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RESUMEN: La camaronicultura produce 4 millones de toneladas en el sudeste de Asia y América Latina. Sin
embargo, el mayor problema se debe al impacto de las enfermedades como AHPND (Acute Hepatopancreatic
Necrosis Disease), causada cepas de Vibrio parahaemolyticus. Las bacterias que habitan ambientes marinos son
capaces de producir agentes bactericidas potenciales. El presente trabajo esta enfocado a investigar la presencia
de bacterias de ecosistemas marinos que produzcan sustancias antimicrobianas y usarlas en alimento como
tratamiento. Los muestreos se realizaron en las costas de Sonora. La seleccién de realiz6 in vitro contra V.
parahaemolyticus AHPND (MC32) patdgenos. De 180 cepas, las mejores probiontes fueron la 36R, 13L y 36Y.
La biomasa se cosechd por centrifugacién para aplicar por aspersion (0.4 ml/g de alimento) en 500 g de alimento
comercial para camarén juvenil (Camaronina, Purina-Cargill) en cuatro dosis para los retos. Después de agregar
el in6culo de V. parahaemolyticus AHPND a los tratamientos, se registré la mortalidad cada hora y se grafico la
sobrevivencia, identificAndose dos Bacillus cereus (36R y 36Y) como los mejores probiéticos en los retos,
disminuyendo la mortalidad hasta en el 70 %.
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ABSTRACT: shrimp farm produce 4 million tons in South East Asia and Latin-America. However, the major
problem is due by diseases impacts as AHPND (Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease), caused by
pathogenic strains of Vibrio parahaemolyticus. Bacteria that inhabit marine environments can produce potential
bactericidal agents. This work is focused on investigating the presence of bacteria from marine ecosystems that
produce antimicrobial substances and use them in food as a treatment. Collection of samples were performed in
Sonora coasts. Selection of antagonist were made in vitro against pathogenic V. parahaemolyticus AHPND
(MC32). From 180 strains, the best probiotic strains were 36R, 13L y 36Y. The biomass was harvested by
centrifugation to apply by spray (0.4 ml / g of feed) in 500 g of commercial feed for juvenile shrimp
(Camaronina, Purina-Cargill) in four doses for each challenge. After adding the inoculum of V. Parahaemolyticus
AHPND to the treatments, mortality was recorded every hour, two Bacillus cereus (36R y 36Y) were identified
as the best probiotic, decreasing mortality up to 70%.
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INTRODUCCION

La produccion de crustaceos ha tenido un crecimiento anual promedio de 18% durante el periodo de
1970-2008, el cual supera por mucho el crecimiento de las demas especies acuicolas (FAO, 2010). A
nivel mundial la camaronicultura produce casi 4 millones de toneladas (Valderrama y Aderson, 2011).
La mayor produccion se centra en 12 paises entre el sudeste de Asia y América Latina. Sin embargo, el
mayor problema de esta actividad se debe al gran impacto de las enfermedades. La patologia viral mas
devastadora en acuacultura es el virus del sindrome de la mancha blanca (WSSV= White Spot
Syndrome Virus), debido a las altas mortalidades y persistencia en cultivos camaroneros de 1999 al
2013 (Galaviz-Silva et al., 2004). Sin embargo las enfermedades bacterianas también denotan gran
interés; la vibriosis es una de ellas, ampliamente distribuida y responsable de mortalidades en los
cultivos de camar6n (Lightner et al., 1996). Los vibrios son dificiles de erradicar del ambiente natural
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de produccidn, por tanto requieren de un enfoque de bioseguridad diferente en los cultivos. En 2009, se
reporté en Asia una enfermedad emergente, el Sindrome de la Mortalidad Temprana (EMS= Early
Mortality Syndrome), hoy designada como AHPND (Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease), la
cual ha causado pérdidas en los principales paises productores, valuadas en mas de mil millones de
ddlares. Es causada por varias cepas de Vibrio parahaemolyticus, las cuales producen una potente
toxina que afecta a los organismos (Flegel, 2012; Tran et al., 2013). Hernandez y Olmos (2004)
analizaron 15 muestras de Vibrio spp. de camarones sanos y enfermos de granjas de camarén y se
prob6 la patogenicidad. Dos cepas llamadas Z2 y Z3 fueron patdgenas causando el 100 % de
mortalidad. La caracterizacién molecular se realiz6 por RFLP y PCR, usando primers para diferenciar
la virulencia y reguladores transcripcionales o genes “quorum sensing”. Los primers disefiados para
luxN fueron especificos e identificaron las muestras como V. harveyi, Vibrio nigripulchritudo es otra
especie reportada como causante de mortalidades en Nueva Caledonia por Goarant et al. (2006),
asociadas las patologias llamadas “Sindromde de Verano” y “Sindrome 93”, fue identificada usando la
técnica de AP-PCR (PCR arbitrariamente primado). Haldar et al. (2007) reportaron mortalidades
masivas de P. monodon cultivado en Chenai, al sur de la India. Las bacterias V. parahaemolyticus y V.
cholerae fueron identificadas como los agentes etiol6gicos por pruebas bioguimicas y por
secuenciacion de la region 16SrRNA. En México desde el 2013 se presentaron grandes mortalidades en
granjas camaroneras del Noroeste, causando pérdidas del 80-100 % en la produccion (Soto-Rodriguez
etal., 2015).

Las bacterias que habitan ambientes marinos, son capaces de producir agentes bactericidas potenciales
(Kamat y Kerkar, 2011); incluso se han reportado otros que poseen propiedades antivirales,
antimicdticas, anticoagulantes y antitumorales (Molinski, 1993). El presente trabajo esta enfocado a
encontrar bacterias que antagonicen con estos patdgenos, pues el uso de probidticos o compuestos
antimicrobianos en alimento se perfilan como una herramienta alternativa para la prevencion y control
de patologias en organismos acuicolas. Los alimentos funcionales que contienen aditivos liberan
activos antimicrobianos en el tracto de los organismos cada vez que son alimentados, esto puede ser
una importante estrategia para prevenir enfermedades bacterianas como el EMS (Coutteau y Goossens,
2013). Lo anterior justifica el desarrollo y originalidad de este proyecto, aunado a investigar la
presencia de bacterias asociadas a sustratos marinos (camardn, bivalvos, algas y minas de sal) que
produzcan sustancias antimicrobianas, y las cuales puedan aplicarse en alimento como tratamiento
profilactico o terapéutico en el control de enfermedades de los cultivos de camaron.

MATERIALES Y METODOS

Los muestreos se realizaron en escolleras, esteros y depoésitos salinos de las siguientes regiones del Sur
de Sonora: Bahia de Lobos, Mélagos, La Atanasia, El Riito y Yavaros. Se colectaron los siguientes
especimenes: el camaron silvestre, los bivalvos se colectaron en canales de llamada. Las algas se
removieron del sustrato adherido en escolleras. El agua marina se tomé directamente con una bolsa de
plastico estéril (Whirl-pak, Nasco), a 15-30 cm de profundidad; y el sedimento salino se colecté en
bancos salinos naturales con espatula y bolsas estériles, a 20 cm de profundidad.

Bacteriologia de especimenes y aislamiento de cepas. Los moluscos bivalvos, camarones y algas se
lavaron y homogeneizaron, agregando 1 g en 9 ml de solucion salina (2% NaCl) para preparar la
suspension (Baez-Hidalgo, 2008). Del sedimento se agregd 1 g en 9 ml de solucion salina y se
homogenizé en vortex (Holt et al., 1994). Se sembraron 100 ul por extension en medios Agar soya
tripticasa (TSA, Difco) al 2% de NaCl y Agar Marino (AM, Difco). Se incubaron a 28-30°C (Binder,
BD) por 24, 48 y 72 h. Se seleccionaron diferentes bacterias considerando el morfotipo colonial,
coloracion y origen.

Para los retos de antagonismo se utilizaron cepas de V. parahaemolyticus aisladas de epizootias de
AHPND en cultivos camaroneros de Sonora (2013-2015) y cepas de referencia (ATCC y MTCC)
(Tabla 1).
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Tabla I. Cepas de trabajo y referencia utilizadas en el estudio.

Cepa Clave Fuente
Vibrio parahaemolyticus MC32 ITSON
(AHPND) B25 (Instituto Tecnoldgico de Sonora)
E14V2
Vibrio parahaemolyticus 11DC
Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802 ATCC (American Type Culture Collection)
Vibrio parahaemolyticus MTCC 451 MTCC (Microbial Type Culture Collection)

La seleccion inicial de las antagonistas Se  Tap|a 11. Cepas seleccionadas con potencial antagénico.

realizo con el método de estria cruzada [ cepa Localidad Espécimen

(CSM) a partir de un cultivo de 24 h. Del

. . L 36R- Bacillus cereus La Atanasia Salina
mismo modo Se prepar0 una Suspension con [~ Siiis sp. Lobos Salina
la cepa V. parahaemolytlfzus AHPND 13 Bacillus sp. Lobos Salina
(MC32) y se sembr6 en un angulo de 90° "35vB_cereus El Riito Hipersalina
atravesando la zona de la bacteria candidata. |2y Y avaros Alga

Se observé la interaccion con la presencia o
ausencia de inhibicion (Kamat & Kerkar, 2011). La caracterizacion microbioldgica y bioguimica
incluyo la tincién de Gram y Shaeffer-Foulton, se determiné la agrupacion de las bacterias y presencia
de endosporas. Se utilizaron las galerias de pruebas bioquimicas APl 20E para identificar las cepas
Gram positivas (BioMerieux) y APl 50 CHB (BioMerieux) siguiendo el protocolo del fabricante.
Identificacion molecular por amplificacion del gen 16S ARNr. Se amplifico el gen 16S ARNr de las
bacterias  marinas  antagonistas. Los  primers  utilizados  fueron: UIF (5° -
CTYAAAKRAATTGRCGGRRRSSC - 3’) y UIR (5° — CGGGCGGTGTGTRCAARRSSC - 3%)
(Rivas et al., 2004). Los productos se visualizaron en gel de agarosa al 1%, se purificaron con el kit
QIAquick PCR (Qiagen) y fueron enviados a secuenciacion en Servicios Gendmicos de CINVESTAV-
LANGEBIO, Irapuato, Guanajuato.

Preparacion de dietas. Las mejores cepas probiontes 36R, 13L y 36Y se reactivaron en caldo y se
sembraron en placas de TSA (2%NaCl) por 24 h a 30°C. Se inocularon 2 colonias en un matraz con
500 ml de TSB (2% NaCl) o MB y se incubaron en un agitador orbital por 24 h a 30°C y 150 RPM. La
biomasa se cosechd por centrifugacion a 5,000 RPM durante 10 min, y se resuspendi6 en 250 ml de
solucion salina para aplicar por aspersién (0.4 ml/g de alimento) en 500 g de alimento comercial para
camaroén juvenil (Camaronina, Purina-Cargill) con 35% de proteina. De cada suspension bacteriana se
estimo la carga de UFC mediante siembra en placas de TSA o MA, por dilucion. Se prepararon cuatro
dietas: D1 con 36R, D2 con 13L, D4 con 36Y y D4 con una mezcla 1:1 de 36R y 36Y, y C dieta
control sin aditivo bacteriano. El alimento se coloc6 en charolas para agregar un segundo
recubrimiento (gelatina al 6%), y posteriormente se secé en un horno a 50°C (Yamato) por 3 h. El
alimento desecado se guard6 en recipientes de plastico etiquetados hasta su uso (Manilal et al., 2011;
Sugathan et al., 2014).

Preparacion y aplicaciéon de inoculo bacteriano

Para el desafio se utilizo la cepa V. parahaemolyticus AHPND (MC32), la cual se reactivé en TSB y se
sembré en placas de TSA (2% NaCl), TCBS y CHROMagar Vibrio para corroborar su fenotipo. A
partir de una colonia pura, se realizd un preindculo en 3 ml de TSB (2% NaCl) por 1 h a 30°C.
Posteriormente el preinoculo se agreg6 a un matraz con 2.5 L de TSB (2% NaCl), y se incubd a 30°C
en agitacion orbital, hasta alcanzar una OD a 600 nm de 1 (107-10° cel mI* aprox). Se agregaron 140
ml de inéculo (4.7 ml L aprox.) a cada pecera de desafio, y al control negativo se agregd TSB estéril
(Tran et al., 2013; Joshi et al 2014; Soto-Rodriguez et al., 2015). Los resultados de pruebas
antagonicas y biofilm se procesaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) de una via al 95%.
Los resultados del bioensayo de desafio en camardn fueron analizados mediante ANOVA y Kaplan
Meier, para determinar las diferencias entre los tratamientos y la sobrevivencia, respectivamente

Galaviz-Silvaet al., /Vol. 5 (2020) 283-287 285



Investigacion y Desarrollo en Ciencia y Tecnologia de Alimentos

RESULTADOS Y DISCUSION

Se procesaron por bacteriologia diferentes especimenes de distintas localidades y a partir de cultivos
heter6trofos y se aislaron 180 cepas con caracteristicas distintas. Mediante la evaluacion preliminar in
vitro del lote de bacterias por CSM con la cepa V. parahaemolyticus AHPND (MC32), se
seleccionaron cinco aislados con potencial antagénico para una caracterizacion bioguimica y genémica
(16SRNA) identificandose dos Bacillus cereus (36R y 36Y).

Pruebas de antagonismo in vitro. En la prueba de CSM los antagonistas produjeron halos de inhibicion
de entre 8 a 39 cm con los distintos V. parahaemolyticus patogénicos.
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Figura 1. Promedio de zonas de inhibicion en mm entre cepas.

Las cepas 36R y 36Y pertenecientes al género Bacillus mostraron mayor rendimiento antagénico
(Figura 1)

Evaluacion in vivo de cepas con
Mortalidad acumulada potencial probiético: Los
organismos después de ser
alimentados 28 dias con las dietas
de aditivos bacterianos, se
transfirieron a una sala de desafio

60

o donde cada tratamiento con 50
30 camarones demostré aumentar la
Tg sobrevivencia de hasta el 70 %
0 .

con la dieta compuesta por una
mezcla de dos bacterias. Estos
resultados subrayan las
propiedades de algunas cepas de
Bacillus y Pseudoalteromonas
con propiedades bactericidas,
como Liu et al. (2015) quien
reporta el aislamiento de Bacillus pumilus y Bacillus mojavensis los cuales demostraron actividad
antimicrobiana in vitro contra V. parahaemolyticus. Ambas cepas producen actividad enzimatica
hidrolitica y antagonismo a mé&s de una bacteria in vitro, lo cual indica que estas dos cepas tienen un
amplio espectro de aplicacion como probidticos en acuacultura. Interaminense et al. (2018) encuentra
en Bacillus subtilis propiedades antagdnicas contra V. alginolyticus y V. parahaemolyticys y lo utilizan
a manera de aditivo en alimento ayudando a mejorar el crecimiento y estado sanitario de los
organismos.

Mortalidad %
n
(=]

D1I-36R D2-13L D3-36Y D4-MIX C+

Fig. 2. Los tratamientos con aditivo bacteriano presentaron
diferencia significativa ANOVA (p<0.05) con respecto a los grupos
control.
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