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RESUMEN GENERAL

Diversos paises han visto afectada su produccién camaronicola debido a enfermedades
ocasionadas por diferentes especies de Vibrio. Se determiné la patogenicidad de dos cepas
de V. penaeicida, KH-1 y AM101, provenientes de dos origenes geograficos diferentes, en
camarones juveniles de Litopenaeus vannamei y L. stylirostris. Ademas, se determiné la
toxicidad de sus respectivos sobrenadantes libres de células (SLC) y de las fracciones pro-
teicas obtenidas del medio de cultivo por medio de una precipitacién al 40, 60, y 80% de
saturacién con sulfato de amonio (FP40, 60, o 80). Tanto las bacterias vivas, como el SLC
y la FP40 de la cepa AM101, generaron una mortalidad significativamente superior (P<
0.05) al de su homdnima. Tanto las bacterias vivas como el SLC y la FP40 de la cepa
AM101 generaron una mortalidad significativamente superior al de la cepa KH-1, y sus co-
rrespondientes SLC y FP40, en camarones L. vannamei y L. stylirostris. L.os camarones L.
vannamei que fueron inyectados intra-muscularmente con la FP40 del medio de cultivo
mostraron sintomas y dafios histolégicos semejantes a los observados en aquellos organis-
mos que fueron infectados con bacterias vivas de la cepa AM101, sugiriendo que la FP40 y
bacteria viva pueden actuar en forma parecida.

Se determind en L. vannamei, la toxicidad y dosis letal media (DLsg) calculada de las
principales subfracciones obtenidas por medio de FPLC (Fast Protein Liquid Chromato-
graphy) a partir de 1a FP40 de la cepa AM101, encontrando una actividad téxica en la sub-
fraccidon A, que junto con la FP40 de la cepas AM101 y KH-1, presentaron una DLs, de
1.66, 5.61, y 15.43 pg de proteina camarén™. La subfraccién A fue sometida a un nuevo
proceso de purificacién por medio de FPLC, en donde la subfraccién Al generd una morta-
lidad similar a la producida por la subfraccion A y a la FP40. La electroforesis en gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) de estas tres muestras (A1, A, y FP40) muestran una banda
proteica principal de un peso molecular aproximado de 38.5 kDa, 1a cual mostré actividad
proteolitica sobre enzimogramas (gelatina). Por medio de pruebas in vivo y enzimogramas,
se procedié a caracterizar parcialmente el tipo de exotoxina contenida en la subfraccién A y
la FP40 de la cepa AM101 mediante el uso de diferentes inhibidores de proteasas, obser-
vando una disminucidn significativa en la actividad de estas dos muestras al emplear pro-
teinasa K, CuCl,, E-64, y tratamientos térmicos (60 y 100°C). Esta actividad no se vio afec-
tada por el uso EDTA-Na;, aprotinina, e inhibidor de tripsina de soya. Estos hechos, auna-
dos a que ambas muestras fueron obtenidas gracias a la precipitacién con sulfato de amo-
nio, sugieren que el factor téxico producido por esta cepa de Vibrio es una proteasa termo-
14bil que se comporta como una exotoxina de tipo cistein proteasa.

Palabras claves: Patogenicidad, Vibrio, Camarén




ABSTRACT

Different countries have been affecting the shrimp production for diseases originated by
some Vibrio species. The pathogenicity of two V. penacicida strains (KH-1 and AM101)
from different geographic origin, were used in experimental challenges with juvenile Lito-
penaeus vannamei and L. stylirostris. Also, the toxicity of cell-free supernatants (CFS), and
some protein fraction obtained by 40, 60, and 80% of ammonium sulfate precipitation
(PF40, 60, or 80) Live Vibrio, CFS, and PF40 from strain AM101 showed a significant (P<
0.05) higher mortality that strain KH-1 in both shrimps. L. vannamei infected with live Vi-
brio cell of AM101 strain showed a similar gross and histological signs of disease to those
mjected with PF40 from this strain. These evidences suggest that both, live Vibrio cell and
PF40 function at similar level.

Toxicity and median lethal doses (LDso) of FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography)
products were evaluated on L. vannamei. The first FPLC fraction sample (A) from PF40 of
strain AM101 displayed toxic activity to shrimp. This fraction A, and PF40 from strains
AM101 and KH-1 showed a LDsy 0f 1.68, 5.61, and 15.43 ug protein shrimp'l’respectively.
Second FPLC process from fraction A showed a peak Al with similar toxic effect to
shrimp to that of fraction A, and PF40. SDS-PAGE of PF40, fraction A, and peak Al
showed a similar molecular band of approximately 38.5 kDa, with proteolytic activity on
zymogram test. PF40 and fraction A activity in vivo, and zymogram tests, were inhibited in
presence of proteinase K, CuCly, E-64, and heat (60 and 100°C) treatments, but were not
inhibited by EDTA-Na,, aprotinin, and soy trypsin treatment. These results support the hy-
pothesis of a proteinaceous exotoxin (cysteine protease-like) as dominant protease secreted
by V. penaeicida strain AM101.

Key words: Pathogenicity, Vibrio, Shrimp.
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PREFACIO
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L- Aguirre-Guzmdn, Gabriel, Vazquez-Juarez, Ricardo and Ascencio-Valle, Felipe. 2001,
Evaluation of pathogenic effect of four Vibrio species on larvae and postlarvae of
the american white shrimp (Litopenaeus vannamei). Journal of Invertebrate
Pathology. 78 (4): 215-219.

IL.- Gabriel Aguirre-Guzmén, Yannick Labreuche, Dominique Ansquer, Benoit Espiau,
Peva Levy, Felipe Ascencio, and Denis Saulnier. Proteinaceous exotoxins of Vibrio
penaeicida and V. nigripulchritudo with pathogenic effects on juvenile blue shrimp
(Litopenaeus stylirostris). Ciencias Marinas. 2002. Aceptado.

IIL.- Gabriel Aguirre-Guzmén, Felipe Ascencio, and Denis Saulnier. Pathogenicity of Vi-
brio penaeicida to white shrimp Penaeus vannamei, a cysteine protease-like
exotoxin as virulence factor. Diseases of Aquatic Organisms. 2002. En revisién.

IV.- Gabriel Aguirre Guzméan, Humberto Mejia Ruiz, and Felipe Ascencio. Extracellular
virulence products of Vibrio species important in diseases of cultivated shrimp. Dis-
eases of Aquatic Organisms. 2002. En revisién.

B) Capitulos de libro

V.- Aguirre-Guzman, Gabriel and Ascencio-Valle, Felipe. Infectious disease in shrimp spe-
cies with aquaculture potential. In: Pandalai S.G. (Ed). Resent Res. Devl..Microbiology,
4 (2000): 333-348. Research Signpost. T.C. 36/248 (2), Trivandrum 8, India. ISBN: 81-
7736-041-0.

C) Publicaciones en revistas de divulgacion internacional

VI.- Gabriel Aguirre-Guzman, Ricardo Vazquez-Juarez, Felipe Ascencio. 2002. Efecto de
diferentes especies de Vibrio sobre la sobrevivencia larval de camarén blanco
Litopenaeus vannamei. Panorama Acuicola Magazine. 7:18-19.

D) Trabajos en extenso en congresos internacionales

VIL- Gabriel Aguirre-Guzmén, Ricardo Vazquez-Juarez, Felipe Ascencio. 2002. Efecto de
diferentes especies de Vibrio sobre la sobrevivencia y desarrollo larval del camarén
blanco de acuacultura (L. vannamei). VI Congreso Ecuatoriano de Acuicultura y V
Congreso Latinoamericano de Acuicultura, 24 al 27 de Octubre, 2001. Guayaquil,
Ecuador.
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GLOSARIO DE TERMINOS

Absceso: Acumulacion de células muertas en una
area especifica y previamente inexistente, revesti-
da por un tejido de granulacién denominado mem-
brana pidgena, que impide su propagacién. Se
forma a partir de un foco iinico o de varios peque-
fios (microabscesos) confluentes y que suele tener
una causa bacteriana.

Acido ribonucleico: Molécula formada por un poli-
ribonucleétido de longitud variable que contiene
uracilo en vez de tiamina. Hay tres tipos: ARN
mensajero (mARN), ARN ribosomal (rARN), y
ARN de trasferencia (tARN).

Acuacultura: Estudio o técnica de cultivo de espe-
cies vegetales y animales en agua dulce o marina.
La acuacultura estudia diversas formas de criar y
cultivar especies de peces, crustaceos o moluscos.

Ad libitum: Al limite, cuando un organismo es ali-
mentado al punto de saciedad.

Adhesion: Proceso de unién de dos superficies o
partes, especialmente de las superficies opuestas
de una herida. "

Adhesinas: Molécula expresada sobre la superficie
de las células y que se unen a sus receptores ubi-
cados sobre la superficie de las células (linfocitos,
bacterias, etc.) dirigiéndolos especificamente a los
distintos 6rganos.

Agente: Sustancia o microorganismo que realiza una
accion,

Anorexia: Trastorno caracterizado por la falta o pér-
dida del apetito. Las causas son numerosas y va-
riadas y aparece en enfermedades que afectan a
organos y diversos aparatos.

Anoxia: Falta de oxigeno en la sangre, en las células
o en los tejidos.

Apoptésis: Muerte celular programada con cambios
morfologicos como la fragmentacion nuclear, con-
densacién de la cromatina, ruptura de la membrana
plasmatica y desintegracion de la célula en peque-
flos fragmentos. Esta puede darse cuando en el mi-
croambiente no existen suficientes factores de cre-
cimiento para todos los linfocitos presentes; cuan-
do los linfocitos no expresen suficiente madurez y
sus receptores antigénicos se muestren no funcio-
nales.

Bacteria: Organismo formado por una sola célula
procaridtica y que se caracteriza porque su region
nuclear, no esta rodeada de membrana, consta de
una sola molécula de DNA y su divisién no es mi-
totica. Carece de estructuras citoplasmicas, por lo
que los ribosomas estan repartidos por el citoplas-
ma y le confieren un aspecto granular. Ademas, el

citoplasma puede contener granulos o inclusiones
con material de reserva de lipidos, glucégeno, azu-
fre, etc. La pared celular rodea a la membrana ci-
toplasmatica y da forma, rigidez y resistencia a la
célula; también puede contener peptidoglicanos y
lipopolisacaridos.

Bacteriéfago: Virus que se replica en el interior de
las células bacterianas.

Branquias: Organo respiratorio de diversos orga-
nismos marinos y terrestres.

Células: Unidad funcional de los tejidos vivos. Esta
constituida por el micleo y el citoplasma; en este
se encuentran diversas organelas, como las mito-
condrias, el aparato de Golgi, €l reticulo endo-
plasmico y las ribosomas, encargadas de la sintesis
y secrecién de sustancias, cuyo control es ejercido
por el nicleo.

Cepa: Punto de arranque de una serie filogenética.

Etiologia: Ciencia que estudia las causas de las en-
fermedades como factores internos y externos.

Exoesqueleto: Es el esqueleto externo de los crusta-
ceos.

Exotoxina: Proteina soluble liberada al exterior por
algunas bacterias, con variadas actividades biolo-
gicas deletéreas. Unicamente afecta a las células
que contengan receptores especificos.

Exposicion: Es la oportunidad de un hospedero sus-
ceptible de adquirir una infeccién por transmisién
directa o indirecta.

Extracelular: Localizada o que ocurre fuera de la
célula.

Fosfolipasa: Enzima que desdobla a los fosfolipidos.

Liofilizacion: Método de deshidratacién mediante la
congelacién y posterior sublimacion a presién re-
ducida del hielo formado, para dar lugar a un ma-
terial esponjoso que se disuelve posteriormente
con facilidad.

Granuloma: Nédulo formado por un tejido de gra-
nulacién. Su estructura puede orientar hacia una
etiologia determinada.

Granulomas sépticos: Masa de tejido anormal for-
mado por la destruccién de tejido o por gérmenes
patdgenos.

Hemolisis: Ruptura de los hemocitos con liberacion
de hemocianina al plasma. En determinadas situa-
ciones patoldgicas hay un aumento en la destruc-
cion de los hemocitos (lesiones mecanicas, trastor-
nos osmoéticos, enzimaticos, toxicos, infecciones,
etc.).

Hemolinfa: Sangre, liquido extracelular de los crus-
taceos.




Hemocito: Célula de la hemolinfa de los crustaceos.

Hemoliticas: Es la destruccién o disolucién de las
células rojas.

Hepatopancreas: Glandula digestiva de crusticeos y
moluscos.

Herida: Lesién o rotura de los tejidos de los seres
vivos por incisién o contusion,

Hidrolisis idiopatica: Destruccion de las células por
causa desconocida.

Huésped: Son los organismos simples o complejos
capaces de infectar a otro organismo.

Hospedero: Son los organismos que son capaces de
ser infectados por un agente.

Infeccidon: Invasién del organismo por gérmenes
patdgenos, que se establecen y se multiplican. De-
pendiendo de la virulencia del germen, de su con-
centracion, y de las defensas del hospedero, se de-
sarrolla una enfermedad infecciosa (causada por
una lesion celular local, secrecién de toxinas o por
la reaccién antigeno anticuerpo), una enfermedad
subclinica o una convivencia inocua.

Infectar: Transmitir de un organismo a otro los gér-
menes de una enfermedad,

Inflamacién: Respuesta protectora de los tejidos del
organismo ante una alteracién patolégica en una
parte cualquiera del organismo, caracterizada por
enrojecimiento, hinchazoén, dolor y aumento de la
temperatura.

Kilobase (kb): Unidad de longitud del ADN equiva-
lente a 1000 (1k) nucledtidos.

Lesion: Dafio corporal causado por un golpe, herida,
o enfermedad.

Letargia: Estado de somnolencia o estupor profun-
do.

Lipopolisacarido: Estructura de la membrana exter-
na de las bacterias gram-negativas. También de-
nominada endotoxina. Contiene una parte lipidica
(lipido A) inserta en la membrana y una region po-
lisacarica expuesta al exterior (cadena O).

Lisis: Disolucion, desaparicién gradual, bien sea de
una célula o de los sintomas de una enfermedad.
Lumen: Cavidad o canal dentro de un 6rgano en

forma de tubo.

Malacia: Reblandecimiento anormal de una estruc-
tura.

Membrana plasmatica: Estructura que envuelve a
la célula, normalmente formada por una bicapa
fosfolipidica, conteniendo ademés proteinas y
otros constituyentes.

Metabolismo: Conjunto de procesos quimicos y
fisicos que tienen lugar en los seres vivos. Unos
procesos son anabdlicos (crecimiento y repara-
cién), y otros catabolicos (degradacion y gasto de

los materiales energéticos), ambos estan regidos
por el sistema endocrino y enzimatico.

Molino gastrico: Organo de los crustéceos en donde
se tritura el alimento.

Necrosis: Muerte celular con rompimiento de la
membrana nuclear y plasmatica, y con liberacién
del contenido celular biolégicamente activo dando
lugar a una inflamacion local.

Nicleos cariorréxicos: Fragmentacién del nicleo
celular,

Nicleos picndticos: Colapso total del nicleo en una
sola esfera densa.

Organo linfoide: Tejido en que las células predomi-
nantes son hemocitos, o linfocitos, etc.

Patogenicidad: Capacidad de un microorganismo de
infectar (invadir y multiplicarse en un ser vivo),
produciendo unos sintomas (enfermedad) en un
hospedero susceptible.

Patogénico: Capas de causar las condiciones para
una enfermedad.

Patogeno: Es un agente capaz de causar enfermedad.

Peneido: Grupo de organismos marinos conocidos
comiinmente COmMO camarones.

Periplasma: Es la region cercana o inmediata a la
bacteria o otra pared celular.

Plasmido: Una circular y doble unidad de ADN que
se replica independientemente del ADN cromoso-
mal. Estos se encuentran principalmente en bacte-
rias y se usan en investigaciones con ADN recom-
binante para transferir genes a las células.

Proteasas: Enzima que disocia a las proteinas lle-
vandolas primero a polipéptido y por iltimo a
aminoécido.

Proteinas: Macromolécnla compuesta por una o
varias cadenas polipeptidicas, cada una de las cua-
les tiene una secuencia caracteristica de amino4ci-
dos unidos entre si por enlaces peptidicos.

Proteoliticas: promueve la proteolisis o hidrdlisis de
las proteinas en péptidos y aminoacidos.

Reto por balneacion: Proceso por el cual un orga-
nismo es expuesto a un quimico, microorganismo,
etc. al ser suministrado en el agua por un tiempo
determinado.

Tejido: Cada una de las estructuras celulares, con
idénticas naturaleza y origen, que desempefian en
conjunto una determinada funcion en los organis-
mos vivo.

Toxica : Venenosa.

Toxina: Es una proteina o sustancia proteica conju-
gada, la cual es letal a otros organismos. Estas son
producidas por algunas plantas, ciertos animales y
bacterias patdgenas.

Virulencia: Es el grado o expresion de la patogeni-
cidad de un agente infeccioso.
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El cultivo de organismos acuaticos (acuacultura) es un area que ha tenido un gran desa-
rrollo en las ultimas décadas. Sin embargo, estos organismos son susceptibles a enferme-
dades que pueden afectar considerablemente la produccién. Diferentes especies de Vibrio
han sido reportadas, a nivel mundial, como los agentes causantes de serias pérdidas en la
produccién del camarén de granja, generando mortalidades que pueden llegar a ser hasta
del 100%, particularmente en postlarvas y juveniles (Hameed 1993, Karunasagar et al.
1994, Prayitne y Latchford 1995, Harris y Owens 1999). Estas bacterias han sido conside-
radas como una de los dos principales agentes patdgenos que afectan al camarén cultivado
en México y Ecuador (Scholz et al. 1999, Vandenberghe et al. 1999). Los vibrios pueden
ser trasportados de una region a ofra gracias a las multiples actividades, incluyendo aque-
llas del tipo acuacultural (transporte de reproductores, larvas, productos congelados, equi-
po y material, manejo de aguas de desecho), lo cual puede convertir a éstos agentes infec-
ciosos en un problema global (Durand et al. 2000).

Las enfermedades generadas por este tipo de bacterias han sido descritas como: vibrio-
sis, enfermedad bacterial, septicemia bacteriana de los peneidos, vibriosis de los peneidos,
vibriosis luminiscente, y enfermedad de las patas rojas. Los camarones que han sido afec-
tados por alguna especie patégena de Vibrio spp., muestran diferentes signos de enferme-
dad como la letargia, necrosis en tejidos y apéndices, malformaciones, crecimiento lento
y/o baja metamorfosis larval, bioluminiscencia, musculo opaco, intestino semi-vacio, ano-
rexia, y melanizacién de los apéndices (Karunasagar et al. 1994, Muroga et al. 1994, Ro-
bertson ef al. 1998, Smith 2000). Ademas, se pueden observar un gran nimero de bacterias
en la hemolinfa durante una septicemia bacteriana, por medio de microscopia de muestras
frescas. Necrosis, granulomas, malacia, ¢ inflamacién de 6rganos (6rgano linfoide, bran-

quias, corazdn, hepatopancreas, etc.) son faciles de evaluar por medio de histologia (Light-

ner 1996, Smith 2000).

Especies de Vibrio patogénicos para camarén
Las especies de Vibrio que han sido involucradas en las enfermedades observadas en
camardn son: V. harveyi, V. parahaemolyticus, V. vulnificus, V. alginolyticus, V. damsela,

V. penaeicida, V. anguillarum, V. nereis, V. tubiashi, y V. fluvialis (Lightner 1996, Van-
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denberghe et al. 1998, Sudheesh y Xu 2001, Saulnier ef al. 2000a). Diversos trabajos de
investigacion se han enfocado en determinar la patogenicidad que poseen estas especies de
Vibrio sobre camarén, empleando para este fin métodos de infeccidén como los retos por
inmersion, balneacién o bafios, aplicacién oral, e inyecciones intra-musculares o en seno
venoso del camarén (Hammed 1993, Muroga et al. 1994, Lee et al. 1996, Alapide y Dure-
za 1997, Saulnier ef al. 2000a, Sudheesh y Xu 2001, Alday et al. 2002). Estos trabajos cla-
ramente muesiran que existe una gran variacion en el grado de patogenicidad que produce
las diferentes especies de Vibrio spp., ademés de que ésta se genera por medio de un proce-
so complejo en donde interactian la especie hospereda, su estadio de desarrollo y condi-
cién fisioldgica, estrés ambiental, especie de Vibrio, cepa, dosis, tiempo y forma de infec-
cién (de la Pefia et al. 1993, 1995, Karunasagar et al. 1994, Muroga et al. 1994, Hameed
1995, Le Groumellec ez al. 1996, Alapide y Dureza 1997, Goarant et al. 1998, Cassadevall
y Pirofski 1999, Saulnier et al. 20004, b). Por ejemplo, Litopenaeus monodon fue mas sen-
sible que Penaeus indicus y P. semisulcatus al ser expuestos a diferentes dosis ( 105, 107,
10%, y 10° unidades formadoras de colonias o ufc mL™) de 7. campbellii (Hameed 1995).
Este Vibrio pudo causar hasta un 100% de mortalidad, dependiendo de la dosis y tiempo de

la exposicién. Ademas, los subestadios de nauplio y protozoea fueron mas sensibles que

los de mysis y postlarva. Vibrio harveyi, cepa LT, resistente a cloranfenicol y estreptomi-
cina y que fue aislada de larvas de L. monodon, mostré una dosis letal media (DLsp) infe-
rior a V. harveyi, cepa SW1, que fue aislada de agua marina (10% y 10° ufc mL, respecti-

vamente) (Karunasagar et al. 1994).

Factores de virulencia extracelulares del género Vibrio

A partir del cultivo de diversas especies y cepas de Vibrio spp., aisladas de organismos
enfermos y del medio ambiente marino, se han obtenido productos extracelulares (PEC)
con caracteristicas téxicas para el camarén, los cuales han sido identificados como impor-
tantes factores de virulencia para el mismo (Tabla I). Toxinas marinas como la surogatoxi-
na y tetrodotoxina son conocidas por tener un origen bacteriano (Simidu ez al. 1987, Ya-
sumoto y Murata 1993, Matsumura 1995). Otros PEC como las quitinasas, hemolisinas, y
proteasas (metaloproteasas, serin y cistein proteasas, alcalin proteasas) han sido obtenidas a

partir del sobrenadante libre de células (SLC) de V. harveyi, V. anguillarum, V. alginolyti-




3 Introduccién

cus, entre otros (Stensvag et al. 1993, Liu et al. 1996, 1997, Lee et al. 1997, Svitil et al.
1997, Harris y Owens 1999, Hérmansdorfer et al. 2000).

El PEC de V. penaeicida, cepa AM101, y V. nigripulchritudo, cepa AM102, cultivadas
a 20°C generaron un 100% de mortalidad cuando estos fueron inyectados a juveniles de L.
stylirostris (Goarant et al. 2000). La inestabilidad ante el calor del factor citotéxico conte-
nido en el PEC de V. penaeicida, lo hace diferir de las endotoxinas de tipo lipopolisacarido
(LPS). Dos fracciones téxicas termolabiles (10 min a 70°C) para camarén L. monodon fue-
ron identificadas y obtenidas a partir del PEC (DLso, 8 pig proteina por camarén) de V. pa-
rahaemolyticus, cepa 25C, la cual fue aislada durante la crisis de enfermedad de patas rojas
de P. orientalis (Sudheesh y Xu 2001). Estos y otros trabajos (Tabla I) demuestran que la
seleccion de algunas cepas de Vibrio spp. con PEC téxicos para camarén y la caracteriza-
cion de sus componentes (exotoxinas), son elementos clave que pueden ayudar a tener un
mejor entendimiento de las enfermedades infecciosas producidas por Vibrio Spp. y sus me-
canismos de accidn, lo cual permitira establecer estrategias para controlar y/o disminuir los

dafios que pueden ocasionar los miembros de este género.

Papel de las exotoxinas en las enfermedades de camarén

En las Gltimas décadas ha existido un progreso considerable en el cultivo de camarén, el
cual a sido acompafiado por la descripcién de un conjunto de enfermedades producidas por
los vibrios, en donde las exotoxinas juegan un papel muy importante en los procesos pato-
geénicos generados por estas bacterias (Tabla I). Una amplia variedad de bacterias gram po-
sitivas y negativas pueden producir diversas exotoxinas que son secretadas al medio de cul-
tivo bacteriano, mientras que otras son temporalmente almacenadas en el citoplasma o pe-
riplasma, siendo liberadas durante la lisis de la célula bacteriana (Salyers y White 1994).
Un tipo de exotoxina puede ser producida por varias especies de Vibrio spp., mientras que
otras son solo producidas por una sola especie.

Diversas exotoxinas bacterianas pueden alterar el metabolismo normal de las células
hospederas, afectando la matriz extracelular o la membrana nuclear del mismo, mientras
que otras pueden alterar el metabolismo proteico e interactuar con algunos elementos de la

maquinaria del hospedero (Salyers y White 1994, Harris y Owens 1999, Schmitt et al.
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1999) o pueden matar a las células intoxicadas (Casadevall y Pirofski 1999, Young y
Schauer 2000). El efecto de las exotoxinas se produce a fin de generar una lisis celular que
facilita la distribucién de las bacterias a través de los tejidos. Algunas exotoxinas pueden
originar una hidrélisis enzimatica o la formacién de poros celulares que destruyen la selec-
cién y equilibrio del flujo de iones a través de la membrana plasmatica. Otras exotoxinas
interactian con factores de elongacion y ARN ribosomal, afectando a la célula hospedera
durante la sintesis de proteinas. Sin embargo, alin no son claramente entendidas las interac-
ciones entre Vibrio y las células del hospedero, virulencia, estrés, y factores ambientales
(Harris y Owens 1999).

Las exotoxinas bacterianas pueden entrar en contacto con los camarones cultivados por
medio de tres posibles vias (Fig. 1). i) Las bacterias producen las exotoxinas fuera del ca-
mardén (alimento, sedimento, agua, detritus, etc.) siendo ingeridas indirectamente por el
mismo. Los sintomas de enfermedad se presentan sin adhesion, colonizacion, o infeccion
bacteriana (Harris y Owens 1999, Wang y Leung 2000). ii) Otra forma de entrada, se da
cuando los vibrios colonizan las heridas o la superficie de las mucosas, principalmente en el
tracto intestinal, branquias o cuticula (Takahashi et al. 1998, Wang y Leung 2000). Las
bacterias no invaden los tejidos circundantes o entran en el torrente circulatorio, pero cau-
san los sintomas de enfermedad por la accion local de las exotoxinas o porque estas entran
al torrente circulatorio y actian en los 6rganos y tejidos susceptibles. de la Pefia et al.
(1995) encontraron que Vibrio sp. (PJ), posteriormente llamado V. penaeicida, tienen un
primer estado de multiplicacion en el estdémago de M. japonicus, y uno secundario en el
hepatopéncreas y 6rgano linfoide. Lavilla ez al. (1998) encontraron que el 6rgano blanco de
infeccion de un V. harveyi luminiscente fue el hepatopancreas de L. monodon. iii) Otra via
de entrada de las exotoxinas se da cuando los vibrios crecen en las heridas o abscesos, lugar
en donde se producen las exotoxinas que causan dafios locales a los tejidos del hospedero.
La exotoxina es usada por los vibrios como una ayuda para su crecimiento y distribucién en
el tejido. Jiravanichpaisal et al. (1994) reportaron la multiplicacion de un V. harveyi paté-
geno en el lumen del hepatopancreas de los camarones, anterior a su diseminacién sistémi-

ca con una marcada necrosis en el corazon y drgano linfoide.
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i) INGESTION DE LA EXOTOXINA PRE-FORMADA

o :

Salida de la bacteria por tracto

2T v intestinal y sin colonizarlo
Bacteria con

exotoxina producida Efectos de la exotoxina en el
organismo

|

Ingestion

if) COLONIZACION DE HERIDAS Y MUCOSAS SEGUIDO DE LA PRODUCCION DE LA EXOTOXINA

Exotoxina producida

por las bacterias en el

sitio de colonizaciéon

i %};‘y kG
stion HIR

S Mo

“Inge

contacto con . ., : :
Bacteria sin tejidos Colonizacién La exotoxina producida afecta

exotoxina bacteria el tejido colonizado o entra al
en mucosas torrente circulatorio

iif) COLONIZACION DE HERIDAS SEGUIDO DE LA PRODUCCION LOCAL DE LA EXOTOXINA

Bacterias producen exotoxinas
en el sitio de la herida

La exotoxina actiia localmente,

afectando el tejido y entrando al
Colonizacién bacteria torrente circulatorio
en heridas y/o abscesos

Contacto
con tejidos

Bacteria sin
exotoxina

Figura 1.- Posibles vias por las cuales pueden entrar en contacto las exotoxinas bacterianas
con el camarén y causar enfermedad (adaptado de Salyers y White 1994).

La acuacultura crea un medio ambiente artificial que favorece la seleccion, adaptacion,
y crecimiento de diversos agentes infecciosos, que son parte de la microbiota acuética y del
organismo en si (Jiravanichpaisal et al. 1994). Este fenémeno no representa un riesgo para
la salud del mismo, excepto cuando éste posee alguna deficiencia nutricional, inmunolégi-
ca, o genética, y/o que esté bajo estrés ambiental (Wang y Leung 2000).

Los vibrios son agentes patégenos oportunistas que pueden tomar ventaja de los cam-
bios ecoldgicos generados por la acuacultura, constituyendo ademés un importante elemen-
to de la poblacién bacteriana del camarén y del medio ambiente que los rodea (Gomez et
al. 1998, Vandenberghe et al. 1999), siendo por lo tanto una fuente constante de posibles

infecciones para estos organismos. Es limitado el ntimero de especies de Vibrio sp. que
afectan al camardén de cultivo; sin embargo, las miltiples actividades antropogénicas rela-

cionadas con la acuacultura ha propiciado el traslado de diversos agentes infecciosos hacia
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nuevos ambientes, convirtiendo a algunos de ellos en un problema global de alto impacto
(Durand er al. 2000). Agentes bacterianos como V. penaeicida han sido responsables de
grandes pérdidas econémicas en la produccién de camarén M. japonicus y L. stylirostris de
paises como Japén (1985) y Nueva Caledonia (1993), respectivamente. Aunado al hecho de
que reproductores de L. stylirostris fueron trasportados desde Nueva Caledonia a México
para su uso en el mercado nacional (CCAAN 1998). Vibrio penaeicida puede llegar a ser
un agente patogenico importante para las principales especies de camarén empleadas en la
acuacultura mexicana (L. vannamei y L. stylirostris), por lo cual resulta de gran interés es-
tablecer el grado de patogenicidad que posee V. penaeicida en estas especies de camarén,
determinando ademas sus posibles mecanismos patogénicos. Esto permitira a establecer
estrategias adecuadas para prevenir y remediar los dafios que pueda llegar a ocasionar esta

especie de Vibrio en la acuacultura nacional.
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OBJETIVO PRINCIPAL

Evaluar el grado de patogenicidad de V. penaeicida en el camarén (Litopenaeus van-

namei y L. stylirostris) y determinar la existencia de exotoxinas de tipo roteico, COMo uno
'y

de los mecanismos de virulencia que posee este microorganismo.

Objetivos especificos

1.

Determinar la patogenicidad que poseen diferentes cepas de Vibrio (V. alginolyticus, V.
parahaemolyticus, V. penaeicida, y V. harveyi) en distintos subestadios larvales del ca-

maroén blanco L. vannamei.

Determinar la patogenicidad de las principales cepas de V. penaeicida reportadas, KH-1

y AMI101, y Ia toxicidad de sus sobrenadantes libres de células (SLC) en juveniles de

camaron Litopenaeus vannamei y L. stylirostris.

Evaluar la toxicidad de diferentes fracciones proteicas obtenidas a partir del SLC de V.
penaeicida, cepa KH-1'y AM101, y calcular la DLs, de la fraccidn que resulte toxica en

juveniles de camardn blanco L. vannamei.

Caracterizar parcialmente las fracciones proteicas obtenidas del SLC de V. penaeicida y

que presenta toxicidad para camardn.

Determinar el efecto histopatologico que genera V. penacicida y las fracciones proteicas

con toxicidad en juveniles de camardn L. vannamei.




Metodologia

METODOLOGIA

Una descripeion completa de los materiales y métodos empleados a lo largo del presente

trabajo a fin de desarrollar y cubrir los objetivos planteados en el mismo, estan descritos en
los Anexos I, I, y 11

Disefio experimental

Anexo [ Anexos Il y IV Anexa IV
e =~ TN -
Objetive 1 Objetive 2 Objetives 3 y 4 Objetive 5
Cultivo de V. Cultivo de V.
algivolyticus (138-2), | penaeicida (KH1
V. parahaernolyticus y AMIND), ¥y ¥
(CECT 558), V. nigripuichritudo
penacicida (KHI1), y (AMI102)
V. harvepi (B392) l
: ; Bioensayo de infec-
Bioensayo de in-
fecciényin vivo cién invivo (juveniles
(larvas de L. de L. stplivostris y/o L
varmarnety con las vanmamel) conlas ™
células vivas de células vivas de Vibrio
vibrio
Preparaciin
del SLC ]
.
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Toxicidad in vivo
spg. Toxicidad in vivg  (Juveniles de Z. SDS-PAGE y
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RESULTADOS

L.- Patogenicidad de diferentes cepas de Vibrio en larva de camarén (Anexo I)

La sensibilidad de todos los subestadios larvales del camar6n L. vannamei (nauplio, pro-
tozoea I-III, mysis I[-1II, y postlarva 1) hacia V. harveyi, V. parahaemolyticus, V. alginolyti-
cus, y V. penaeicida, fue evaluada bajo condiciones experimentales. Las infecciones fueron
realizadas por medio de retos por balneacién (30 min) a dosis de 10°, 10°, y 107 ufc mL"
(Fig. 2). Una sobrivivencia similar al control fue observada en todos los subestadios del
camarén que fueron infectados con V. alginolyticus, en todas las dosis bacterianas proba-
das, siendo esta significativamente mayor (P< 0.01) en las infecciones realizadas con las
otras cepas de Vibrio, en todas sus dosis. Vibrio penaeicida produjo una mortalidad signifi-
cativa en todos los subestadios larvales desde la dosis mas baja (10° ufc mL™). Vibrio har-
veyi y V. parahaemolyticus indujeron una mortalidad significativa en las larvas (P< 0.01)
pero solo en las dosis mas altas. Los subestadios larvales del camarén demostraron tener

una sensibilidad derivada de la especie de Vibrio, la dosis, y el subestadio larva (Anexo 1).

IL- Patogenicidad de V. penaeicida en juveniles de camarén (Anexos II y I1I)

La patogenicidad de dos cepas de V. penaeicida, KH-1 y AM101, con diferente origen
geografico, fue investigada en camarones juveniles de L. stylirostris (Anexo II) y L. van-
namei (Anexo III).

Las bacterias vivas, el SLC, y las fracciones proteicas (FP40, FP60, FP80) obtenidas del
SLC por medio de precipitacién con sulfato de amonio fueron evaluadas usando retos expe-

rimentales. Las cepas KH-1 y AM101 se usaron a una dosis de 10* ufc mL' mediante un

reto de balneacién (1 h). Los camarones L. stylirostris y L. vannamei infectados tuvieron
una mortalidad acumulada de 12 y 60%, y 27 y 58% post-infeccién (120 h) (Tabla II).

El SLC y FP40 de la cepa AM101 mostraron tener efectos téxicos sobre los camarones
juveniles, en donde solo la FP40 de la cepa KH-1 gener6 éste efecto (Tabla ITI). A las 48 h
post-inyeccion de cada SLC, se observé una mortalidad de 98 y 5% para L. stylirostris, y
78 y 15% para L. vannamei, respectivamente. Para ambas cepas de V. penaeicida; y para
las dos especies de camaron, fa FP60 y FP80 generaron una mortalidad desde 0 hasta 15%,

mientras que la FP40 genero una mortalidad mayor del 90% (Tabla III).
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Tabla IL.- Porcentaje de mortalidad (+ DE) de camarones juveniles de L. vannamei y L. sty-
lirostris infectados con las células vivas de V. penaeicida, cepa KH-1 y AM101.
Tratamientos L. vannamei (n = 45) L. stylirostris (n = 50)

Cepa AM101 58 + 7° 60
Cepa KH-1 27+7° 12
Control 1 11+4 5

Control 1: Camarones no infectados
*® L as letras diferentes indican los grupos con significancia definida por Duncan (P< 0.05).

Tabla III. Porcentaje de mortalidad (+ DE) de camarones juveniles de L. vannamei y L. sty-
lirostris (n = 40) inyectados intra-muscularmente con el SLC o fracciones proteicas de V.
penaeicida, cepa KH-1 y AM101 (20 pg org™).
L. vannamei L. stylirostris

Tratamientos Frac. proteicas Frac. proteicas

SLC 40 60 80 SLC 40 60 80
Cepa AM101 78 £10% 98+5* 00 0+0 98 90 15 0
CepaKH-1  15+8" 60+£8° 0+00+0 5 60 10 15

Control 1 5+45° 3+5° 0+00+0 3 4 5 5
Control 2 8+ 5°
Control 3 0+0 5

Control 1: Caldo cerebro corazon (BHI, siglas en inglés); Control 2: Camarones inyectados con agua marina
artificial estéril; Control 3: Camarones no inyectados
*® Las letras diferentes indican los grupos con significancia definida por Duncan (P< 0.05).

II.- Toxicidad y caracteristicas de las fracciones proteicas extracelulares de V. pe-

naeicida, como factores de virulencia (Anexos IT y III).

La FP40 de V. penaeicida, cepa AM101, fue fraccionada por medio de cromatografia en
gel (FPLC, fast protein liquid chromatography) con Superosa 12, determinando posterior-
mente la toxicidad de las subfracciones obtenidas mediante pruebas in vivo en camarones
juveniles de L. vannamei (Anexo IIT). De igual forma, se calcul6 la DLsg y se analizaron las
caracteristicas de las principales subfracciones toxicas mediante el uso de inhibidores de
proteasas (Anexos II y III) y enzimogramas (Anexo III), determinando ademas los efectos
histopatolégicos propiciados por la bacteria viva de V. penaeicida, cepa AM101, y su FP40

en camarones juveniles L. vannamei (Anexo III).
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Fraccionamiento de la FP40

A partir de la FP40 se obtuvieron las subfracciones denominadas A, B, C, y D (FPLC
1). De éstas muestras, solamente la subfraccion A mostré tener una toxicidad significativa
(P< 0.05) para camarones L. vannamei, a las 42 h post-inyeccién (Tabla IV). Esta muestra
fue nuevamente fraccionada al aumentar la sensibilidad del equipo de FPLC (Superosa 12),
obteniendo cinco subfracciones denominadas como Al - AS (Anexo IIT). Solamente la sub-
fraccion A1 mostro tener un toxicidad significativa (P< 0.05) para camarones L. vannamei,
a las 42 h post-inyeccion (Tabla IV, Anexo III). Para ambos casos, se necesitaron varias
corridas consecutivas para obtener la suficiente proteina para las diversas pruebas. Estas

proteinas fueron dializados en agua destilada estéril a 4°C, y concentrados por medio de
liofilizacion. La tabla V muestra el contenido de proteina, tiempo de retencidn, y niimero de

fracciones obtenidas a partir de la FP40 y la subfraccion A, cuyos perfiles cromatograficos

y electroforéticos pueden observarse en la figura 3.

Tabla IV.- Porcentaje de mortalidad (+ DE) de camarones juveniles (L. vannamei) inyecta-
dos intra-muscularmente con 25 uL. (10 pg de proteina mL’l) de la FP40 y subfracciones
obtenidas a partir de la FPLC 1 y 2.

Tratamientos FPLC 1 Tratamientos FPLC 2
FP40 100 + 0° FP40 98 + 5°
A 100 + 0 A 100 + 0%
B 0+0 Al 95 + 6°
C 0+0 A2 0+0
D 0+0 A3 15+6°
Control 1 0+0 A4 3+5°
Control 2 0+0 AS 3+5°
Control 1 5+6°
Control 2 3+5°

Control 1: Camarones inyectados con agua marina artificial estéril; Control 2: Camarones no inyectados
b L as letras diferentes indican los grupos con significancia definida por Duncan (P< 0.05).

Tabla V.- Contenido de proteina de la FP40 y sus diversas subfracciones obtenidas a partir
del SLC de V. penaceicida, cepa AM101, por medio de FPLC (Superosa 12).

FP40 FPLC 1 FPLC 2

cruda A B C D Al A2 A3 A4 AS

Proteina(pgmL’l) 1296 321 7.77 26.11 16.63 32.10 5.15 20.89 22.15 17.38
Num. de fracciones -— 4 6 10 4 3 2 4 2 4
Retencién (min) - 32 42 o6l 75 32 51 67 78 84
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Figura 3.- Perfil cromatografico de la FP40 (A1) y subfraccién A (A2) de V. penacicida,
cepa AM101, y sus correspondientes perfiles electroforéticos (B1 y B2). SDS-PAGE al
10%, tefiido con nitrato de plata. UA: Unidades de absorbancia, PM: marcador de peso mo-
lecular.

Dosis letal media (DLs), inhibidores de proteasas, e histopatologia
La FP40 de V. penaeicida, cepa AM101, present6 una DLsg de 5 y 5.61 pg proteina org™
en L. stylirostris y L. vannamei, respectivamente, siendo éstos valores menores al observa-

do para la cepa KH-1 (15.43 pug de proteina org™).
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Los tratamientos con EDTA-Na;, aprotinina, e inhibidor de tripsina de soya no disminu-
yeron la toxicidad de la FP40 y subfraccién A obtenida a partir del SLC de V. penaeicida,
cepa AM101, hacia camarones L. vannamei. Mientras que la digestion con proteinasa K,
los tratamientos térmicos, y el uso de CuCl, y E-64 generaron una pérdida significativa (P<
0.05) en la toxicidad de estas mismas muestras. Resultados similares fueron observados al
inyectar intra-muscularmente camarones L. stylirostris con la FP40 (Tabla VI).

Signos externos e histologicos de enfermedad semejantes fueron observados en los ca-
marones L. vannamei que fueron inyectados intra-muscularmente con la FP40 de V. pe-

naeicida, cepa AM101, o infectados con las células viva de ésta (Anexo III).

Tabla VI.- Porcentaje de mortalidad (+ DE) de camarones L. vannamei y L. stylirostris, in-
yectados intra-muscularmente con la FP40 o subfraccion A de V. penaeicida, cepa AM101,
en presencia de distintos inhibidores de proteasas.

L. vannamei L. stylirostris
Inhibidor de Grupo Inhibidorde  Grupo
proteasas Control Proteasas control
FP40 Frac. A FP40 Frac. A FP40 FP40
CuCly 40+ 8" 38+5* CuCl 25+5 5+6
E-64 37+10° 38+11* E-64 0+0 3+5
Aprotinina 93 +10° 98+ 5" Aprotinina 0+0 3+5
Prot. K 3+5*  5+6 Prot.K 0+0 0+0 14 0
EDTA-Na, 75+13% 95+6° EDTA-Na, 25+5 0+0 100 0
Tripsina 90+ 8° 98+ 5" Tripsina 25+5 0+0 100 0
40°C 95+ 6% 93+10° No inyec. 0+0 0+0 0
60°C 18+ 15" 10+9* Agua 0+0 3+5 16 0
100°C 8+10° 3+5 FP40 95 +6° 98+ 5P 0 0
Frac. A 100 + 0°

Agua: Camarones inyectados con agua marina artificial estéril; No inyec.: Camarones no inyectados, Prot. K:
Proteinasa K. Tripsina : Inhibidor de tripsina de soya. '
*® Las letras diferentes indican los grupos con significancia definida por Duncan (P< 0.05).

Enzimogramas e inhibidores de proteasas

Una actividad proteolitica en el SDS-PAGE con gelatina (10 mg mL™") fue observada
en la FP40, y las subfracciones A, y Al de V. penaeicida, cepa AM101, en donde las sub-
fracciones A y Al muestran una sola banda proteolitica (Fig. 4A). Los tratamientos con

EDTA-Na;, aprotinina, e inhibidor de tripsina de soya no surtieron efecto alguno en la acti-
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vidad proteolitica de la FP40 (Fig. 4B), mientras que el uso de CuCl,, E-64, y de tratamien-
to a 60°C generaron la pérdida de actividad proteolitica de diversas bandas de la FP40 y en
particular de la misma banda contenida en las subfracciones A y Al (Fig. 4A).

A B

E-64 60C EDTA Tryp. Aprot

XX

Figura 4.- Enzimograma proteolitico de la FP40, subfracciones A, y Al de V. penaeicida,
cepa AM101 (A) y FP40 sujeto a distintos inhibidores de proteasas (B). SDS-PAGE al 10%
con gelatina (10 mg mL™), después de ser tefiido con azul brillante coomassie R-250.
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DISCUSION

Patogenicidad de diferentes especies de Vibrio

Los vibrios son agentes patogenos que afectan a un amplio rango de organismos inver-
tebrados (Lightner 1996) y que poseen una gran variacién en lo que a patogenicidad se re-
fiere. La causa de esta variacion no son entendidos del todo, pero la evidencia sefiala que
¢sta depende de distintos factores relacionados con el hospedero (especie, edad, estado fi-
siologico, etc.), la especie y cepa de Vibrio, dosis, y método de infeccioén (Prayitno y Latch-
ford 1995, Hameed 1995, Costa et al. 1998, Harris y Owens 1999, Saulnier et al. 2000b).

Las larvas y postlarvas infectadas con V. penaeicida, cepa KH-1, mostraron signos de
enfermedad tales como opacidad del cuerpo, lesiones, necrosis en los apéndices, letargia, y
malformaciones. Signos similares fueron observados en otras especies de camarones que
fueron infectados con V. harveyi, y V. parahaemolyticus (Hameed 1993, Karunasagar et al.
1994, Muroga et al. 1994, Robertson et al. 1998). Vibrio penacicida, produjo una mayor
mortalidad comparada con V. harveyi y V. parahaemolyticus, en todos los subestadios lar-
vales del camarén (Fig. 2), siendo ademas los subestadios desde nauplio hasta protozoea II1
los que presentaron la mayor sensibilidad hacia estos agentes patdgenos. Una progresiva
resistencia de las larvas de M. japonicus, P. indicus, L. monodon y P. semisulcatus hacia
especies de Vibrio patogenas ha sido observada conforme estos organismos avanzan en su
desarrollo (Muroga et al. 1994, Hameed 1995). La disminucién en la susceptibilidad de las
larvas puede deberse a modificaciones fisioldgicas ¢ inmunoldgicas que se dan durante la
metamorfosis (Goarant er al. 1998) o bien al establecimiento y balance de una microflora
intestinal, la cual disminuye los efectos de los agentes patogenos (Yasuda y Kitao 1983,

Rengpipat et al. 1998).

No se detectd una diferencia significativa en la sobrevivencia de las larvas que fueron
infectadas con V. alginolyticus con las dosis de 10° - 107 ufc mL”, comparado con sus co-
rrespondientes homologas del grupo control (Fig. 2). El efecto observados en este trabajo
sobre los subestadios larvales del camarén, ademas de los reportados por Austin et al.
(1995) y Vandenberghe et al. (1998), sugieren la necesidad de realizar mayores estudios
sobre la influencia e interaccion que se presenta entre V. alginolyticus y las larvas, a fin de

evaluar su potencial como un agente probidtico.
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Vibrio harveyi y V. parahaemolyticus tuvieron un efecto similar en las larvas de cama-
rén L. vannamei, en donde las dosis de 10° y 10’ ufc mL™' causaron una alta mortalidad en
todos los subestadios larvales del camarén (Fig. 2), resultados similares fueron reportados
para L. monodon (Alapide y Dureza 1997). Una mayor mortalidad fue observada en larvas
de L. monodon y P. chinensis infectadas con V. harveyi, a las dosis de 10° - 10°, y 10* ufe
mL! (Vandenberghe et al. 1998, Karunasagar et al. 1994), mientras que V. harveyi (BP04)
y V. splendidus causaron una mortalidad significativa (P< 0.05) en larvas de L. monodon y
P. indicus a dosis desde 10’ hasta 10* ufc mL" (Prayitno y Latchford 1995). Esto confirma
que la patogenicidad de Vibrio spp. esta relacionada con la cepa del mismo.

La superficie de las larvas, las branquias, apéndices de alimentacién, molino gastrico, y
tracto intestinal pueden ser colonizados por bacterias que pueden establecerse en 10s tejidos
del hospedero (Lightner 1996, Vandenberghe et al. 1998). Estas pueden llegar a ser ruta de
infeccion factible para protozoea, mysis, y postlarva porque su forma de alimentacién favo-
rece este proceso. Sin embargo, los nauplios poseen reservas vitelinas y la infeccién oral no
es posible ya que la boca ain no esta presente en el organismo. Esto sugiere que algunos
factores virulentos extracelulares pudieron participar en el proceso de infeccién ocasionado

por V. harveyi, V. parahaemolyticus, y V. penaeicida en los nauplios de L. vannamei.

Patogenicidad de V. penacicida

Vibrio penaeicida ha demostrado ser un agente patégeno primario para camarén (Saul-
nier et al. 2000a) que ha sido involucrado en el mayor declive de la produccién de M. Jjapo-
nicus en Japon y L. stylirostris en Nueva Caledonia, destacando en esta especie de Vibrio
las cepas KH-1 y AM101, respectivamente (Ishimaru et al. 1995, Costa ez al. 1998, Taka-
hashi ef al. 1998). Una DLs, de 1.3 x 10* ufc mL™! fue determinada al infectar juveniles de
L. stylirostris con la cepa AM101, 48 h post-infeccién (Saulnier e al. 2000b). Mientras que
juveniles de M. japonicus infectados con la cepa KH-1 mostraron una DLs, de 10? y 10° ufc

org”, 72 h post-inyeccién intra-muscular (de la Pefia et al. 1993, Takahashi et al. 1998).
Los resultados muestran que la mortalidad generada por la cepa KH-1, a 120 h post-

infeccién (10* ufc mL"Y) en L. stylirostris y L. vannamei, es significativamente inferior (12
Y 26.7%) a la cepa AM101 (60 y 57.8%, respectivamente)(Tabla IT). Esto puede sugerir que

ambas cepas de V. penézeicida, KH-1 y AMI101, poseen una patogenicidad especifica en
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contra de su hospedero original, tal como lo reporta Saulnier et al. (2000a).

La patogenicidad de V. penaeicida, cepa KH-1 y AM101, en juveniles L. stylirostris
(3.5 — 5g, Anexo I) y L. vannamei (1 - 1.2 g, Anexo IIT) fue evaluada usando el mismo
protocolo, siendo ademas observados sus efectos a las 97 y 120 h, respectivamente. Contra-
riamente a lo reportado por Lotz (1997) quien sugiere que la resistencia de L. vannamei ha-
cia los agentes patégenos aumenta con el peso, este trabajo muestra que los camarones con
menor peso fueron los que mas resistieron a la mortalidad producida por ambas cepas de V.
penaeicida. Estos resultados pueden sugerir una mayor resistencia a este agente patégeno
por parte de L. vannamei que de L. stylirostris, la cual puede estar relacionada con alguna
variable (inmunolégica, genética) que determina esta resistencia. Cabe destacar que el pro-
ceso de domesticacién al que estin sujetos algunas lineas de camarones, como los
empleados en éste trabajo (Anexo II y ITI), puede traer consigo una disminucién en el esta-
tus genético general de los mismos (Berzie 1998, 2000). La mortalidad observada entre las
dos lineas de camarén usadas en este trabajo, sugiere la posibilidad de que este factor pueda
estar involucrado en los resultados producidos por V. penacicida sobre L. stylirostris.

Existen diversos factores especificos (toxinas, receptores, bacteriofagos) relacionados

con la patogenicidad, siendo algunos de estos dependientes de la bacteria y otros del hospe-

dero (Salyers y White 1994, Brumell y Finlay 2000). Bs conocido que los bacteriéfagos
pueden conferir virulencia e incrementar la diversidad genética de Vibrio spp. (Kellogg et
al. 1995, Harris y Owens 1999, Ruangpan ef al. 1999). Estos han sido involucrados en la
patogenicidad de V. harveyi, cepa 47666-1, hacia camarones L. monodon (Oakey y Owens
2000, Harris 2002). Un bacteri6fago fue detectado en V. penacicida, cepa AM23, la cual
fue aislada de camarones moribundos durante el episodio de mortalidad de Nueva Caledo-
nia en 1995 (Saulnier Com. personal). Esto podria ayudarnos a explicar la diferencia en lIa

patogenicidad que existe entre las cepas de V. penaeicida, KH-1 y AM101.

Toxicidad del sobrenadante libre de células (SLC) y Fracciones proteicas

La toxicidad del SLC de cepas patogénicas de Vibrio sobre organismos marinos ha sido
demostrada in vivo e in vitro (Liu et al. 1996, Lee ef al. 1997, Harris y Owens 1999, Mon-
tero y Austin 1999, Goarant et al. 2000), pero aiin no esta bien entendido el papel que jue-

gan los factores toxicos contenidos en el SLC en la patogenicidad de estas bacterias. La
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mortalidad (5 y 15%) que se observa en los juveniles de L. stylirostris y L. vannamei que
fueron inyectados con el SLC de la cepa KH-1 es inferior al mostrado por el SLC de
AM101 (98 y 78%)(Tabla III).

A fin de caracterizar los componentes involucrados en la toxicidad, las proteinas del
SLC de las cepas de V. penaeicida, KH-1 y AM101, fueron precipitadas por la adicién de
sulfato de amonio (FP40, FP60, y FP80). Solo las FP40 aisladas de los cultivos a 20°C
mostraron una actividad toxica sobre camarones L. stylirostris (Anexo II) y L. vannamei
(Tabla III), siendo significativamente superior (< 90%) la actividad téxica toxicidad mos-
trada por la FP40 de AM101 que la desplegada por su homologa (60%). La distinta toxici-
dad que generan los SLC de V. penaeicida, cepa KH-1 y AM101, sobre L. stylirostris y L.
vannamei puede sugerir que los dos Vibrio, geograficamente aislados, poseen alguna dife-
rencia especifica (genética) a nivel de tipo de toxina contenida en el SLC o en la cantidad
de la misma. Sin embargo, los resultados de mortalidad expuestos por el FP40 de la cepa
KH-1 y el hecho cie que la precipitacién con sulfato de amonio es un proceso que favorece
la concentracién de los factores extracelulares téxicos de tipo proteico que son producidos
por las bacterias, refuerza la hipétesis de que la diferencia en la mortalidad observada
(Anexo III) con el SLC y la FP40 de la cepa KH-1 se debe a una mayor concentracién del
factor téxico en la muestra.

Los juveniles L. stylirostris presentaron el mismo comportamiento de mortalidad que L.
vannamei, cuando fueron inyectados intra-muscularmente con la FP40 de las cepas KH-1 y
AMI101 (Anexo II), con un pico maximo de mortalidad a las 16 y 48 h, respectivamente.
Estos resultados nuevamente sugieren que de alguna forma que L. vannamei poseen una
mayor resistencia a los efectos generados por el SLC y la FP40 que L. stylirostris.

La produccidn de factores téxicos de Vibrio spp. es controlada por elementos regulato-
rios que son sensibles a los factores estresantes, tales como alta y baja temperatura (Pelczar
et al. 1982). En este estudio se us6 el SLC y la FP40 producidas por las cepas V. penaeici-
da, KH-1 y AM101, cultivadas a 30 y 20°C. Esta uGltima mostré tener un efecto letal sobre
L. stylirostris (Anexo II), lo cual indica que la virulencia del SLC est4 relacionada con una
condicion dependiente de la temperatura, como es sugerido por Finlay y Falkow (1997).

Este es el primer reporte que evidencia la presencia de un factor(es) toxico(s) extracelu-

lar(es) obtenido mediante la precipitacién con sulfato de amonio en las dos cepas de V. pe-
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naeicida, KH-1 y AM101, las cuales tienen un perfil electoforético (SDS-PAGE) parecido
(Anexo II). La similitud entre los dos perfiles electroforéticos y el hecho que estos fueron
obtenidos por medio de precipitacion con sulfato de amonio, hace pensar en la presencia de
un componente téxico o un conjunto de elementos toxicos en comin y de tipo proteico, el

cual puede llegar a generar mortalidad en los camarones L. stylirostris y L. vannamei.

Dosis letal media (DLsg)

La DLs, calculada en juveniles de L. vannamei para la FP40 del SLC de V. penaeicida,
cepa KH-1 y AM101, fue estimada en 15.43 y 5.61 pg de proteina org™ (Anexo I1I), siendo
este valor ultimo valor similar al encontrado para L. stylirostris (5 pg proteina org™)(Tabla
VI). Estos valores pueden ser comparados con la DLsg para el SLC preparado de V. para-
haemolyticus, cepa 25C (8 pg de proteina org™) y V. harveyi, cepa E2 (4.4 ug de proteina
org") en L. monodon y Nephrops norvegicus (Montero y Austin 1999, Sudheesh y Xu
2001). Por otra parte, la DLs calculada de la subfraccion A de la FP40 de la cepa AM101

fue de 1.68 ng de proteina org” (Anexo 11I). Este valor de DLso es menor al reportado por
Haris y Owens (1999) para las subfracciones T1 y T2 (1.8 y 2.2 pg de proteina g’ peso del
camarén L. monodon) obtenidas a partir del SLC de V. harveyi. Sugiriendo que la especie y
cepa de Vibrio es un factor importante en lo que respecta al tipo y cantidad de las toxinas

producidas, y que estas pueden actuar en forma diferente dependiendo del hospedero.

Histologia

Signos externos no especificos de enfermedades originados por miembros del género
Vibrio han sido reportados en L. vannamei, L. monodon, L. stylirostris, y M. japonicus (Ji-
ravanichpaisal et al. 1994, Lightner 1996, Smith 2000). Signos externos tales como nado
erratico, aletargamiento, tracto intestinal vacio o semi-vacio, decoloracion del cuerpo, y
mortalidad fueron observados en los camarones L. vannamei que fueron infectados con V.
penaeicida, cepa AM101, y FP40 proveniente de esta misma cepa (Anexo III). Por medio
de histologia, se observa en camarones infectados con bacterias vivas, placas bacterianas en
el lumen de los tibulos del hepatopancreas, inflamacién y ausencia de vacuolas lipidicas,
los cuales son signos caracteristicos de camarones infectados con Vibrio (J iravanichpaisal

et al. 1994, Lavilla et al. 1998, Ruangpan et al. 1999). Presencia ideopatica de nicleos pic-
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noticos y cariorréxicos en las glandulas antenales tenian, aunado a una infiltraciéon hemoci-
tica severa en los sinus intertubulares se observa en camarones infectados con la bacteria
viva, y en los inyectados con la FP40. Granulomas sépticos, hidrélisis idiopatica de los tui-
bulos del hepatopancreas, e infiltraciones hemociticas fueron observados solamente en los
cortes histolégicos provenientes de camarones inyectados con la FP40. Estos signos de en-
fermedad también han sido reportados para camarones L. monodon infectados con V. har-
veyi (Jiravanichpaisal et al. 1994, Lavilla et al. 1998, Ruangpan et al. 1999). Estos resulta-
dos permiten suponer que tanto la bacteria, como los productos contenidos en la FP40, pue-

dan actuar de forma parecida (Anexo III).

Inhibidores, gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), y enzimogramas

Los tratamientos con calor (60 y 100°C) y proteinasa K inhibieron la actividad proteoli-
tica (gelatina) y la toxicidad in vivo de la FP40 y la subfraccion A obtenidas a partir del
SLC de V. penacicida, cepa AM101 (Anexo III). La actividad proteolitica, la pérdida de
toxicidad de las muestras después de la digestion con la proteinasa K, y los tratamientos
térmicos aunado al hecho de que la FP40 fue obtenido por precipitacién con sulfato de
amonio, sugiere la naturaleza proteica y termolabil del factor téxico generado por V. pe-
naeicida, cepa AM101. Resultados similares fueron observados para la FP40 de V. penaei-

cida, cepa AM101, cuando fue inyectada intra-muscularmente a camarones L. stylirostris

(Tabla VI'y Anexo II). Sudheesh y Xu (2001) observan el posible papel que juega en la pa-
togenicidad, una proteasa obtenida por precipitacion con sulfato de amonio a partir del PEC
de V. parahaemolyticus, la cual fue afectada por el calor (70°C por 10 min) y mostré una
alta actividad proteolitica hacia gelatina y caseina. Por otra parte, Montero y Austin (1999)
sugieren la naturaleza no proteica de una exotoxina producida por V. harveyi debido a que
esta no fue afectada por los tratamientos térmicos (60 y 100°C), ni es digerida por la protei-
nasa K.

Los resultados expuestos por los tratamientos con EDTA-Na,, inhibidor de tripsina de
soya, y aprotinina, durante los ensayos in vivo (L. vannamei y/o L. stylirostris) y en los en-
zimogramas, sugieren que el factor toxico contenido en la FP40 y subfraccién A no es una
metaloproteasa, serin proteasa, o proteasa de tipo tripsina (Anexo III, Fig. 4B). Solo los tra-

tamientos que utilizaron CuCl, y E-64 tuvicron un efecto inhibitorio significativo (P< 0.05)
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en la toxicidad in vivo que presentan estas dos muestras. Los resultados de toxicidad in vivo
detectados en estos dos tltimos tratamientos, no presentaron diferencia significativa (P>
0.05) entre ellos, lo cual parece deberse a que 1la FP40 y subfraccién A contienen el mismo
factor téxico, el cual se comporta como una exotoxina de tipo cistein proteasa. Liu ef al.
(1997 y 1999) purifican y caracterizan una cistein proteasa obtenida a partir del SLC de un
V. harveyi patégeno para L. monodon. Ellos reportan a CuCl, como un inhibidor de cistein
proteasas que actua completamente sobre este tipo de exotoxina, inhibiendo su capacidad
de generar mortalidad cuando es inyectada intra-muscularmente a L. monodon.

Las subfracciones A y Al fueron las unicas que generaron mortalidad a los camarones
L. vannamei (Tabla 1V) de forma similar a la FP40 (Anexo III). La subfraccién A muestra
distintas bandas proteicas de pesos moleculares aproximados de 54, 38.5, 31-25, 21, y 15.5-
10.8 kDa (Anexo I1I), mientras que la subfraccién Al muestra bandas de proteinas con un

peso molecular aproximado de 54, 38.5 kDa (Anexo III). Cabe destacar la similitud que

presenta la banda de 38.5 kDa que se observa entre la FP40 y las subfracciones A y Al
(Anexo IIT) y que es la banda con actividad proteolitica que es inhibida por CuCl, y E-64
(Fig. 4A y B). Liu et al. (1997), Lee et al. (1999b) detectan una exotoxina de tipo de las
cistein proteasa que es producida por un V. harveyi aislado de camarones enfermos (L. mo-

nodon), 1a cual tiene un peso molecular de 38 kDa y es totalmente inhibida por CuCl,.

Sumario

Este es el primer trabajo que evidencia los efectos que puede generar V. penacicida, ce-
pa KH-1 y AMI101, en larvas o juveniles de L. vannamei y L. stylirostris. Este agente paté-
geno ha demostrado que puede producir una mortalidad significativa en los organismos,
desde dosis de 10° - 10* ufc mL™, lo cual lo convierte en un agente patégeno con un alto
potencial de impacto en la acuacultura, si es que llega y se establece en América.

Las infecciones realizadas con V. penaeicida, cepa KH-1, causaron opacidad del cuer-
po, lesiones, necrosis en los apéndices, letargia, y malformaciones en las larvas de L. van-
namei, generando ademas una mayor mortalidad que V. harveyi, V. parahaemolyticus, y V.
alginolyticus desde la dosis mas baja (10°> ufc mL™"). Las infecciones realizadas con V. pe-
naeicida, cepa AM101, causaron una mayor mortalidad en juveniles de L. stylirostris y L.

vannamer que la cepa KH-1. Esto confirma que ambas cepas de V. penaeicida son agentes
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patogenos importantes, tanto para larvas como juveniles. Ademés, estos hechos sugieren la
existencia de una posible patogenicidad especifica hacia el hospedero original, como lo re-
porta Saulnier ef al. (2000a), o una diferencia genética entre las dos cepas que propicia es-
tos resultados.

Se investigé la produccion de factores toxicos extracelulares para juveniles L. vannamei
y L. stylirostris contenidos en el SLC de las dos cepas de V. penaeicida, a fin de establecer
su papel como uno de los posibles mecanismos de patogenicidad que puede emplear este
agente patogeno. Los resultados in vivo demostraron que el producto obtenido a partir del
SLC por medio de precipitacion con sulfato de amonio, a un 40% de saturacién, permitia
obtener una fraccion proteica con actividad toxica para los camarones. Sin embargo, estos
resultados también establecieron que la FP40 proveniente de la cepa AM101 generaba una
mayor mortalidad que la proveniente de la cepa KH-1, tanto en L. vannamei, como L. styli-
rostris. Esto sugiere una diferencia genética entre las dos cepas de V. penaeicida que puede
observarse a nivel de la produccion de los factores toxicos contenidos en la FP40.

La FP40 obtenida del SLC de V. penaeicida, cepa AM101, fue fraccionada por medio
de FPLC-1 y su subfraccion téxica paséd por un segundo proceso de FPLC-2. Las caracteris-
ticas de la FP40 y las subfracciones A y Al fueron evaluadas in vivo, SDS-PAGE, enzimo-
gramas, y mediante el uso de inhibidores de proteasas. Las pruebas in vivo mostraron que la
FP40 y las subfracciones A y Al fueron las uinicas que generaban mortalidad en los juveni-
les L. vannamei, ademas de presentar una actividad proteolitica (enzimogramas) y una gran
banda proteica en comin de aproximadamente 38.5 kDa (SDS-PAGE). El uso de inhibido-
res de proteasas en la FP40 y subfraccién A reveld que los tratamientos con calor (60 y
100°C), proteinasa K, CuCl, y E-64 tuvieron un efecto inhibitorio significativo (P< 0.05)
en la toxicidad in vivo, dato que se confirmé en la actividad proteolitica (enzimogramas) de
la FP40 sujeta a los mismos inhibidores. Esto nos sugiere que la FP40 y subfracciones A y
Al contienen el mismo factor toxico, €l cual se comporta como una exotoxina de tipo cis-

tein proteasa.




25 Conclusién

CONCLUSIONES

La mortalidad registrada tanto en larvas, como juveniles de camarén L. vannamei y/o
L. stylirostris después de ser infectados con V. penaeicida, cepa KH-1 y AM101, de-
muestran que las dos cepas son agentes patogenos importantes que puede tener un
gran impacto en la camaronicultura mexicana.

Una concentracion de 10* ufc mL™? de V. penaeicida generé mortalidad significativa
en camarones juveniles L. vannamei y L. stylirostris, mientras que 10° ufc mL™" fue
suficiente para generar el mismo efecto en las larvas de L. vannamer.

La mortalidad larval observada después de ser expuestas a V. penaeicida, cepa KH-1,
fue significativamente superior al de V. harveyi y V. parahaemolyticus. Las cuales
produjeron la mortalidad més alta en las dosis de 10° y 107 ufc mL™.

La mortalidad observada en los diferentes subestadios larvales del camarén, sugiere
que la resistencia de éstas hacia los agentes patdgenos aumenta con el desarrollo lar-
val, pero que esto depende de la especie de bacteria y dosis de infeccion.

La mortalidad observada en los camarones juveniles de L. vannamei al usar la bacte-
ria viva, el SLC, y la fraccion FP40 de V. penaeicida, cepa AM101 y KH-1, sugieren
que existe alguna diferencia entre las dos cepas, misma que fue evidenciada mediante
los diferentes resultados obtenidos en estas tres variables.

La DLs calculada para la FP40 de V. penaeicida, cepa AM101, es menor que la ob-
servada para la cepa KH-1 (5.61 y 15.43 pg de proteina org™), pero superior al obte-
nido para la subfraccion A de la cepa AM101 (1.68 pg de proteina org™).

Los signos externos e histoldgicos no especificos de enfermedad similares fueron ob-
servados en los camarones juveniles de L. vannamei que fueron infectados o inyecta-
dos con la bacteria viva o la FP40 de V. penaeicida, cepa AM101.

La mortalidad observada en L. vannamei al aplicarles la FP40, subfracciones A y Al
provenientes del SLC de V. penaeicida, cepa AM101, aunados a sus perfiles electro-
foréticos (SDS-PAGE), sugieren que el factor toxico producido por este Vibrio esta
contenido en éstas muestras y que éste fué identificado como una gran banda proteica

de aproximadamente de 38.5 kDa con actividad proteolitica (enzimogramas).
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>

La obtencion del factor téxico por medio de precipitacién con el sulfato de amonio,
aunado a la peérdida de su toxicidad y actividad proteolitica, después del uso de la pro-
teinasa K, tratamientos térmicos, CuCl, y E-64, sugieren fuertemente que la exotoxi-
na producida por V. penaeicida, cepa AM101, es una proteasa termolabil de tipo cis-

tein proteasa.




27 Recomendaciones

RECOMENDACIONES

1. Produccion de la exotoxina.
> Establecer qué factores pueden potenciar la produccién de la exotoxina en V. pe-
naeicida.
> Optimizar el proceso de extraccion y purificacion de la exotoxina de V. penaeicida,
por medio de cromatografia de afinidad.
> Establecer la secuencia de aminoacidos de la exotoxina (secuenciacién).

> Definir el o los genes que codifican para esta exotoxina.

2. Patogenicidad de V. penacicida.

» Uso de marcadores como la proteina verde fluorescente para determninar la o las ru-
tas de entrada de la bacteria al camarén.

» Establecer el efecto de la temperatura sobre la patogenicidad de V. penaeicida, so-
bre camarén.

> Establecer los érganos blancos de la bacteria y la exotoxina (criohistologia, imnu-
nohistoquimica).

» Establecer la posibilidad de la presencia de bacteriéfagos en V. penaeicida, cepa
AM101.

3. Variaciones interespecificas.
» Realizar estudios sobre la variabilidad genéticas y procesos de domesticacion, tanto
a nivel de V. penaeicida, cepa KH-1 y AM101, como de L. vannamei y L. styliros-

tris.
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