 

membrana de 0.2 µm (Whatman) para eliminar las células bacterianas. Éste fue 

recuperado en botellas estériles (Wheaton) de 500 mL cubiertas con papel aluminio y 

mantenido a 4°C hasta su uso. 

  

7.4 Inducción de lisógenos 
Dado que para el presente estudio se propuso determinar los cambios 

fenotípicos de V. parahaemolyticus en estado lisogénico, fue necesario asegurar la 

formación experimental de lisógenos y su detección con distintos métodos de 

inducción. Los procedimientos realizados para tales fines se describen a 

continuación: 

 
a) Infección en caldo e inducción de lisógenos con luz UV 

Tubos con 1 mL de caldo marino previamente estéril, fueron inoculados con 

100 µL de una suspensión bacteriana (D.O.=1, 585 nm) de V. parahaemolyticus y 

fueron infectados con 100 µL del concentrado de fago obtenido previamente. La 

muestra se incubó por 3 h a 30°C. Posteriormente con un asa estéril se tomó un 

inóculo y se sembró por estrías cruzadas en una placa de agar marino (AM). La 

placa se incubó a 30°C por 24 h. De las colonias formadas, 3 fueron seleccionadas 

para llevar a cabo el método modificado para inducción de lisógenos descrito por 

Zabala y colaboradores (2009), por lo que fueron sembradas en placas de AM e 

incubadas a 30°C por 24 h. Posteriormente, por triplicado, se realizó una suspensión 

bacteriana (D.O.= 0.2, 585 nm) a partir de cultivos frescos de cada colonia y se vertió 

a una caja petri de vidrio estéril (121°C, 15 libras, 15 min). Las muestras fueron 

expuestas a luz UV en un transiluminador (Benchtop 2UVTM) por 12.5 min a una 

distancia de 20 cm de la base para inducir el ciclo lítico de los fagos. Posteriormente, 
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la solución fue recuperada en tubos estériles y mantenidos en baño maría a 28°C. Se 

midió la absorbancia a 585 nm en los tubos cada 15 min por un periodo de 2 h con la 

finalidad de observar una disminución que indicara la lisis de las bacterias por 

presencia de fagos. Las muestras fueron comparadas con un control de V. 

parahaemolyticus sin fagos, sometido a las mismas condiciones. 

 

b) Infección en placa e inducción de lisógenos con luz UV 
Para la obtención de lisógenos por este método se realizó una prueba de gota. 

A partir de un cultivo fresco de V. parahaemolyticus se realizó una siembra masiva 

en una placa de AM y una gota (10 µL) de la suspensión de fago fue colocada sobre 

ésta. La placa fue mantenida a temperatura ambiente hasta permitir la completa 

absorción de la gota y posteriormente fue incubada 24 h a 35°C. De la zona turbia 

formada, se tomó un inóculo que fue sembrado nuevamente por estrías cruzadas 

sobre AM; la placa fue incubada bajo las condiciones descritas anteriormente. Tres 

colonias fueron seleccionadas e inducidas con luz UV mediante el método 

modificado de Raya y Hébert (2009) para detección de lisógenos. Se inoculó 1 mL de 

caldo marino con una asada de un cultivo fresco de la colonia seleccionada e 

incubado a 35°C por 3 h. Posteriormente, la suspensión fue vertida a un tubo con 5 

mL de caldo marino estéril e incubado a 35°C por 24 h. Después, las muestras se 

centrifugaron a 3200 rpm por 30 min; se decantó el sobrenadante y el botón celular 

fue resuspendido en 5 mL de MgSO4 0.1 M. Una vez homogeneizadas las muestras, 

fueron vertidas a una placa de vidrio estéril e inducidas con luz UV (302 nm) en un 

transiluminador (Benchtop 2UVTM) por 30 s. Posteriormente, la suspensión fue 

colectada en tubos con 5 mL de caldo marino de doble concentración e incubada en 

baño maría por 4 h a 30°C. Transcurrido este tiempo, las muestras se centrifugaron a 

3200 rpm por 30 min y fueron filtradas por una membrana de 0.2 µm. Con el 

sobrenadante obtenido se realizaron pruebas de gota sobre placas inoculadas con V. 

parahaemolyticus para detectar la presencia de fagos liberados.  
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c) Infección en caldo y detección de lisógenos a partir de células lavadas 

Tubos con 5 mL de caldo marino fueron inoculados con 500 µL de una 

suspensión de V. parahaemolyticus (D.O.=1, 585 nm) y se incubaron a 35°C por 1.5 

h. Posteriormente, se agregaron 500 µL de concentrado de fago y nuevamente la 

muestra fue incubada a la misma temperatura por 2 h. Después de este tiempo, se 

colectó una alícuota de 1.5 mL en un tubo eppendorf estéril y se centrifugó a 4000 

rpm por 30 min. El botón celular fue lavado dos veces con 1.5 mL de agua de mar 

estéril centrifugando bajo las mismas condiciones descritas anteriormente entre 

ambos lavados. El botón celular fue resuspendido en 1.5 mL de agua de mar estéril y 

una vez homogeneizada la muestra se tomó una asada de ésta y se sembró por 

estrías cruzadas en una placa de agar marino que fue incubada por 24 h a 35°C. 

Para identificar los lisógenos obtenidos se seleccionaron 30 colonias del cultivo 

obtenido en la prueba anterior y se sembraron por punción en placas de agar marino; 

las muestras se incubaron bajo las condiciones descritas previamente. 

Posteriormente, se llevó a cabo el método propuesto por Raya y Hébert (2009) 

descrito en el párrafo anterior. 

 

7.5 Evaluación de la producción de enzimas extracelulares con la galería Api 
Zym  

Se realizaron suspensiones bacterianas (D.O.=1, 585 nm) en caldo marino y 

en agua de mar artificial (ASW) con cultivos bacterianos de 24 h. La galería fue 

inoculada de acuerdo con las instrucciones del fabricante a partir de suspensiones 

bacterianas de 0 y 6 h de incubación en caldo marino y de 0 h de incubación en 

ASW. Una vez inoculadas, las galerías enzimáticas fueron incubadas a 35°C por 4 h. 

Pasado este tiempo, se añadió una gota del reactivo ZYM A y una gota del reactivo 

ZYM B dejando en reposo las muestras por 10 min a temperatura ambiente. 

Posteriormente, la galería fue expuesta 10 s a 245 nm de radiación UV, a una 

distancia de 15 cm por encima de las cúpulas con la finalidad de eliminar el fondo 

amarillo debido al exceso de compuesto que no reaccionó. La actividad enzimática 

fue determinada y semicuantificada de acuerdo a la intensidad de color usando la 

ficha de referencia Api Zym (Apéndice I). 
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7.6 Producción de exoenzimas 

Para completar la determinación de actividad enzimática, a partir de cultivos 

frescos de los lisógenos se tomó un inóculo y se realizó una siembra por picadura en 

placas de AM enriquecido con diversos sustratos como se describe a continuación: 

 

7.6.1 Producción de hemolisinas.  

Los lisógenos fueron sembrados por punción en placas de agar sangre y se 

incubaron a 35º C por 96 h. El tipo de hemólisis se interpretó de acuerdo al 

procedimiento estándar que se basa en la coloración que se produce alrededor de la 

punción después del periodo de incubación. La coloración verde-grisácea se 

interpretó como hemólisis alfa y la coloración amarilla como hemólisis beta, con base 

en la degradación parcial o total de los eritrocitos, respectivamente.  

 

7.6.2 Producción de lipasas.  

La determinación se llevó a cabo por punción de los lisógenos sobre agar 

enriquecido con Tween 80 al 1 % (p/v). La producción de lipasa se determinó con 

base en la aparición de un precipitado opaco alrededor de las colonias una vez 

transcurridas 96 h de incubación a 35°C. 

 

7.6.3 Producción de proteasas.  

La producción de proteasa tipo tripsina se determinó a partir de punción de los 

lisógenos sobre placas de agar marino suplementadas con caseína al 7.5 % (p/v). La 

muestra fue incubada a 35°C por 96 h y una zona de aclaramiento alrededor de la 

colonia indicó la producción de proteasa. 

 

7.6.4 Producción de amilasas. 

La determinación se realizó mediante punción de los lisógenos sobre placas 

de agar marino suplementadas con almidón soluble al 0.2 % (p/v). La muestra fue 

incubada a 35°C por 24 h. Posteriormente, a las placas se le agregó una solución de 

Yoduro de Lugol en la superficie, el cual tiñe de color púrpura el medio cuando 
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contiene almidón. Una zona sin teñirse alrededor de la colonia indicó actividad de la 

amilasa. 
 
7.7 Perfil del uso de fuentes de carbono  

El perfil del uso de fuentes de carbono se determinó mediante el sistema 

Microlog usando placas Biolog GN2. La inoculación se hizo de acuerdo al 

procedimiento establecido para bacterias marinas a partir de suspensiones 

bacterianas realizadas en ASW en la que se ajustó la turbidez con cultivos de 24 h 

de cada uno de los lisógenos. Las placas se incubaron por 24 h a 35°C. Éstas 

constan de 95 celdas cada una con una fuente de carbono diferente y un control sin 

fuente de carbono. La prueba se considera positiva cuando se observa un vire de 

color de transparente a violeta dado por el indicador violeta de tetrazolio.  

 

7.8 Hidrofobicidad  
Se siguió el método propuesto por Rosenberg y colaboradores (1980) con 

algunas modificaciones. Por triplicado, suspensiones bacterianas de los lisógenos 

fueron ajustadas a una D.O.=0.5 a 585 nm en buffer salino de fosfatos (pH 7.2). La 

suspensión fue mezclada con 1 mL de xileno e incubada a 30°C por 10 min. 

Posteriormente, las muestras fueron homogenizadas suavemente por 2 min y 

posteriormente se mantuvieron en reposo por 15 min. Finalmente, la absorbancia de 

la fase acuosa fue medida a 585 nm y el porcentaje de partición en la fase del 

hidrocarburo fue calculado empleando la siguiente fórmula: 

  

 

 

La interpretación de acuerdo al porcentaje de partición estuvo dada como sigue:  

> 50% = fuertemente hidrofóbico, 20 – 50% = moderadamente hidrofóbico, < 20% = 

no hidrofóbico. 

 

 

A585 (suspensión bacteriana original) – A585 (fase acuosa)  x 100 

A585 (suspensión bacteriana original) 
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7.9 Evaluación del efecto de los lisógenos en la supervivencia de nauplios de 
Artemia. 

Para este estudio se utilizó el modelo experimental desarrollado en el 

Laboratorio de Microbiología y Biología Experimental de CICIMAR, que consiste en 

infectar nauplios axénicos de Artemia. Para ello, quistes de Artemia (INVE®) se 

hidrataron por un lapso de 30 min en agua destilada. Posteriormente, se pasaron a 

un tamiz, se descapsularon con una solución de hipoclorito de sodio al 50% por 20 s 

y se enjuagaron repetidas veces con agua destilada estéril. Después, se realizó la 

desinfección en una solución de cloruro de benzalconio al 3% durante 15 s; la 

solución fue retirada y los quistes se lavaron con abundante agua destilada estéril. 

Los quistes desinfectados fueron puestos a eclosionar en 100 mL de agua de mar 

artificial estéril, con aireación continua (filtrada por 0.2 µm) por 24 h. Una vez 

eclosionados, 100 nauplios fueron colocados en unidades experimentales con 100 

mL agua de mar artificial previamente esterilizada. Se infectaron por triplicado con 

600 µL de una suspensión bacteriana de cada lisógeno de V. parahaemolyticus 

(D.O.=1, 585 nm). En el caso de los fagos γ  y W, los nauplios fueron infectados con 

600 µL de suspensión bacteriana de V. parahaemolyticus (D.O.=1, 585 nm) y 100 µL 

del concentrado de fago. Las unidades experimentales fueron incubadas a 30ºC por 

48 h y posteriormente se evaluó la supervivencia de los nauplios. Las supervivencias 

en los tratamientos con fagos fueron comparadas con un control axénico y un control 

con V. parahaemolyticus sin fago. 

 

7.10 Evaluación del efecto de los lisógenos en la supervivencia de larvas de 
camarón blanco, Litopenaeus vannamei. 

Para este estudio se utilizó el modelo experimental desarrollado en el 

Laboratorio de Microbiología y Biología Experimental de CICIMAR, que consiste en 

infectar nauplios de camarón blanco en condiciones gnotobióticas (Lomelí-Ortega, 

2011, datos sin publicar). Muestras de camarón en estadio nauplio II-III, provenientes 

de la granja de camarón Acuacultura Mahr (Pichilingue, B.C.S. México), fueron 

transportadas en una hielera al laboratorio de microbiología donde se mantuvieron en 

aclimatación por 24 h. Los nauplios en estadio IV-V fueron tratados con una solución 
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de dióxido de cloro (50 ppm) por 5 min y enjuagados con una solución de tiosulfato 

de sodio (0.05 gr/500 ml), con la finalidad de obtener nauplios libres de bacterias. 

Posteriormente, por triplicado, 100 nauplios fueron colocados en unidades 

experimentales con ASW estéril y mantenidos 24 h a 30°C. Posteriormente, las 

larvas en estadio zoea I fueron infectadas con 600 µL de una suspensión (D.O.=1, 

585nm) del lisógeno a evaluar. Las unidades fueron incubadas bajo las mismas 

condiciones descritas previamente en los experimentos con Artemia y los organismos 

alimentados diariamente con Chaetoceros calcitrans a una densidad de 100 000 

cel·mL-1. Finalmente, la supervivencia de las larvas fue evaluada a las 96 h post-

infección comparándolas con un control sin bacterias y un control con V. 

parahaemolyticus sin fago. 

 

7.11 Evaluación de la producción de toxinas 

Ya que se ha reportado que Vibrio libera diversos compuestos con efectos 

tóxicos, se hizo una comparación entre la toxicidad de los ECP´s de los lisógenos y 

de V. parahaemolyticus. Así mismo, se realizó una prueba preliminar con dos lotes 

de quistes de Artemia para determinar la Dosis Letal Media (DL50) del dodecil sulfato 

de sodio (SDS) sobre los nauplios, usándola como referencia de toxicidad de los 

ECP´s (Apéndice III). La diferencia entre ambos lotes es el tiempo de apertura de la 

lata; lote 1, con un tiempo de apertura mayor a 2 años y lote 2, con un tiempo de 

apertura menor de 6 meses. 

 

7.11.1 Obtención de productos extracelulares de los lisógenos 
Los productos extracelulares (ECP´s) de los lisógenos y de V. 

parahaemolyticus en estado natural fueron recuperados mediante el método 

estandarizado de la capa de celofán descrito en Austin y colaboradores (2005). Hojas 

de papel celofán fueron esterilizadas y colocadas sobre placas de AM estéril; las 

placas fueron mantenidas 30 min a 35°C para permitir la completa adsorción del 

celofán sobre el agar. Posteriormente, fueron inoculadas a partir de cultivos frescos 

de los lisógenos en caldo marino e incubadas 48 h a 35°C. La biomasa celular fue 

cosechada y recuperada en tubos con buffer salino de fosfatos estéril (PBS; NaCl 
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137 mM, KCl 2.7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4, 1000 mL agua desionizada, pH 7.2) 

en una proporción de 40 mg/mL. Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 

13 rpm por 5 min. El sobrenadante con los ECP´s fue filtrado a través de una 

membrana de 0.02 µm, recuperado en tubos previamente esterilizados y mantenido a 

-50°C hasta su uso.  

 

7.11.2 Evaluación de la toxicidad de los ECP´s  
Por separado, los quistes de ambos lotes fueron descapsulados y 

desinfectados de acuerdo al método descrito previamente en el párrafo 7.9 y 

mantenidos a 30°C con aireación continua y filtrada a través de una membrana de 

0.02 µm para su eclosión. Por quintuplicado, 30 nauplios fueron colocados en tubos 

con 10 mL de ASW estéril e inoculados con 600 µL de los ECP´s. Los tubos fueron 

mantenidos por 48 h a 35°C y la supervivencia de los nauplios fue comparada con 4 

controles: 1) control axénico, 2) control de los ECP´s de V. parahaemolyticus sin 

fago, 3) control de PBS y 4) control de SDS (DL50) como referencia de toxicidad. 

 

7.12 Análisis estadísticos 

Se realizaron pruebas de normalidad y homocedasticidad de los datos; en los 

casos en que se cumplieron ambos supuestos, los datos fueron analizados mediante 

ANDEVA, de lo contrario, se realizó el análisis no paramétrico Kruskal-Wallis usando 

el programa Statistica®. Para detectar el tratamiento o los tratamientos que 

presentaron diferencias significativas, se aplicó una prueba de Tukey.  
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8. RESULTADOS 
 
8.1 Inducción de lisógenos  

La incorporación de los fagos a las bacterias o infección experimental ocurrió 

tanto en medio sólido como en medio líquido, sin embargo, el método de inducción 

parece ser determinante para la detección de lisógenos. Se observó que los fagos 

probados en el presente estudio no responden a las condiciones de inducción 

propuestas por Zabala y colaboradores (2009) puesto que no se detectaron fagos 

viables después 12 min de radiación con luz UV, mientras que con el método 

propuesto por Raya y Hébert (2009) fue posible detectar la formación experimental 

de lisógenos. Cabe mencionar que con el lavado de las células previo a la radiación 

con luz UV, se reducen los fagos libres y con ello se elimina la posibilidad de que el 

efecto sobre V. parahaemolyticus en prueba de gota después de la inducción sea 

causada por éstos. 

 

De este modo, se obtuvieron lisógenos de V. parahaemolyticus con 8 de los 

fagos probados (α, 2, E2, S, ESE, 5c, 5s  y 5+++). Lo anterior fue corroborado con la 

observación de zonas turbias en pruebas de gota posterior al método de inducción 

(Figura 1). Un lisógeno de cada fago se seleccionó y criopreservó en glicerol al 50% 

hasta su posterior uso.  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 1. Formación de placa del fago ESE sobre un cultivo de V. parahaemolyticus. 
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Los lisógenos de los fagos γ y W no fueron detectados con ninguno de los 

métodos de inducción utilizados en el presente estudio por lo que no pudieron ser 

utilizados en la determinación de los cambios bioquímicos de V. parahaemolyticus. 

 

8.2 Evaluación de la producción de enzimas extracelulares con la galería Api 
Zym  

Se observó que el caldo marino interfiere con la coloración establecida en la 

galería Api Zym y dificulta la determinación enzimática, por lo que se empleó ASW 

como medio de suspensión bacteriana. Por otra parte, ya que no se observaron 

diferencias en las enzimas producidas en las suspensiones de 0 y 6 h, se optó por 

inocular la galería a partir de suspensiones de 0 h de incubación. 

 

En las galerías API, se observaron diferencias en la cantidad de algunas 

enzimas  producidas por los lisógenos entre las que se incluyen lipasas, proteasas, 

oxidasas y una fosfatasa; sin embargo, estas diferencias sólo fueron significativas 

(p˂0.05) en la producción de Lipasa C14. Así mismo, se observó que los fagos E2 y 

S, inducen la producción de otras enzimas en V. parahaemolyticus: α-glucosidasa y 

α-galactosidasa, respectivamente (Tabla II).  
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Tabla II. Parámetros estadísticos de la producción enzimática (media/desviación estándar) y nivel de significancia (p) 
 

Enzima Control 
Vp 

Lisógeno p α 2 E2 S ESE 5c 5s 5+++ 
3. Esterasa 
(C4) 20/sv 40/sv 11.67/7.64 30/sv 16.67/11.55 16.67/5.77 13.33/5.77 13.33/5.77 13.33/5.77 0.3180 

4. Esterasa 
lipasa (C8) 23.33/5.77 23.33/5.77 20/sv 30/sv 23.33/5.77 20/sv 20/sv 20/sv 20/sv 0.0620 

5. Lipasa 
(C14) 13.33/5.77ab 10/sva 6.67/2.89ac 13.33/5.77ab 16.67/5.77b 5/svc 13.33/5.77ab 10/svb 8.33/2.89ab 0.0336 

6. Leucina 
arilamidasa 30/sv 26.67/5.77 23.33/11.55 33.33/5.77 30/sv 10/sv 26.67/5.77 30/sv 23.33/11.55 0.1044 

7. Valina 
arilamidasa 10/8.66 6.67/2.89 6.67/2.89 10/8.66 6.67/2.89 5/sv 6.67/2.89 6.67/2.89 5/sv 0.9512 

8. Cistina 
arilamidasa 10/8.66 6.67/2.89 6.67/2.89 10/8.66 6.67/2.89 5/sv 6.67/2.89 6.67/2.89 5/sv 0.9512 

10. α-
quimiotripsina 6.67/2.89 6.67/2.89 5/sv 6.67/2.89 6.67/2.89 5/sv 6.67/2.89 6.67/2.89 5/sv 0.8819 

12. Naftol 
fosfohidrolasa 13.33/5.77 10/sv 6.67/2.89 6.67/2.89 8.33/2.89 13.33/5.77 13.33/5.77 10/sv 13.33/5.77 0.1267 

13. α-
galactosidasa 0/0 0/0 0/0 0/0 2.33/2.89 0/0 0/0 0/0 0/0 0.0341 

16. α-
glucosidasa 0/0 0/0 0/0 3.33/2.89 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0.0341 

 
18. Quitinasa 1.67/2.89 3.33/2.89 1.67/2.89 3.33/2.89 6.67/5.77 3.33/2.89 3.33/2.89 0/0 3.33/2.89 0.5877 

              sv  sin variación
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El perfil enzimático completo de V. parahaemolyticus sin fago se muestra en el 

Apéndice I. 

 

Las siguientes enzimas se mantuvieron sin cambios en V. parahaemolyticus 

con y sin fago: a) enzimas no producidas, β-galactosidasa, β-glucuronidasa, β-

glucosidasa, α-manosidasa y α-fucosidasa; b) enzimas producidas, fosfatasa 

alcalina, tripsina y fosfatasa ácida.  

 

Por otra parte, se determinó que los fagos no inducen cambios evidentes en la 

producción de lipasas, proteasas, amilasas y hemolisinas de la bacteria (Tabla III). 

 

Tabla III. Efecto de los fagos en la producción de enzimas de V. parahaemolyticus. 

LISÓGENO LIPASAS PROTEASAS AMILASAS TIPO DE 
HEMÓLISIS 

Control Vp + + + α 

α + + + α 

2 + + + α 

E2 + +     + α 

S + + + α 

ESE + + + α 

5c + + + α 

5s + + + α 

5+++ + + + α 

+ actividad enzimática positiva    α hemólisis alfa 
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8.3 Determinación del uso de fuentes de carbono 

Los fagos probados inducen cambios en el perfil del uso de fuentes de 

carbono de V. parahaemolyticus (Tabla IV). Los lisógenos α, 2, E2, S, ESE y 5+++ 

mostraron actividad frente a nuevos sustratos que no son empleados por la bacteria 

en ausencia de los fagos (Tabla V).  

 

La actividad de V. parahaemolyticus sobre los siguientes sustratos no se vio 

modificada por la presencia de los fagos: A) Sustratos no oxidados, N-Acetil-D-

Galactosamina, Adonitol,  I-Eritritol, Gentiobiosa, M-Inositol, Xylitol, Ácido Lactona D-

Galactónico, Ácido D-Galacturónico, Ácido D-Glucosamínico, Ácido D-Glucurónico, 

Ácido β-Hidroxibutírico, Ácido γ-Hidroxibutirico, Ácido Itacónico, Ácido Malónico,  

Ácido D-Sacárico, Ácido Sebácico, Glucuronamida, L-Fenilalanina, D-Serina, D,L-

Carnitina, Ácido γ-Aminobutírico, Fenietilamina, 2-Aminoetanol, 2,3-Butanediol; B) 

Sustratos oxidados, α-Ciclodextrina, Dextrina, Glicógeno, N-Acetil-D-Glucosamina, L-

Arabinosa, D-Fructosa, D-Galactosa, D-Manitol, D-Manosa, β-Metil-D-Glucósido, D-

Trealosa, Ácido D-Glucónnico, Ácido D,L-Láctico, Ácido L-Aspártico, Ácido L-

Glutámico, Ácido Glicil-L-Glutámico. 

 

Las fuentes de carbono usadas por V. parahaemolyticus sin fago se muestran 

en el Apéndice II. 
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Fuente de carbono Mayor actividad Menor actividad Inhibición de actividad 

Tween 40  2, E2, ESE, 5s   

Tween 80  2, E2, 5s  

D-celobiosa   E2, S, 5s, 5+++ 

α –D-glucosa  E2  

α –D-lactosa   Todos 

Lactulosa   Todos 

D-melibiosa α  E2, S, 5s, 5+++ 

D-psicosa  2, E2, S, 5+++  

L-ramnosa   Todos 

D-sorbitol α  E2, S, ESE, 5s, 5+++ 

Sucrosa   Todos 

Turanosa  ESE 2, E2, S, 5s, 5+++ 

Ácido pirúvico metil-ester  2, E2, 5+++   

Ácido succínico mono-metil-ester  E2  

Ácido acético  E2 2 

Ácido cis-aconítico  2,E2, S, ESE,5s,5+++  

Ácido cítrico α  Todos, excepto α 

Ácido  α-hidroxibutírico α  E2, 5s, 5+++ 

Ácido  α-ketobutírico α  2, E2, S, ESE, 5s, 5+++ 

Ácido α-ketoglutárico α, 2  5s 

Ácido  α-ketovalérico   2, E2, S, ESE, 5s, 5+++ 

Ácido succínico  E2, 5s  

Tabla IV. Cambios en el uso de fuentes de carbono de V. parahaemolyticus por conversión lisogénica 
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Ácido bromosuccínico  5+++  

Ácido succinámico  2, E2, S, ESE, 5s, 5+++  

L-alaninamida α, 2  5s 

D-alanina α  5s 

L-alanina α  2, E2, S, 5s, 5+++ 

L-alanilglicina α  2, E2, 5s 

L-asparagina  E2, 5+++ 5s 

Ácido glicil-L-aspártico  5s  

L-histidina   ESE, 5s 

Hidroxi-L-prolina  Todos  

L-ornitina  ESE E2, S, 5s, 5+++ 

L-prolina  2, E2, S, 5+++  

L-serina  2, E2, S, 5s, 5+++  

D,L-α-glicerolfosfato  E2, S, 5s  

α-D-glucosa-1-fosfato  E2 2 
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Tabla V. Otras fuentes de carbono usadas por V. parahaemolyticus infectada con 

fagos. 

Fuente de carbono Lisógeno 

Maltosa Todos los lisógenos 

L-fucosa α 

D-rafinosa α, 2 

Ácido fórmico 2 

Ácido p-hidroxi fenilacético α 

Ácido propiónico α, E2, S, 5+++   

Ácido quínico α 

Ácido L-piroglutámico 2, S, 5+++ 

L-treonina α, 2. S  

Ácido urocánico α, ESE 

Putrescina 2, S, 5+++ 

 

8.4 Hidrofobicidad 
La hidrofobicidad de V. parahaemolyticus en estado lisogénico se modifica de 

nula a moderada para todos los lisógenos, excepto con los lisógenos 5c y 5s. Sin 

embargo, los análisis estadísticos demuestran que las diferencias en la 

hidrofobicidad de V. parahaemolyticus sólo son significativas (p˂0.05) cuando es 

lisogenizado por los fagos E2 y ESE (Tabla VI). 

 
Tabla VI. Hidrofobicidad de Vibrio parahaemolyticus en estado lisógeno. 

Cepa Hidrofobicidad p 

Vp sin fago 12.66667  
Lis 5c 8.000000 0.968095 
Lis 5s 10.66667 0.999902 
Lis α 25.33333 0.136952 
Lis 2 22.66667 0.369459 
Lis E2 29.66667 0.019369 
Lis S 23.33333 0.295181 
Lis ESE 30.00000 0.016532 
Lis 5 +++ 20.66667 0.638512 
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8.5 Efecto de los lisógenos en la supervivencia de Artemia  

En la prueba de reto con Artemia, se observó una disminución  significativa 

(p<0.01) de la supervivencia a las 48 h en los tratamientos con los lisógenos α, 2 y 

E2 (Figura 2, Apéndice IV).  

 

 

  

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Supervivencia de nauplios de Artemia a las 48 h post-infección con V. 

parahaemolyticus y lisógenos. 

 

Por medio de los resultados obtenidos con ANDEVA se determinó que la 

supervivencia de los nauplios infectados con los lisógenos S, ESE, 5c, 5s, 5+++ y las 

mezclas Vp/fago γ y Vp/fago W no es significativa (p˃0.05) con respecto a la 

supervivencia encontrada en los tratamientos con V. parahaemolyticus sin fago 

(Figura 3, Apéndice IV). 
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Figura 3. Efecto de los lisógenos en la supervivencia de Artemia. En el caso de Vp/γ 

y Vp/W ver detalles en el texto. 
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Los nauplios dañados mostraron letargo en el nado, lesiones intestinales 

identificadas por distención en el tracto posterior y presencia de coloración roja y/o 

negra a lo largo de todo el cuerpo. 

 
8.6 Efecto de los lisógenos en la supervivencia de camarón 

Hay diferencias significativas (p˂0.05) entre la supervivencia obtenida en el 

control axénico y la todos los tratamientos, incluyendo el control de V. 

parahaemolyticus Sin embargo, la supervivencia en los tratamientos con la mezcla 

Vp/γ fue significativamente menor que el resto por lo que ésta disminución podría 

sugerir el incremento en la virulencia de la bacteria debida al fago (Figura 4, 

Apéndice IV). En las larvas de todos los tratamientos, exceptuando las del control 

axénico, se observaron daños en los lóbulos furcales y excitación de cromatóforos; 

en algunos tratamientos las larvas presentaron anorexia y letargo (Figura 5). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Supervivencia de larvas de camarón infectadas con lisógenos y mezclas 

bacteria-fago.  
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Figura 5. Daños producidos por los lisógenos en larvas de camarón. A) daños en lóbulos furcales; B) melanización; C) 

excitación de cromatóforos; D) daños en cefalotórax; E) daño en la base de los pedúnculos oculares.
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8.7 Efecto de los ECP´s en la supervivencia de Artemia 

En las pruebas realizadas con el lote 1 se observó una disminución 

significativa (p˂0.05) en la supervivencia de los nauplios con los tratamientos de los 

lisógenos 5c y 5+++, comparada con los demás tratamientos, incluyendo la DL50 de 

SDS (Figura 6A, Apéndice V). Los nauplios del lote 2, sólo fueron sensibles a los 

ECP´s del lisógeno 5+++, lo que se vio reflejado en una disminución significativa 

(p˂0.05) en la supervivencia (Figura 6B, Apéndice V). Al igual que con la DL50 de 

SDS, la sensibilidad de los nauplios a los ECP´s aparentemente depende de la 

calidad del lote y, en consecuencia, del estado de salud de los organismos. 

 

Cabe mencionar que en ambos lotes los nauplios fueron más sensibles a los 

ECP´s del lisógeno 5+++ que al SDS, lo cual sugiere que podría tratarse de una 

toxina. 
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Figura 6. Efecto de los ECP´s en la supervivencia de Artemia. A) lote 1, B) lote 2 



35 
 

9. DISCUSIÓN 
 
9.1 Inducción de profagos 

Cuando una bacteria es lisogenizada puede adquirir nuevas características 

que están involucradas o no en la virulencia. De manera natural las bacterias liberan 

compuestos, ya sea con actividad antimicrobiana, o relacionados con la virulencia, 

así como enzimas que hidrolizan diversas moléculas  (Nair & Simidu, 1987; Arnosti & 

Repeta, 1994; Manefield et al., 2000). Por lo anterior es importante asegurar la 

formación de lisógenos, ya que son indispensables para poder evaluar los cambios 

que ocurren en las bacterias tras la infección con fagos.  

 

A pesar que se ha reportado que la infección con fagos no es un proceso 

sencillo (Rojas, 2005) en el presente trabajo la formación experimental de lisógenos 

ocurrió con dos de los métodos usados. Sin embargo, la detección de las colonias 

lisogénicas implica ajustes en el método y el tiempo de inducción, pues no todos los 

lisógenos son inducidos con un solo tratamiento. Aunque se ha reportado que la 

producción de fagos inducidos con mitomicina C es mayor que la inducida con luz UV 

(Weinbauer & Suttle, 1996), este último es un tratamiento menos agresivo y tóxico 

por lo que fue seleccionado como agente inductor para el presente estudio. En la 

mayoría de los reportes de inducción con UV, se indican tiempos cortos de 

exposición (Lwoff et al., 1950; Jiang & Paul, 1998; Raya & Hébert, 2009). Esto 

también coincide con lo observado en el presente trabajo donde fueron suficientes 30 

s para la inducción de lisógenos. Se ha reportado que tiempos de 60, 90 y 120 s 

resultan en la activación del ciclo lítico de profagos (Lwoff et al., 1950). No obstante 

que Zabala y colaboradores (2009) establecieron que 12 min de exposición de los 

lisógenos a la luz UV es suficiente para inducir la replicación del fago, la inducción de 

los lisógenos reportados en este estudio se afectó a los 3 min de exposición a luz 

UV, ya que no se detectaron fagos sobre V. parahaemolyticus en la prueba de gota.  

Tark (2009) menciona que el espectro de luz UV de 295 a 320 nm es absorbido por 

el ADN, lípidos y proteínas, por lo que de acuerdo con lo observado, es posible 

deducir que tiempos de exposición a luz UV superiores a 3 min causaron daños 
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irreparables en el ADN y posiblemente en algunas proteínas involucradas en la 

reparación de la molécula, lo que a su vez inhibió la activación del ciclo lítico de los 

fagos por lo que no fueron detectados en las pruebas de gota. 

 

Los fagos γ y W no fueron detectados después de aplicar el método de 

inducción. Existen casos de lisogenia donde el genoma del fago se inserta en el 

cromosoma bacteriano y se requiere de métodos de inducción con mitomicina C que 

ha sido reportada como un agente inductor más potente que la luz UV para lisógenos 

de Listeria spp. (Loessner et al., 1991; Khemayan et al., 2006; Pasharawipas et al., 

2008). Es probable que los fagos γ y W hayan requerido de sustancias químicas 

como ésta, ya que no fue posible detectar la liberación de estos fagos aun 

exponiendo las células hasta 12 min a luz UV, por lo que a falta de evidencias de la 

formación de lisógeno se decidió omitirlos. 

 

9.2 Cambios en las propiedades de V. parahaemolyticus por conversión 
lisogénica  

En el presente estudio se determinó que los fagos lisogénicos modifican de 

formas diversas las propiedades de V. parahaemolyticus. Todos los fagos estudiados 

modifican algunos atributos fisiológicos de la bacteria, relacionados básicamente con 

su crecimiento y reproducción, como es el uso de determinadas fuentes de carbono y 

la producción de algunas enzimas.  

 

Los grupos enzimáticos en los que se observaron más modificaciones por la 

presencia de los fagos fueron las lipasas (esterasa C4, esterasa lipasa C8 y lipasa 

C14) y proteasas (leucina arilamidasa, valina arilamidasa, cistina arilamidasa y α-

quimiotripsina) involucradas básicamente en el crecimiento bacteriano. Y, aunque no 

se observaron diferencias significativas en la cantidad de enzima liberada con 

respecto a la bacteria sin fago, se observó una tendencia a disminuir su producción, 

lo que podría sugerir una menor necesidad energética de la bacteria. Vidgen y 

colaboradores (2006) encontraron que el fago VHML inhibe la producción de algunas 

enzimas así como el uso de D-gluconato. Así mismo, Chen y colaboradores (2005) 
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encontraron que después de la infección con el fago λ el gen pckA de E. coli, que 

codifica un gen crítico para la gluconeogénesis, se suprime completamente. Ya que 

se ha propuesto que la lisogenia es una estrategia para la supervivencia del fago 

bajo condiciones desfavorables (Mobberley et al., 2010), es posible que estas 

características se empleen para conservar energía y asegurar la supervivencia bajo 

determinadas condiciones (Paul, 2008). Así mismo, el uso de fuentes de carbono de 

la bacteria también se modifica por la infección con fagos lisogénicos. De acuerdo 

con los resultados obtenidos en el sistema BIOLOG se determinó que V. 

parahaemolyticus asimila parcialmente la melibiosa como fuente de carbono, sin 

embargo, cuando es infectada con el fago S la utilización de esta fuente se suprime; 

a su vez, el fago induce la expresión de la enzima α-galactosidasa que actúa sobre la 

melibiosa liberando glucosa y galactosa que V. parahaemolyticus utiliza de manera 

más eficiente. Esta enzima ha sido reportada en otras especies como el hongo 

Aspergillum niger y la bacteria hipertermófila Thermotoga marítima donde es 

altamente estable a 85°C (Liebl et al., 1998; Vries et al., 1999). La enzima también es 

utilizada para el tratamiento de la enfermedad de Fabry en humanos (Ortiz y Marrón, 

2003). De igual manera se determinó que la maltosa no es utilizada como fuente de 

carbono por V. parahaemolyticus sin fago, sin embargo, como lisógeno es capaz de 

utilizarla o hidrolizarla ya que el fago E2 indujo la expresión de maltasa, una enzima 

que hidroliza la maltosa liberando los mismos monosacáridos ya mencionados 

anteriormente. Resultados similares obtuvieron Blashka y colaboradores (1982), 

quienes detectaron una baja utilización de glucosa y glucosa-6-fosfato en células no 

infectadas de Anacystis nidulans, sin embargo, después de la infección con el fago 

AS-1 la asimilación de estos compuestos se incrementó marcadamente. En este 

sentido la conversión lisogénica puede proporcionar a la bacteria ventajas 

adaptativas sobre cepas relacionadas no lisógenas bajo situaciones ecológicas 

especiales. Es decir, los lisógenos de V. parahaemolyticus podrían ocupar nuevos 

nichos y aprovechar nuevos sustratos si estos se encuentran disponibles, al mismo 

tiempo pueden emplear rutas alternativas para la obtención de sus requerimientos 

nutricionales o inhibir algunas de ellas para conservar energía hasta que se 

presenten condiciones favorables para el crecimiento y reproducción bacterianos. 
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Campbell (2006) menciona que durante la lisogenia los fagos inhiben o 

codifican algunas enzimas usadas para su replicación, cuando se encuentran 

insertados en el cromosoma o como plásmidos, respectivamente. Por otra parte, 

Vidgen y colaboradores (2006) sugieren que las variaciones en el fenotipo son 

producidas por los sitios en los que se inserta el fago dentro del cromosoma 

bacteriano. Los resultados obtenidos en el presente estudio apoyan esta hipótesis 

dado que V. parahaemolyticus pudo utilizar o no determinadas fuentes de carbono al 

estar en asociación con cada fago.  

 

Se ha sugerido que las hemolisinas pueden contribuir a la patogenicidad de 

una bacteria (Liu et al., 1996). Estudios previos han reportado que la infección de V. 

harveyi con el fago denominado VHML (Oakey & Owens, 2000) incrementa la 

actividad hemolítica de la bacteria y, en consecuencia, la capacidad de la bacteria 

para inducir mortalidades en el salmón del Atlántico y Artemia (Austin et al., 2003; 

Munro et al., 2003). Sin embargo, no todas las bacterias patógenas poseen esta 

propiedad. Sudhesh y Xu (2001) determinaron una baja producción de hemolisinas 

en la cepa 25C de V. parahaemolyticus siendo altamente virulento para Penaeus 

monodon. Así mismo, en el presente estudio no se observó un incremento en la 

actividad hemolítica de los lisógenos con respecto a la actividad hemolítica de V. 

parahaemolyticus sin fago y en consecuencia no hubo una relación directa entre 

estas observaciones y la virulencia hacia Artemia y camarón.  

 

Con respecto a la hidrofobicidad de la bacteria, se observó que ésta también 

se modifica después de la infección con fagos lisogénicos de nula a moderada. 

Resultados similares obtuvieron Lachica y colaboradores (1984), quienes observaron 

un incremento en la hidrofobicidad de Yersinia enterocolitica al ser infectada con un 

plásmido virulento y sugieren que esta característica modula la adherencia de la 

bacteria al tejido epitelial durante la patogénesis. Por lo tanto, el carácter hidrofóbico 

de la superficie bacteriana es una propiedad importante en la interacción parásito-

hospedero (Dai et al., 1992). La mayoría de los fagos del presente estudio 

incrementaron la hidrofobicidad de V. parahaemolyticus, no obstante, tampoco se 
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observó una relación directa entre estas observaciones y las mortalidades inducidas 

en las pruebas de reto.  

 

Se ha reportado que todos los Vibrios patógenos liberan quitinasas (Baumann 

et al., 1980), lo que coincide con los resultados obtenidos en este estudio. La galería 

Api Zym incluye 1-naftil-N-acetil-βD-glucosaminido como sustrato para determinar la 

producción de quitinasa. La mayoría de los fagos incrementó la producción de esta 

enzima en V. parahaemolyticus lo que en conjunto con el carácter hidrofóbico, 

podrían explicar la variación en la manifestación de los daños producidos por la 

bacteria en los larvicultivos de camarón. Finalmente, la patogenicidad es un 

mecanismo multifactorial, y un sólo factor no puede ser determinante del grado de 

virulencia bacteriana.  

 
9.3 Incremento en la virulencia bacteriana mediada por fagos 

En el presente estudio se demostró que algunos fagos lisogénicos pueden 

mediar la virulencia de V. parahaemolyticus hacia Artemia y camarón. 

 

Por cuestiones de manejo, la prueba de reto con Artemia se llevó a cabo en 

tres partes, incluyendo en cada caso un control axénico y un control con la bacteria 

sin fago. En el primer reto (fagos α, 2 y E2), se observaron mortalidades altamente 

significativas (p˂0.01) en los nauplios; del 32% con el lisógeno α, del 36% con el 

lisógeno E2 y hasta un 47% con el lisógeno 2, comparadas con las mortalidades 

producidas por la bacteria sin fago (12%). Estos resultados coinciden con lo 

reportado por Austin y colaboradores (2003), quienes observaron un incremento en 

la mortalidad hasta del 100% en nauplios de Artemia a las 48 h de ser infectados con 

lisógenos de V. harveyi. En el segundo (fagos S, 5s y 5+++) y tercer reto (fagos ESE, 

5c y las mezclas Vp/fago γ y Vp/fago W) no se encontraron diferencias significativas 

entre los tratamientos.  

 

En lo que respecta al camarón el porcentaje de mortalidad con los lisógenos α, 

S y 5s, fue mayor que el observado en nauplios de Artemia (61%) sin embargo, en 
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este caso la bacteria sin fago también provocó una mortalidad significativa (43%). No 

obstante, en el tratamiento con la mezcla Vp/fago γ se observó una mortalidad del 

91%, siendo ésta significativa (p˂0.01) con respecto al control axénico y al control de 

la bacteria sin fago.   

 

De manera general, los crustáceos poseen un sistema de defensa basado en 

efectores celulares y humorales para eliminar microorganismos potencialmente 

infecciosos (Rendón & Balcázar, 2003), por lo que se esperaba que los resultados 

obtenidos con el modelo de camarón fueran similares a los obtenidos con el modelo 

de Artemia. Sin embargo, de acuerdo con los datos obtenidos, los nauplios de 

Artemia fueron más sensibles a la virulencia de los lisógenos. Se ha reportado que el 

exoesqueleto de Artemia es fino (˂1 mm), flexible y no está calcificado (Bartolomé, 

2005) a diferencia del exoesqueleto del camarón que se encuentra mineralizado con 

carbonato de calcio como principal componente inorgánico y trazas de magnesio y 

fosfato (Vijayan & Diwan, 1996). Es probable que esta característica influyera en los 

resultados obtenidos, pues como se mencionó previamente, los fagos incrementaron 

la hidrofobicidad y producción de quitinasa de V. parahaemolyticus, lo que convierte 

a la Artemia en una presa más susceptible reflejándose en los daños producidos en 

los nauplios y las altas mortalidades encontradas con algunos lisógenos. 

 

Por otra parte, en la prueba de reto con camarón, la mortalidad producida en 

todos los tratamientos podría ser consecuencia de la baja calidad de las larvas, lo 

que también se vio reflejado en la baja supervivencia del control axénico (23%). Para 

alcanzar la maduración de los camarones en los laboratorios, se les somete a un 

proceso de ablación unilateral, es decir, la eliminación de un pedúnculo ocular de las 

hembras que inhibe la hormona inhibidora de la gónada y permite que la maduración 

de los ovarios sea de forma continua, lo que trae como consecuencia un deterioro en 

la calidad del desove (Bray & Lawrence, 1990; Harrison, 1990; Hidalgo, 1997). Los 

desoves de las hembras producen un gran desgaste fisiológico y con el tiempo la 

cantidad y calidad de los nauplios disminuye (Hidalgo, 1997). Cabe mencionar que 

cuando se realizó la prueba de reto con camarón la producción en la granja estaba 
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por concluir por lo que los organismos proporcionados probablemente provenían de 

hembras con un gran desgaste fisiológico, lo cual se vio reflejado en la baja 

supervivencia de los organismos en el control axénico y en el mayor grado de 

infección con V. parahaemolyticus con y sin fago. Por este motivo es importante 

realizar las pruebas de reto con larvas de los desoves de las hembras tienen un 

desgaste fisiológico menor.  

 

9.4 Efecto de los ECP´s de los lisógenos en la supervivencia de Artemia 
Productos extracelulares (ECP´s) obtenidos a partir de algunas cepas de 

Vibrio han sido reportados como factores de virulencia en un amplio rango de 

organismos marinos (Fukasawa et al., 1988; Austin et al., 2005). Entre los productos 

extracelulares del género Vibrio se incluyen exoenzimas y exotoxinas, sin embargo, 

en acuicultura poco se sabe acerca de los cambios en la toxicidad de los mismos 

después de una infección con fagos lisogénicos.  

 

En este estudio, la toxicidad de los ECP´s de los lisógenos de V. 

parahaemolyticus fue evaluada en nauplios de Artemia por la facilidad de su manejo 

y porque ha sido reportada en pruebas estándar de toxicidad. El daño producido por 

los ECP´s de los lisógenos α, 2 y E2, que causaron altas mortalidades en la prueba 

de reto con Artemia, no fue significativamente diferente al efecto de la bacteria sin 

fago. Por el contrario, los ECP´s del lisógeno 5+++ causaron una disminución 

significativa en la supervivencia de Artemia. Es posible que el proceso de 

patogénesis del lisógeno 5+++ involucre la presencia de compuestos altamente 

tóxicos. Se ha reportado que las exotoxinas pueden ser secretadas al medio de 

cultivo bacteriano o permanecer temporalmente en el citoplasma o periplasma y ser 

liberadas durante la lisis bacteriana (Salyers & White, 1994). Esto explicaría el hecho 

de que el lisógeno 5+++ no causó mortalidades significativas en las pruebas de reto, 

pero sí sus productos extracelulares. Así mismo, teniendo en cuenta que el SDS es 

un compuesto puro y que los ECP´s están constituidos por una serie de compuestos 

donde sólo una pequeña parte correspondería a una posible toxina, se sugiere que el 

lisógeno 5+++ induce la expresión de una molécula altamente tóxica. Nair y Simidu 
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(1987) reportaron que la cepa V. parahaemolyticus 17802 produce una forma 

anhidrada de la tetrodotoxina, una forma ligeramente tóxica, que es convertida a 

tetrodotoxina en suspensión, una forma altamente tóxica. Esto sugiere que el fago 

5+++ podría haber inducido un incremento en la expresión de esta toxina o alguna 

similar lo que explicaría algunos de los síntomas observados en Artemia y camarón, 

como el letargo. Ruangpan y colaboradores (1999) también sugirieron la posibilidad 

de que el incremento en la virulencia de lisógenos de V. harveyi podría estar 

relacionado con la producción de una toxina ya existente promovida por el fago. No 

obstante, es probable que el genoma del fago sea el que codifique un compuesto con 

propiedades altamente tóxicas.  

 

En el presente estudio se trabajó con dos lotes de Artemia, tanto para 

estandarizar el ensayo con SDS como para evaluar la toxicidad de los ECP´s. La 

DL50 de SDS fue evaluada con cada 2 lotes con fechas de apertura diferentes. Se ha 

reportado que la baja calidad de los quistes se ve reflejado en una baja eclosión si 

han permanecido enlatados por mucho tiempo (Valverde, 2006), lo que coincide con 

lo observado con el lote 1, así mismo esto podría reflejarse en la susceptibilidad de 

los quistes y nauplios a infecciones. Los resultados del presente estudio demuestran 

que los nauplios del lote 1 fueron más susceptibles, pues los ECP´s de los lisógenos 

5c y 5+++ causaron 100% de mortalidad en 48 h, en tanto que en los nauplios del 

lote 2 se observó un 91% de mortalidad en los tratamientos con los ECP´s del 

lisógeno 5+++. Esta condición apoya la idea de que las infecciones por parte de los 

patógenos oportunistas se presentan con mayor frecuencia en organismos 

inmunosuprimidos.  
 
9.5 Implicaciones de la conversión lisogénica en la camaronicultura 

En acuicultura de camarón, la lisogenia tiene implicaciones importantes, pues 

un fago puede ser portador de genes de resistencia y cuando éste es capaz de 

infectar a más de un hospedero, surge la posibilidad de intercambio genético entre 

las bacterias, que desde el punto de vista de salud humana, puede implicar el 

intercambio de genes de resistencia a los antibióticos (Flegel et al., 2005). Por otra 
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parte, cuando los fagos aislados de patógenos de camarón son portadores de genes 

de virulencia, inducen mayores mortalidades en los cultivos.  
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10. CONCLUSION 
 

 Los fagos lisogénicos estudiados en el presente estudio modifican los atributos 

fisiológicos de V. parahaemolyticus, los cuales se ven reflejados en cambios en la 

hidrofobicidad, así como en la producción de enzimas y el uso de determinadas 

fuentes de carbono. 

 

 Los cambios en la fisiología de V. parahaemolyticus inducidos por fagos no son 

determinantes de virulencia para Artemia y camarón. 

 

 Los fagos lisogénicos α, 2 y E2 incrementan significativamente la virulencia de V. 

parahaemolyticus hacia nauplios de Artemia. 

 

 La mezcla Vp/γ induce un incremento significativo en la virulencia de V. 

parahaemolyticus hacia larvas de camarón, en tanto que los demás lisógenos 

median los signos aparentes de vibriosis en los organismos. 

 
 El efecto de los lisógenos en la supervivencia de Artemia no está directamente 

relacionado con lo observado en larvas de camarón. 
  

 Los productos extracelulares del lisógeno 5+++ inducen mortalidades 

significativas en Artemia. 
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11. RECOMENDACIONES 
 

 Puesto que los fagos γ y W no fueron inducibles con luz UV, se  recomienda el 

uso de sustancias químicas como la mitomicina C. 

 

 Diversos estudios han comparado métodos para la determinación de 

hidrofobicidad obteniendo resultados distintos con cada uno de ellos, por lo que 

se recomienda analizar la hidrofobicidad de los lisógenos de V. parahaemolyticus 

con otros métodos. 

 
 Para las pruebas de reto con camarón, se recomienda usar organismos de los 

desoves iniciales para obtener una mejor calidad de los nauplios. 
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APÉNDICE I 
MÉTODO API ZYM 

 

 
Figura 1. Ficha de referencia de color de la galería Api Zym 

 

    Tabla I. Perfil enzimático de Vibrio parahaemolyticus determinado a través de la 

galería Api Zym 

Enzima nanomoles Enzima nanomoles 

Fosfatasa alcalina >40 Cistina arilamidasa 20 

Esterasa (C4) 20 Tripsina >40 

Esterasa lipasa (C8) 20 α-quimiotripsina 10 

Lipasa (C14) 20 Fosfatasa ácida >40 

Leucina arilamidasa 30 Naftol AS-BI-fosfohidrolasa 20 

Valina arilamidasa 20 N-acetil-β-glucosaminidasa 5 
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APÉNDICE II 
FUENTES DE CARBONO USADAS POR V. parahaemolyticus 

 
Tabla IV. Fuentes de carbono utilizadas por V. parahaemolyticus sin infectar 

Fuente de carbono 

A2. α-Ciclodextrina C7. Sucrosa (±) F7. L-Alanilglicina (±) 

A3. Dextrina C8. D-Trealosa  F8. L-Asparagina 

A4. Glicógeno C9. Turanosa F9. Ácido L-Aspártico 

A5. Tween 40 C11. Ácido pirúvico Metil Ester F10. Ácido L-Glutámico 

A6. Tween 80 C12. Ácido succínico Mono-Metil-Ester F11. Ácido Glicil-L-Aspártico 

A8. N-Acetil-D-Glucosamina D1. Ácido acético F12. Ácido Glicil-L-Glutámico 

A10. L-Arabinosa D2. Ácido Cis-Aconitico G1. L-Histidina (±) 

A12. D-Celobiosa (±) D3. Ácido cítrico (±) G2. Hidroxi-L-Prolina 

B2. D-Fructosa D7. Ácido D-Glucónnico G4. L-Ornitina 

B4. D-Galactosa D10. Ácido α-Hidroxibutírico (±) G6. L-Prolina 

B6. α-D-Glucosa E3. Ácido α-Ketobutírico (±) G9. L-Serina 

B8.  α-D-Lactosa (±) E4.  Ácido α-Ketoglutárico (±) H2. Inosina 

B9. Lactulosa E5.  Ácido α-Ketovalérico (±) H3. Uridina 

B11. D-Manitol E6. Ácido D,L-Láctico H4. Timidina 

B12. D-Manosa E12. Ácido Succínico H9. Glicerol 

C1. D-Melibiosa  (±) F1. Ácido Bromosuccínico H10. D,L-α-Gliceolfosfato 

C2. β-Metil-D-Glucósido F2. Ácido Succínico H11. α-D-Glucosa-1-Fosfato 

C3. D-Psicosa F4. L-Alaninamida (±) H12. D-Glucosa-6-Fosfato 

C5. L-Ramnosa (±) F5. D-Alanina (±)  

C6. D-Sorbitol (±) F6. L-Alanina (±)  

(±) oxidación parcial de la fuente de carbono 
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APÉNDICE III 
Dosis Letal Media del SDS 

 

3.2.3 Dosis letal media (DL50) del SDS sobre nauplios de Artemia 
El Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) es una sustancia tóxica usada comúnmente como 

referencia en las pruebas de toxicidad. En nuestro estudio se evaluaron diferentes 

dosis del mismo para obtener la DL50 sobre dos lotes de quistes. Se preparó una 

solución stock pesando 8 mg de SDS (Sigma®) diluidos en 400 mL de agua 

desionizada para obtener una concentración final de 20 µg/mL. De manera 

simultánea y por triplicado, 30 nauplios de Artemia de cada lote, fueron colocados en 

tubos con 10 mL de ASW previamente estéril y ajustados a diferentes 

concentraciones de SDS a partir de la solución stock. Las concentraciones evaluadas 

fueron 2.5, 3, 3.5, 4, 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5, 7, 7.5, 8 y 10 µg/mL. Los tubos fueron 

incubados 48 h a 30°C y la supervivencia de los nauplios de fue comparada con un 

control axénico. 

 

4.1.3 DL50 de SDS 
Los análisis estadísticos demuestran que la calidad del lote influye directamente en la 

sensibilidad de Artemia ante compuestos tóxicos (Figura 1). La DL50 en el lote 1 fue 

menor que la del lote 2, lo que podría reflejar el estado de salud de los organismos. 
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Figura 1. DL50 de SDS sobre nauplios de Artemia. a) lote 1, b) lote 2 
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APÉNDICE IV 
ESTADÍSTICOS DE LAS PRUEBAS DE RETO 

 
                                             Tabla I. Nivel de significancia entre los tratamientos en Artemia 

 Muestra (1) (2) (3) (4) 
1 Control axénico     
2 Control Vp 0.0919    
3 Lisógeno α 0.0003 0.0083   
4 Lisógeno 2 0.0001 0.0002 0.0713  
5 Lisógeno E2 0.0002 0.0036 0.9752 0.1707 

 

 Muestra (1) (2) (3) (4) 
1 Control axénico     
2 Control Vp 0.7690    
3 S 0.3554 0.9313   
4 5s 0.1383 0.6078 0.9562  
5 5+++ 0.0453 0.2585 0.6353 0.9446 

 

 Muestra (1) (2) (3) (4) (5) 
1 Control axénico      
2 Control Vp 0.4701     
3 Lisógeno ESE 0.0545 0.6978    
4 Lisógeno 5c 0.0713 0.7846 0.9999   
5 Mezcla Vp/γ 0.1756 0.9747 0.9747 0.9916  
6 Mezcla Vp/W 0.0122 0.2510 0.9425 0.8921 0.6058 
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                Tabla II. Nivel de significancia entre los tratamientos en camarón 

 Muestra (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) 
1 Control axénico            
2 Control Vp 0.001           
3 Lisógeno α 0.000 0.837          
4 Lisógeno 2 0.032 0.837 0.068         
5 Lisógeno E2 0.000 1.000 0.983 0.532        
6 Lisógeno S 0.000 0.641 1.000 0.032 0.908       
7 Lisógeno ESE 0.000 1.000 0.908 0.745 1.000 0.745      
8 Lisógeno 5c 0.002 1.000 0.532 0.983 0.995 0.333 1.000     
9 Lisógeno 5s 0.000 0.745 1.000 0.047 0.956 1.000 0.837 0.427    
10 Lisógeno 5+++ 0.002 1.000 0.532 0.983 0.995 0.333 1.000 1.000 0.427   
11 Mezcla Vp/γ 0.000 0.001 0.032 0.000 0.002 0.068 0.001 0.000 0.047 0.000  
12 Mezcla Vp/W 0.001 1.000 0.745 0.908 1.000 0.532 1.000 1.000 0.641 1.000 0.000 
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APÉNDICE V 
ESTADISTICOS DE LA PRUEBA DE TOXICIDAD 

 
Tabla II. Nivel de significancia entre los tratamientos con los ECP´s de los lisógenos en Artemia (lote 1) 

 Muestra (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) 
1 Control axénico            
2 Control Vp 1.0000           
3 DL50 SDS 0.0994 0.0994          
4 Control PBS 1.0000 1.0000 0.1608         
3 Lisógeno α 1.0000 1.0000 0.0841 1.0000        
4 Lisógeno 2 1.0000 1.0000 0.1171 1.0000 1.0000       
5 Lisógeno E2 1.0000 1.0000 0.1327 0.9999 1.0000 1.0000      
6 Lisógeno S 0.1235 0.1235 1.0000 0.1876 0.1068 0.1424 0.1484     
7 Lisógeno ESE 0.9913 0.9913 0.7586 0.9988 0.9853 0.9952 0.9849 0.7301    
8 Lisógeno 5c 0.0001 0.0001 0.0169 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0679 0.0008   
9 Lisógeno 5s 1.0000 1.0000 0.2436 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.2561 0.9989 0.0002  
10 Lisógeno 5+++ 0.0001 0.0001 0.0169 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0679 0.0008 1.0000 0.0002 
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Tabla II. Nivel de significancia entre los tratamientos con los ECP´s de los lisógenos en Artemia (lote 2) 

 Muestra (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) 
1 Control axénico            
2 Control Vp 0.0250           
3 DL50 SDS 0.0001 0.0007          
4 Control PBS 0.4071 0.9763 0.0001         
3 Lisógeno α 0.4739 0.9878 0.0001 1.0000        
4 Lisógeno 2 0.5859 0.9669 0.0001 1.0000 1.0000       
5 Lisógeno E2 0.9998 0.1421 0.0001 0.8503 0.8788 0.9369      
6 Lisógeno S 1.0000 0.0114 0.0001 0.2516 0.3125 0.4097 0.9999     
7 Lisógeno ESE 1.0000 0.0524 0.0001 0.5941 0.6533 0.7590 0.9999 0.9999    
8 Lisógeno 5c 0.6969 0.9772 0.0001 1.0000 1.0000 1.0000 0.9724 0.5182 0.8489   
9 Lisógeno 5s 0.1911 0.9992 0.0001 0.9999 1.0000 0.9999 0.5941 0.1036 0.3240 0.9998  
10 Lisógeno 5+++ 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.000 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 
 


