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Glosario VII

GLOSARIO 
 

Adhesina. Moléculas involucradas en la adhesión de microorganismos a 

superficies sólidas; factores que incrementan adsorción (Atlas y Bartha, 1993).  

 

Aglutinación. Grupos o agregaciones visibles de células o partículas, debido a la 

reacción de antígenos con anticuerpos (Atlas, 1990). 

 

Bioensayo. Prueba en la que se usan microorganismos vivos para determinar el 

efecto y/o concentración de una sustancia con base a la magnitud del desarrollo o 

de la actividad de un organismo bajo condiciones controladas (Atlas, 1990).  

 

Citotoxinas. Sustancias capaces de dañar a determinadas células sin causarles 

lisis (Atlas, 1990). 

 
Colonización. Establecimiento de un microorganismo en una superficie de un 

organismo o material para su reproducción, sin necesariamente resultar en 

invasión o lesión de los tejidos (Atlas, 1990). 

 
Eleuteroembrión. Fase del período embrionario de los peces que comienza al 

momento de la eclosión y culmina hasta que se absorbe completamente el saco 

vitelino (Balon, 1984). 

 

Especificidad. La restricción de interacción; en los anticuerpos, se refiere a la 

cantidad de antígenos con los que un anticuerpo se combina; en las enzimas, se 

refiere al substrato sobre el que actúa la enzima; en los microorganismos 

patógenos o parásitos, se refiere a la variedad de huéspedes susceptibles (Atlas, 

1990). 
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Exotoxinas. Sustancias tóxicas producidas por algunos patógenos y excretadas al 

medio circundante donde se propaga a distintos tejidos causando daño celular 

independientemente del patógeno productor (Brock y Brock, 1978). 

 
Fenotípico. Relativo a las características físicas de un individuo sin considerar su 

constitución genética; en taxonomía, sistema de clasificación que no toma en 

consideración relaciones evolutivas (Atlas, 1990). 

 

Fimbrias (Pili). Proteínas filamentosas en la superficie de células bacterianas que 

pueden actuar como adhesinas para una adherencia específica (Todar, 1998). 

 
Hidrofobicidad. El concepto hidrofobicidad refleja las propiedades de los 

diluyentes, la fase acuosa en la cual las bacterias son suspendidas (Ben-Naim, 

1976). 

 
Hospedero. Organismo que alberga y provee habitat o alimento para otro 

organismo (latín hospes = recibir un invitado) (Todar, 1998). 

 

Gnotobiotico. Animales libres de bacterias o aquellos que viven en asociación 

con uno o más microorganismos conocidos (griego gnotos = conocido y biota = 

flora o fauna de una región) (Prescott et al., 1993; Hooper et al., 1998). 

 

Inducción. Proceso por el cual una enzima es sintetizada en respuesta a la 

presencia de una sustancia externa, el inductor (Brock y Brock, 1978). 

 

Infección. Proceso mediante el cual se da un primer paso necesario para la 

producción de una enfermedad por bacterias, hongos o virus (Freeman, 1989). 

 

Inmunidad. Es el estado relativo de resistencia de un hospedero a un patógeno 

específico (Todar, 1998). 
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Interacción hidrofóbica. Es el decremento en la energía libre asociada con lo 

que provocan dos cuerpos en contacto, dependientes de la fase acuosa misma, 

posiblemente debido a la fuerte fuerza de cohesión entre las moléculas del agua o 

la estructura única del agua (Ben-Naim, 1976). 

 

Moco. Capa mucopolisacárida de glucosaminoglicanos que cubren la superficie 

mucosa de la célula animal (Today, 1998).  

 

Neonatos. Organismos recién eclosionados. 

 

Patogenicidad. Se refiere a la capacidad potencial de un microorganismo para 

causar una enfermedad en un hospedero (Falkow, 1990). 

 
Patógenos oportunistas. Son microorganismos de vida libre, pero que requieren 

de condiciones favorables para su propia proliferación en los sistemas de crianza 

o en asociación con el hospedero para causar una enfermedad (Elston, 1984). 

 
Probiótico. Es un suplemento alimenticio microbiano vivo, el cual afecta 

benéficamente al hospedero animal mejorando su balance microbiano intestinal 

(Fuller, 1989). 

 
Unidad experimental. Termino empleado para denominar a cada uno de los 

recipientes (1000, 500 y 250 ml de capacidad) utilizados durante todos los 

bioensayos en el presente trabajo.  

 

Unidades Formadoras de Colonias (UFC). Es una unidad celular viable capaz 

de dividirse y formar una colonia (Atlas, 1990). 

 

Vector. Un agente, generalmente insecto u otro animal, capaz de transmitir 

patógenos de un hospedero a otro (Brock y Brock, 1978). 
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Virulencia. Grado por el cual un patógeno dado puede causar una enfermedad 

(Brock y Brock, 1978), se mide generalmente por el número de microorganismos 

necesarios para producir la enfermedad (Freeman, 1989). 
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RESUMEN 
 
 
El cultivo de peces marinos se ha visto afectado por mortalidades masivas durante 
la crianza larvaria. En estudios recientes se ha relacionado la presencia de 
bacterias patógenas oportunistas con dichas mortalidades, en especial de los 
géneros Vibrio y Aeromonas. El objetivo de este trabajo fue desarrollar una 
infección experimental para evaluar la patogenicidad de cepas de Vibrio y 
Aeromonas aisladas de los sistemas de crianza larvaria de la cabrilla arenera 
(Paralabrax maculatofasciatus). Para ello se utilizaron las cepas Aeromonas media 
(226, 281), Vibrio proteolyticus (279, 282), Vibrio charchariae (280), Aeromonas 
ichthiosmia (301), Aeromonas sp. (302), Vibrio sp. (303) y Vibrionaceae (227, 228) 
y dos cepas de referencia, Vibrio harveyi y Vibrio alginolyticus. Primeramente se 
evaluó al rotífero Brachionus plicatilis como vector de infección, así como su tasa 
de bioencapsulación. Los resultados indicaron un incrementó de la supervivencia 
del rotífero en presencia de las cepas Aeromonas media 226 (133 %) y Vibrio 
proteolyticus 279 (176 %) y la tasa de bioencapsulación promedio fue entre 900-
8000 UFC/rotífero, después de 24 h. La infección experimental se evaluó en 
cuatro bioensayos durante 48 h, utilizando unidades experimentales (UE) de 250 
ml con 100 ml de agua de mar estéril, colocados en baño a 23 ± 1ºC con 
fotoperíodo de 12 h luz:12 h oscuridad; las densidades de organismos fueron 80 
huevos/UE de cabrilla arenera, 5 rotíferos/ml y alrededor de 108 UFC/ml. Las 
cepas que produjeron mayores mortalidades en promedio durante tres bioensayos 
fueron: Vibrio proteolyticus 282 (48 %), Vibrio sp. 303 (42 %) y Aeromonas sp. 302 
(46 %), registrándose diferencias significativas (P<0.05) con respecto a sus 
controles (19 %) sin la adición de bacterias. Así mismo, se determinaron algunos 
factores potenciales de virulencia de las cepas de prueba, como: la adhesión a la 
superficie mucosal de la piel de eleuteroembriones, la hidrofobicidad, la 
producción de exoenzimas y hemolisinas, así como, la formación de una película 
en medio BHI. En donde todas las cepas demostraron capacidad para reaccionar 
y producir dichos factores. Con los resultados obtenidos, se concluye que las 
bacterias (Vibrio harveyi, Aeromonas media 226 y 281, Vibrio proteolyticus 282, 
Aeromonas ichthiosmia 301, Vibrio sp. 303 y Aeromonas sp. 302) asociadas al 
cultivo larvario de la cabrilla arenera fueron patógenas para los eleuteroembriones 
y larvas, y se sugiere que el rotífero Brachionus plicatilis podría actuar como vector 
de dichos patógenos. 
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ABSTRACT 
 
 
The culture of marine fish has been affected by massive mortalities during larval 
rearing. In recent studies the presence of opportunistic pathogen bacteria has been 
related to this mortality, especially bacteria of the Vibrio and Aeromonas genera. 
Our objective was to develop an experimental infection to evaluate the 
pathogenicity of Vibrio and Aeromonas isolated from the larval-rearing systems of 
the spotted sand bass (Paralabrax maculatofasciatus). For this we used the strains 
Aeromonas media (226, 281), Vibrio proteolyticus (279, 282), Vibrio charchariae 
(280), Aeromonas ichthiosmia (301), Aeromonas sp. (302), Vibrio sp. (303) and 
Vibrionaceae (227, 228), and two reference strains, Vibrio harveyi and Vibrio 
alginolyticus. First was evaluated the rotifer Brachionus plicatilis as the infection 
vector, and also evaluated its bioencapsulation rate. Bioencapsulation increased 
rotifer survival in the presence of the strains Am226 (133 %) and Vp279 (176 %). 
The bioencapsulation rate average was 900-8000 UFC/rotifer, after 24 hours. The 
experimental infection was evaluated in four trials for 48 hours, using experimental 
units (EU) of 250 ml with 100 ml of sterile sea water. The tests were run at 23 +/- 
1ºC with a photoperiod of 12 h light:12 h darkness; the organisms of densities were 
80 eggs/EU of spotted sand bass, 5 rotifers/ml and about 108 UFC/ml. The strains 
causing mortalities greater than average were Vp282 (48 %), Vibrio sp. 303 (42 %) 
and Aeromanas sp. 302 (46 %), showing significant differences (P<0.05) from the 
controls (19 %). Some potential factors of virulence of the test strains were 
determined; the adhesion to the mucosal surface of the eleutheroembryos skin, the 
hydrophobicity, the axoenzymatic production and hemolysis, and the formation a 
film in BHI medium. All strains demonstrated a positive capacity to produce these 
factors. With the results obtained, we conclude that the bacteria (Vibrio harveyi, 
Aeromonas media 226 and 281, Vibrio proteolyticus 282, Aeromonas ichthiosmia 
301, Vibrio sp. 303 and Aeromonas sp. 302) associated with the larval culture of 
the spotted sand bass were pathogens for the eleutheroembryos and larvae, and it 
is suggested that the rotifer Brachionus plicatilis could act as vector of this 
pathogen. 
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1   INTRODUCCIÓN 

 

Uno de los principales problemas en la acuicultura de peces marinos son las altas 

mortalidades que se presentan durante sus primeros estadios de vida (Muroga et 

al., 1987; Munro et al., 1994). Dichas mortalidades se han asociado a diversos 

factores, como la calidad nutricional del alimento vivo, factores ambientales, así 

como el desequilibrio entre el hospedero, el ambiente y las bacterias patógenas 

(Nicolas et al., 1989). En los últimos años, se ha documentado la presencia de 

bacterias patógenas (Vibrio  y Aeromonas) dentro de los sistemas de producción 

larvaria como uno de los principales factores desestabilizadores, siendo su 

introducción a través del rotífero Brachionus plicatilis, utilizado como primer 

alimento en la etapa larvaria (Gatesoupe, 1982, 1989). 

 

Es por ello, que se han desarrollado métodos para establecer un control 

microbiano en todas las etapas de los procesos del cultivo (Vadstein, 1997). Por 

un lado, la introducción de bacterias seleccionadas en la cadena alimenticia de 

larvas ha permitido mejorar su tasa de supervivencia, como en el caso de 

Scophthalmus maximus infectadas con Vibrionaceae (Gatesoupe, 1994). Por otro 

lado, aunque la información es limitada al respecto, se sabe que las larvas 

presentan un desarrollo incipiente de su sistema inmunológico. Una alternativa 

para incrementar su supervivencia durante las primeras etapas de vida ha sido la 

inmunoestimulación, la cual consiste en métodos que permiten mejorar la 

capacidad tanto del sistema específico como el no específico, mejorando la 

resistencia de las larvas a infecciones bacterianas (Vadstein, 1997). Otros 

métodos alternativos han sido la utilización de Lactobacillus plantarum y esporas 

de Bacillus, de las que se sabe disminuyeron la presencia de Vibrionaceae cuando 

fueron utilizadas como alimento en rotíferos (Gatesoupe, 1991a). 

 

En algunos trabajos se han estandarizado métodos de exposición in vivo con 

Vibrio y Aeromonas (Nordmon et al., 1997). De los métodos más frecuentes se 

encuentran: inyección intraperitonial, baños con determinadas dosis de bacterias y 
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por cohabitación. Estos métodos han sido descritos en diversas publicaciones 

(Colorni et al., 1981; Bruno et al., 1986; Hjeltnes et al., 1987; Lillehaug et al., 1990; 

Gjedrem y Gj∅en, 1995; Nordmon et al., 1997; Bruno et al., 1998; Madsen y 

Dalsgaard, 1999). 

 

La cabrilla arenera Paralabrax maculatofasciatus, es una especie que se 

encuentra distribuida a lo largo de la costa Oeste de México, es un pez carnívoro, 

que tiene hábitos diurnos y se alimenta de pequeños crustáceos, bivalvos, 

gasterópodos, pelecipodos y pequeños peces (Ferry et al., 1997). Esta especie ha 

demostrado adaptabilidad a las condiciones de cultivo al ser muy resistente al 

manejo, logrando con éxito su madurez sexual y reproducción, reflejándose en su 

capacidad de desovar durante todo el año bajo condiciones controladas de 

laboratorio, además de su baja territorialidad, por lo que se ha considerado una 

especie potencial para su cultivo comercial en México (Rosales-Velázquez et al., 

1992; Rosales-Velázquez, 1997). Se ha reportado que puede llegar a medir hasta 

45 cm de longitud total en 3.5 años bajo condiciones de cultivo y su carne blanca 

de excelente calidad se puede encontrar a un precio comercial de 5 dólares/kg en 

el mercado (Avilés-Quevedo y Mazón-Suástegui, 1996). 

 

Los estudios realizados en el Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas del IPN 

(CICIMAR), han sido enfocados ha desarrollar técnicas para establecer el cultivo 

de la cabrilla arenera, como establecer la densidad de siembra (Alvarez-González, 

1999), sus diferentes requerimientos nutricionales (Rosales-Velázquez, 1997; 

Anguas-Vélez et al, 2000; Peña-Martínez, 2000), así como su dieta durante el 

desarrollo de la etapa larvaria (Alvarez-González, 2001). A pesar de que los 

avances han sido considerables, no existe información específica acerca del papel 

que juegan las bacterias patógenas dentro de los sistemas de crianza larvaria, 

donde han sido registradas mortalidades del 90-95% durante los primeros días de 

crianza; lo que ha representado un obstáculo para llevar a cabo su cultivo de 

manera extensiva. 
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De ahí surge el interés del presente trabajo, en el que se evaluó una infección 

experimental con diez cepas de bacterias de los géneros Vibrio y Aeromonas 

provenientes del sistema de cultivo donde se registraron altas mortalidades, así 

como del rotífero, Brachionus plicatilis, utilizado como alimento vivo durante la 

crianza larvaria. Así mismo, se contó con dos cepas patógenas de referencia, 

provenientes de una vibriosis en un cultivo de camarón y una septicemia 

hemorrágica en peces marinos. Por otro lado, se determinó la tasa de filtración de 

bacterias por parte de los rotíferos, evaluando el papel del rotífero como vector en 

la infección experimental. Finalmente se evaluaron determinantes potenciales de 

virulencia de las cepas: adhesión al moco de los eleuteroembriones, hidrofobicidad 

de las células bacterianas y producción de exoenzimas y hemolisinas por parte de 

las bacterias, evaluando así la capacidad de las bacterias para causar 

mortalidades significativas tanto en los eleuteroembriones como en las larvas de 

Paralabrax maculatofasciatus. 
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2   ANTECEDENTES 

 

2.1 INFECCIONES EXPERIMENTALES EN ORGANISMOS MARINOS. 

 

Son pocos los trabajos sobre infecciones experimentales en peces marinos donde 

se haya evaluado la patogenicidad de bacterias de los géneros Vibrio y 

Aeromonas, principalmente durante las primeras etapas de su desarrollo larvario. 

Sin embargo, éstas evaluaciones se han realizado en algunos invertebrados 

marinos durante sus primeras etapas larvarias. En este sentido, Robertson et al. 

(1998) llevaron a cabo infecciones experimentales con Vibrio harveyi en larvas de 

camarón (Penaeus vannamei). Se infectaron en baños por 2 h, a una 

concentración de 104-107 bacterias/ml. Se reportaron altas mortalidades en los 

organismos, las cuales estuvieron asociadas a una rápida multiplicación de 

bacterias, quedando claro que el protocolo de infección fue correcto. 

 

Así mismo, Prayitno y Latchford (1995) realizaron una infección experimental en 

crustáceos, por el método de baños con bacterias por 48 h. Reportaron que las 

cepas de Vibrio harveyi y Photobacterium phosphoreum fueron patógenas de 

nauplios de artemia y larvas de Penaeus monodon, con dosis de 104 y 103 

UFC/ml, respectivamente, y concluyeron que la virulencia de ambas cepas 

mantuvo una estrecha relación con la edad de las larvas. 

 

Otro reporte de infección experimental con larvas y postlarvas de abulón rojo 

(Haliotis rufescens) fue reportado por Anguiano-Beltran et al. (1998), quienes 

evaluaron la patogenicidad de Vibrio alginolyticus a diferentes concentraciones de 

bacterias (102–106 células/ml) por 24-48 h. Los resultados sugirieron que V. 

alginolyticus causó mortalidades masivas en las larvas en 24 h con 105 células/ml 

y en postlarvas 106 células/ml fueron requeridas para producir el mismo efecto. 

 

Para evaluar la patogenicidad de Vibrio alginolyticus sobre larvas de la almeja 

catarina, Argopecten ventricosus (= circularis), Sainz et al. (1998) realizaron una 
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infección experimental, adicionando diferentes concentraciones de la bacteria 

(0.1x105-90x105 células/ml) en un medio con las larvas. Los resultados se 

estimaron en porcentaje, tanto la actividad de nado de las larvas como la 

supervivencia total, observándose que con una dosis de 0.5x105 células/ml del 79-

80% de las larvas nadaron activamente hasta el último día (20) del experimento y 

con una concentración de 5x105 células/ml no hubo larvas vivas al día 12 del 

experimento. Se observó una alta virulencia de V. alginolyticus en una 

concentración de 90x105 células/ml y no se mantuvo ninguna larva viva al día 2 

del experimento.  

 

Los trabajos antes mencionados realizaron las evaluaciones en diversos 

organismos distintos a los peces marinos. A pesar de ello, algunas semejanzas 

han sido observadas en la metodología sobre las infecciones experimentales bajo 

condiciones de laboratorio. Por lo tanto, es de fundamental importancia desarrollar 

y estandarizar modelos de infección experimental (Skjermo y Vadstein, 1999) para 

evaluar la patogenicidad de bacterias asociadas a los cultivos de peces marinos 

(Iwata et al., 1978; Masamura et al., 1989; Muroga et al., 1990). 

 

En las últimas décadas se han desarrollado diferentes métodos y técnicas para 

evaluar la patogenicidad de bacterias asociadas por lo general a los sistemas de 

crianza larvaria de peces marinos, con la finalidad de tener una idea más clara del 

papel que juegan dentro de estos ambientes acuícolas (Muroga et al., 1987; 

Nicolas et al., 1989). También se ha documentado que la presencia de dichas 

bacterias (especialmente Vibrio y Aeromonas) dentro de los sistemas de crianza 

larvaria son uno de los principales problemas para su producción (Munro et al., 

1994; Blanch et al., 1997). 

 

Aunado a esto, se ha documentado sobre el incipiente desarrollo del sistema 

inmunológico que presentan las larvas de peces, uno de los trabajos que se ha 

realizado con la finalidad de reforzar dicho sistema es el realizado por Vadstein 

(1997), quien propone el método de la inmunoestimulación, el cual pretende 
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establecer un control microbiano en todas las etapas de desarrollo del cultivo y 

obtener un mejoramiento en la capacidad del sistema inmunológico tanto 

específico como no específico de las larvas, lo que les permitirá resistir la invasión 

de algún patógeno, logrando así minimizar las pérdidas dentro de la crianza 

larvaria. 

 

Gatesoupe (1994) evaluó una infección experimental con una cepa patógena de 

Vibrio sp. en larvas de Scopthalmus maximus. El método consistió en enriquecer 

un cultivo de rotíferos con un inoculo diario de 107 UFC/ml de bacterias lácticas. El 

resultado más significativo fue el mejoramiento de la tasa de supervivencia de las 

larvas expuestas a una concentración de 2x107 UFC/ml de Vibrio sp. cuando los 

rotíferos fueron enriquecidos con bacterias lácticas, reportando un 50% de 

supervivencia en los tratamientos expuestos a Vibrio, después de 72 h de iniciado 

el experimento. Concluyendo que altas concentraciones de bacterias lácticas en el 

cultivo de rotíferos pueden incrementar su valor dietético para larvas de S. 

maximus y como consecuencia mejorar su supervivencia. 

 

Nordmon et al. (1997) y Madsen y Dalsgaard (1999) evaluaron la patogenicidad de 

bacterias, induciendo la infección experimental con una inyección intraperitonial en 

peces adultos de salmón del Atlántico (Salmo salar) con Vibrio salmonicida y en 

trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) con Flavobacterium psychrophilum. En el 

primer caso, se observaron mortalidades hasta del 70%, con una dosis de 5x106 

UFC/pez. A pesar de ser el método más confiable para inducir vibriosis, los peces 

mostraron muy pocos signos externos de la enfermedad. En el segundo caso, las 

mortalidades fluctuaron entre 60-70%, con una dosis de 104 UFC/pez. Estos 

resultados se compararon con otros dos métodos para inducir la infección 

experimental: la exposición en baños y la cohabitación. Ambos métodos 

presentaron mortalidades acumuladas del 70% en 21 días de exposición, con 

dosis entre 2x106-8x106 UFC/ml, observándose que el Salmo salar mostró signos 

típicos de vibriosis. En ambos trabajos, se evidenció la patogenicidad de las 
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cepas, ya que fueron aisladas en el 98% de los peces muertos, mientras que en 

los controles, las bacterias de prueba no fueron aisladas en ningún caso. 

 

Un trabajo interesante por ser pionero en esta área, es el desarrollado por Bergh 

et al. (1992), los cuales inducieron una infección experimental en huevos y 

eleuteroembriones de Hippoglossus hippoglossus. El objetivo fue examinar el 

efecto de tres bacterias patógenas potenciales del género de Vibrio sobre su 

supervivencia. La infección experimental se realizó adicionando una concentración 

de 3x106 UFC/ml en un recipiente con los huevos de H. hippoglossus. Los 

resultados mostraron mortalidades acumuladas hasta del 95% en ambas fases de 

desarrollo, observándose un decremento en la supervivencia conforme continúa el 

desarrollo del organismo. Con lo que concluyeron que la colonización de éstas 

bacterias podrían jugar un papel importante en la generación de la enfermedad y 

como consecuencia un incremento en las mortalidades en las fases larvarias de H. 

hippoglossus. 

 

 

2.2 TAXONOMIA, ASPECTOS FISIOLÓGICOS Y BIOQUÍMICOS DE LOS 

GÉNEROS DE Vibrio Y Aeromonas. 

 

El conocimiento de agentes que causan enfermedades bacterianas no es muy 

avanzado, sin embargo, se ha reportado que su diversidad y su abundancia son 

considerables. La tabla 1 muestra la clasificación de algunas de las principales 

bacterias patógenas de peces más conocidas y estudiadas (Munro, 1982; Evelyn, 

1996). La familia Vibrionaceae son organismos gramnegativos y anaerobios 

facultativos; sus dimensiones celulares van de 0.3-1.3 por 1-5 µm; su morfología 

se caracteriza por ser bastones ligeramente curvos y rígidos, presentan una gran 

actividad móvil, ya que poseen un solo flagelo polar y no son capsulados; su 

fisiología presenta una reacción positiva a la oxidasa y todas usan D-glucosa 

como principal fuente de carbono (Prescott et al., 1993). 
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Tabla 1. Sistemática de especies de bacterias patógenas para peces y sus 
principales características patológicas. 

Familia Género Especie 
Principales 

características 
patológicas 

Cytophagaceae 
(red de bacterias) 

Flexibacter F. columaris b 
F. psychrophila a b 
F. marinus a b 

Lesiones en piel y 
branquias. 

Pseudomonadaceae Pseudomonas Ps. Fluorescens 
 
Ps.anguilliseptica a 

Septicemias y 
hemorragias. 
Septicemias y 
hemorragias en 
anguilas. 

Enterobacteriaceae Edwardsiella 
 

Yersinia 

E. tarda 
 
Y.ruckerii a 

Septicemias, 
hemorragias y 
lesiones en la piel. 

Vibrionaceae Vibrio 
 
 

Aeromonas 

V. anguillarum 
V. spp. 
 
A. hydrophila 
A. salmonicida 

Septicemias, 
hemorragias y 
lesiones en la 
piel. 

Inciertas pero 
Gram-negativas  

Flavobacterium 
 
 
 

Pasteurella 
 

Haemophilus 
 

F. sp. 
 
 
P. piscicida a b 

 
H. piscium 
 

Lesiones en la piel, 
hemorragias y 
septicemias. 
Granulomas. 
 
Lesiones en la piel, 
septicemias y 
hemorragias. 

Streptococcaceae Streptococcus Str. faecalis 
Str. sp. 

Granulomas y 
hemorragias. 

Norcardiaceae Nocardia N. asteroides 
 
N. kampachi a b 

Granulomas 
específicas de 
tubérculos. 

Inciertas pero 
Gram-positivas 

Inciertas Bacterias de la 
enfermedad del 
riñón ó 
Renibacterium 
salmoninarum a b 

Granulomas en 
salmonidos y 
hemorragias. 

Bacillaceae 
Mycobacteriaceae 

Clostridium 
Mycobacterium 

Cl. botulinum 
 
M. fortuitum 
 
M. marinum 

Intoxicación y 
granulomas 
especiales de 
tubérculos. 

Chlamydiaceae Incierta Incierta Quistes epiteliales. 
a No listada en Bergey´s, 1974. b No listada en “Lista aprobada de nombres de bacterias”. 
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Las principales características bioquímicas de los géneros Vibrio y Aeromonas se 

presentan en la tabla 2. 

 

        Tabla 2. Principales características bioquímicas de los géneros 
                    Vibrio y Aeromonas. 

Características Bioquímicas Vibrio Aeromonas 

Oxidasa + + 

Catalasa + + 

Indol + + 

Lisina-descarboxilasa + - 

Voges-Proskauer - - 

Glucosa (ácido) + + 

Manosa (ácido) + + 

Sucrosa (ácido) + + 

Arabinosa - - 

Movilidad + + 

Gelatina + + 

Flagelo polar + + (1 ó más) 

Crecimiento anaerobio + + 

Crecimiento 0% de NaCl V + 

Crecimiento 6% de NaCl V - 

Rojo de metilo + + 

Crecimiento óptimo (37ºC) + + 
          V = reacciones variables.  

 

 

2.3 PRINCIPALES MICROORGANISMOS PATÓGENOS DE PECES Y 

FACTORES POTENCIALES DE VIRULENCIA EN Vibrio y Aeromonas. 

 

De los millones de bacterias que se encuentran en contacto con los peces durante 

su ciclo de vida, relativamente pocas bacterias son capaces de causar infecciones 

sistémicas que culminan en una enfermedad (Austin y Austin, 1993). De éstas, las 
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llamadas patógenos obligados, son las que dependen totalmente del tejido del pez 

vivo para sobrevivir (Evelyn, 1996). De acuerdo a Evelyn (1996), las bacterias 

patógenas de peces más importantes y mejor estudiadas, así como aquellas que 

causan infecciones sistémicas y que son responsables de grandes pérdidas 

económicas en granjas de peces, son las siguientes: 

 

1.- Vibrio anguillarum, agente causal de vibriosis, afecta a un amplio intervalo de 

peces de origen marino, en casos graves se presenta una anemia hemolítica 

asociada con una severa destrucción de tejido linfoide y hematopoyético. 

 

2.- Aeromonas salmonicida, agente causal de furunculosis, principalmente en 

salmones. La infección en forma aguda se ha observado en peces jóvenes y 

puede ser fatal en un período de tiempo corto. En la forma crónica, los peces 

pueden llegar a la anemia y todos los órganos viscerales son dañados 

severamente; el tejido del riñón se deshace y se presentan lesiones cavernosas 

(“furuncles”). 

 

3.- Renibacterium salmoninarum, agente causal de la enfermedad del riñón, afecta 

principalmente a salmonidos, normalmente la infección es ligeramente progresiva 

y posteriormente fatal; se caracteriza por la presencia de lesiones granulares en 

riñón, bazo e hígado, seguido de anemia y ocasionalmente lesiones cavernosas 

en el músculo. 

 

4.- Yersinia ruckeri, agente causal de la enfermedad entérica de la boca roja, 

afecta a salmonidos en agua dulce, es caracterizada por una septicemia 

hemorrágica en la que hay destrucción masiva, principalmente de los tejidos 

linfoide y hematopoyético en el riñón y el bazo. 

 

5.- Edwardsiella ictaluri, agente causal de septicemia entérica de Ictalurus 

punctatus, se caracteriza por una inflamación extrema y un foco hemorrágico en la 

piel; en casos crónicos se presenta una lesión interna en el cráneo, así como una 
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necrosis extensiva de tejidos en el riñón, bazo e hígado acompañado por 

hemorragias y anemia. 

 

6.- Pasteurella piscicida, agente causal de la pasteurelosis, afecta a muchas 

especies de peces marinos, principalmente en granjas de la Seriola 

quinqueradiata en Japón. La enfermedad es caracterizada por la presencia de 

nódulos granulomicos de color blanco, localizados principalmente en riñón y bazo, 

y la infección es acompañada por una necrosis interna muy extensa. 

 

Por muchos años se han documentado las pérdidas por mortalidades de diversas 

especies de peces marinos y dulce acuícolas, tanto en vida libre como en 

sistemas de cultivo, las cuales han sido asociadas a diversas especies de 

bacterias. Muchas de éstas tienen cierta predisposición a asociarse con la 

superficie de diversas células del hospedero, logrando colonizar la superficie de 

células y tejidos de las membranas mucosas. Esto podría estar relacionado con el 

éxito de ciertos patógenos, ya que poseen algunos factores de virulencia que les 

permiten unirse, entrar, sobrevivir y multiplicarse en el hospedero vivo (Evelyn, 

1996). 

 

El principal factor de virulencia para bacterias patógenas de peces de los géneros 

de Vibrio y Aeromonas es la adhesión a superficies mucosas, que ha sido 

señalada como el primer paso en la patogénesis microbiana (Dawson et al., 1981; 

Adams et al., 1983; Hacker, 1992; Bordas et al., 1996). Este proceso es 

específico, en el que intervienen estructuras superficiales bacterianas llamadas 

“adhesinas”, que reaccionan con receptores de la superficie de las células del 

hospedero (Freeman, 1989). El “Pili” de bacterias es considerada como la principal 

adhesina y factor de colonización en la superficie del tejido de un hospedero 

(López-Cortes et al., 1999). Así mismo, Busscher et al. (1984) encontraron que 

una interacción específica entre la superficie de los microorganismos (polímeros ó 

lectinas) y sus características fisicoquímicas (carga eléctrica ó superficies libres de 

energía) podrían estar involucradas en la adhesión de bacterias a una superficie. 
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Las “fimbrias”, son otro constituyente en la bacteria, del que se sabe están 

relacionadas con la morfología colonial, la tendencia a formar películas 

superficiales en medios líquidos, la capacidad de aglutinar ciertos eritrocitos y la 

adherencia a otras células eucarióticas. Las “fibrillas”, también están involucradas 

en la adhesión, en Streptococcus pyogenes forman complejos de proteína-ácido 

lipoteicoico. Se cree que en las fimbrias esta la adhesina que se une a la proteína 

ó glicoproteína de la membrana de la célula epitelial del hospedero (Freeman, 

1989). 

 

La hidrofobicidad es otro factor de virulencia importante en infecciones bacterianas  

(Lee y Yii, 1996) y guarda una estrecha relación con la adhesión bacteriana a 

superficies mucosas. Así mismo, la hidrofobicidad ha sido identificada como un 

factor importante en la unión bacteriana a células epiteliales humanas y en 

interfaces aire-agua (Dahlback et al., 1981; Hermansson et al., 1982). Sus fuerzas 

de interacción hidrofóbica son fuertemente atractivas y están determinadas por la 

interacción de componentes hidrofílicos y superficies hidrofóbicas. Una 

aproximación termodinámica describe las interacciones hidrofóbicas, como 

relaciones libres de energía en la interface bacteria-fagocito en un medio acuoso 

(Matz y Jürgens, 2001). Una superficie libre de energía decrece con el incremento 

de la hidrofobicidad (Magnusson et al., 1980; Van Loosdrecht et al., 1987; 

Stenström, 1989). 

 

La existencia de dos sustancias sintetizadas por bacterias patógenas se sabe 

contribuyen en procesos patológicos, ya sea directa o indirectamente, facilitando la 

aparición de un foco de infección. Las hemolisinas y exoenzimas representan un 

factor potencial de virulencia en bacterias del género de Vibrio y Aeromonas 

(Balebona et al., 1998) sobre larvas de peces e incluso en camarones peneidos 

(Tsai et al., 1986; Van Wormhoudt et al., 1992). Las hemolisinas, provoca la 

disolución o lisis de los hematíes en suspensión y las exoenzimas, catalizan la 

degradación de elementos estructurales en los tejidos de algún organismo. Se ha 

reportado que ambos géneros pueden producir cantidades suficientes tanto de 
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hemolisinas como de exoenzimas, lo que les confiere la capacidad de invadir, 

adherirse, sobrevivir y proliferar eficientemente en células epiteliales del 

hospedero (Balebona et al., 1998). 
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3   JUSTIFICACIÓN 

 

En la piscicultura marina como en cualquier otra industria de producción animal, 

los organismos están en riesgo de adquirir enfermedades que causen elevadas 

tasas de mortalidad. En los últimos años se ha reportado que uno de los 

principales problemas para el desarrollo del cultivo intensivo, son las altas 

mortalidades que se registran durante el período de crianza larvaria (Muroga et al., 

1987; Gatesoupe, 1990; Munro et al., 1994). Estas mortalidades son atribuidas en 

gran parte a la proliferación de bacterias patógenas oportunistas (Skjermo y 

Vadstein, 1999), más que a la especificidad de patógenos obligados (Nicolas et 

al., 1989). Sin embargo, el papel que juegan las bacterias de los géneros Vibrio y 

Aeromonas durante las diferentes etapas de desarrollo del cultivo de cabrilla 

arenera no ha sido completamente dilucidado. Así mismo, en los últimos años 

diversas investigaciones se han enfocado a desarrollar métodos de control 

microbiano en dichas etapas, con el fin de mejorar la calidad del agua y aumentar 

la resistencia de las larvas a infecciones bacterianas (Vadstein, 1997). Estos 

métodos han sido usados para evaluar el potencial de bacterias patógenas en 

huevos, larvas, juveniles y adultos de peces marinos (Bergh et al., 1992), 

crustáceos (Robertson et al., 1998) y moluscos (Anguiano-Beltrán et al., 1998), 

desarrollando infecciones experimentales. Bajo este contexto, el interés de evaluar 

una infección experimental implementada para larvas de cabrilla arenera utilizando 

al rotífero como vía de infección, retoma importancia permitiendo confirmar el 

papel que juegan las bacterias de los géneros Vibrio y Aeromonas dentro de los 

sistemas de crianza larvaria. 
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4   OBJETIVOS 
 

4.1 Objetivo General 
 

Evaluar la patogenicidad de cepas de los géneros Vibrio y Aeromonas en 

eleuteroembriones y larvas de cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus), a 

través de una infección experimental. 

 

 

4.2 Objetivos Particulares 
 

 4.2.1 Determinar si el rotífero Brachionus plicatilis actúa como vector de 

especies de Vibrio y Aeromonas patógenas para larvas de cabrilla arenera (P. 

maculatofasciatus).  

 

 4.2.2 Evaluar la patogenicidad de Vibrio y Aeromonas a través de la 

mortalidad de eleuteroembriones de cabrilla arenera durante infecciones 

experimentales. 

 

 4.2.3 Inducir una infección experimental en larvas de cabrilla arenera (P. 

maculatofasciatus), usando bacterias de los géneros Vibrio y Aeromonas aisladas 

de los sistemas de crianza larvaria y del cultivo de rotíferos (Brachionus plicatilis), 

para determinar la patogenicidad de las mismas. 

 

 4.2.4 Evaluar factores potenciales de virulencia de las cepas de Vibrio y 

Aeromonas, a través de la adhesión a la superficie mucosal de eleuteroembriones, 

hidrofobicidad y producción de exoenzimas y hemolisinas. 
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5   MATERIALES Y MÉTODOS 
 

5.1 Bacterias utilizadas en el presente trabajo; método de cultivo e 

identificación. 

 

Para corroborar la pureza de las cepas bacterianas (Tabla 3) se utilizaron placas 

petri con medio selectivo para Vibrio, Tiosulfato Citrato de Sales Biliares (TCBS, 

Difco) adicionado con 2.5% de Cloruro de Sodio (NaCl), sembradas por estría 

cruzada (Prescott et al., 1993) e incubadas a 35ºC por 24 h. Se resembró una 

colonia de cada cepa en tubos con medio de cultivo agar marino (AM) 2216 

inclinado  (anexo 1) a 33 ± 2 partes por mil (ppm) de salinidad, se incubaron a 

35ºC por 24 h y se conservaron en refrigeración. 

 
                   Tabla 3. Bacterias utilizadas en el presente trabajo*. 

Clave de las cepas Fuente de aislamiento 

226 Rotíferos 

227 Rotíferos 

228 Rotíferos 

279 Larvas 

280 Larvas 

281 Larvas 

282 Larvas 

301 Larvas 

302 Larvas 

303 Larvas 
**Vibrio harveyi Vibriosis en camarón 

**Vibrio alginolyticus Septicemia hemorrágica 
en peces marinos 

             *Bacterias aisladas por Manuel Moreno Legorreta (Tesis en desarrollo) durante 
                           una corrida de producción de larvas de Paralabrax maculatofasciatus. 
                          **Bacterias patógenas de referencia. 
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Para la identificación preliminar de las cepas se llevo a cabo tinción de Gram 

(anexo 2) y las pruebas bioquímicas API 20E, de acuerdo a las instrucciones del 

fabricante. Los substratos utilizados fueron: ONPG, ADH, LDC, ODC, Citrato 

(CIT), Acido sulfúrico (H2S), Urea (URE), TDA, Indol (IND), Vogues Proskahuer 

(VP), Gelatina (GEL), Glutamato (GLU), Manosa (MAN), Inositol (INO), Sorbitol 

(SOR), Ramnosa (RHA), Sacarosa (SAC), MEL, AMY, Arabinosa (ARA), Nitritos 

(NO2) y Nitrógeno molecular (N2). Además, se determinó la producción de catalasa 

y oxidasa (Mitruka y Bonner, 1976), así como la presencia de flagelo. 

 

Posteriormente las cepas fueron sometidas a las pruebas de identificación del 

sistema BIOLOG® (anexos 3) de acuerdo a las especificaciones del fabricante, 

obteniendo como resultado la identificación a nivel de especie, género y/o familia 

de cada cepa (anexo 4). 

 

 

5.2 Ajuste de la densidad óptica para relacionarla con las unidades 

formadoras de colonias (UFC). 

 

Esta relación se usó para establecer la densidad de bacterias que sería utilizada 

durante los bioensayos; la cual se llevo a cabo como se muestra en la figura 1, 

sembrando las doce cepas (Tabla 3) masivamente por estría en placas petri con 

AM (2216) y se incubaron por 24 h a 35°C. La biomasa bacteriana se cosechó 

mediante una asa bacteriológica en tubos de ensayo con 10 ml de solución salina 

estéril (SSE) adicionada con 2.5% de NaCl. La suspensión celular obtenida fue 

lavada en dos ocasiones mediante centrifugación (centrifuga Beckman modelo 

GPR) a 3000 rpm, por 10 minutos a 4ºC, recambiando la SSE en cada lavada. De 

manera aséptica, la suspensión celular de cada cepa bacteriana se diluyó hasta 

una densidad óptica de 1 a 550nm (DO550 = 1) en un espectrofotómetro Merck 

modelo SQ118. 
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Con las suspensiones celulares previamente ajustadas de cada cepa, se  

realizaron diluciones decimales (hasta 10–7) utilizando SSE al 2.5% de NaCl, las 

diluciones 10-5 a 10-7 fueron consideradas para realizar las cuentas viables en 

placa para cada cepa, las cuales se sembraron por triplicado. Las cepas 226, 227, 

280, 281, 301, 303 y Vibrio harveyi se sembraron en placas petri con AM (2216) y 

las cepas 228, 279, 282, 302 y Vibrio alginolyticus en medio selectivo de TCBS 

(Difco) al 2.5% de NaCl. Se incubaron a 35°C por 24 h, tiempo en que se 

cuantificaron las UFC/ml. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1. Esquema del ajuste de la densidad óptica con respecto a las unidades formadoras de colonia (UFC) 
para las cepas 226, 227, 228, 279, 280, 281, 282, 301, 302, 303, Vibrio harveyi y Vibrio alginolyticus. 
 

 

 

 

Cosecha bacteriana
y 2 lavados celulares

Centrifugación 3000rpm,
15 min., 10 ºC en 10ml

SSE (2.5%NaCl)

DO550 = 1.000

Ajuste de la densidad
óptica a 1, 550 nm

Período de incubación
35oC por 24h 

10-5

10-6

10-7

Crecimiento masivo
AM(2216) 24h, 35°C

Siembra y dispersión
en placas AM (2216) y

TCBS (Difco, 2.5% NaCl)

0.1ml dil. / triplicado

DO550 = 1.000

1 ml 1 ml 1 ml

10-5 10-6 10-7

Diluciones optimas

Diluciones decimales (10-7)

Conteo de UFC / ml

10-5

10-6

10-7
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5.3 Evaluación del rotífero Brachionus plicatilis como vector de las cepas 

de los géneros Vibrio y Aeromonas. 

 

5.3.1 Efecto de las bacterias sobre la supervivencia de Brachionus plicatilis. 

Para evaluar la supervivencia de los rotíferos se realizó el siguiente procedimiento 

(Figura 2): se tomó una muestra de 1000 ml de un cultivo de rotíferos de la Unidad 

Piloto de Maricultura (UPIMA) y se concentró en 100 ml de agua de mar estéril 

(AME). Con la finalidad de retrasar la eclosión de los huevos, la temperatura del 

agua durante la desinfección se mantuvo en 14 ± 2°C. Con un homogeneizador se 

estimuló la liberación de los huevos por 30 segundos. El homogeneizado se pasó 

por un doble tamiz (80 y 35 µm), recuperándose los huevos en este último, se 

enjuagaron con AME y fueron desinfectados con una solución de Trimetoprima-

Sulfametoxazol, al 2% por 15 minutos y al 0.2% por 24 h. Transcurrido este tiempo 

se obtuvieron huevos gnotobioticos, se enjuagaron con AME y se inocularon en 

recipientes de 2000 ml de capacidad. Los rotíferos neonatos se alimentaron con 

levadura (Saccharomyces cerevisiae) axénica viva, se mantuvieron con un 

sistema de aireación y con un fotoperíodo de 12 h luz:12 h oscuridad previo al 

bioensayo. 

 

Las cepas utilizadas para este bioensayo fueron 226, 227, 279 y 282, las cuales 

se sembraron en AM (2216), se ajusto su DO550 = 1 y sé inoculo una densidad de 

bacterias alrededor de 108 UFC/ml por unidad experimental (UE). El bioensayo se 

inicio 24 h después de la desinfección de los huevos, sembrando 50 rotíferos/ml 

en cada UE, las cuales contenían 500 ml de AME, con aireación, a una 

temperatura de 23 ± 1ºC y un fotoperíodo de 12 h luz:12 h oscuridad. Se tuvieron 

en total 30 UE con 6 replicas para cada tratamiento. Los controles (sin la adición 

de bacterias) fueron inoculados con levadura (Saccharomyces cerevisiae). La 

evaluación se realizó 48 h después de iniciado el bioensayo, la cual consistió en 

tomar una muestra de 1 ml para cuantificar el número de rotíferos muertos y 

posteriormente, el total de rotíferos de la misma, que se llevo a cabo fijando la 

muestra con formol al 4%. Cada UE se cuantificó por triplicado. 
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Figura 2. Diagrama del procedimiento de infección para evaluar el efecto de las bacterias 226, 227, 279 y 282 
sobre la supervivencia del rotífero Brachionus plicatilis. 

TRATAMIENTO DE LOS
HUEVOS DE ROTIFEROS

Liberación de huevos por 30
segundos, 14±2°C con AME

Concentración del cultivo de
Brachionus plicatilis

Cultivo de B. plicatilis
(1000ml)

Rotiferos concentrados
en 100ml de AME

TRATAMIENTO PARA CADA
CEPA BACTERIANA

Crecimiento masivo
AM (2216) 24h, 35°C

Cosecha bacteriana
y lavado celular por
centrifugación en

10ml SSE (2.5%NaCl)

Sulfametoxazol-
Trimetroprima
(2% 15 min.,
0.2% 24 h)

Doble tamiz (80 y 35µm)
recuperación de huevos

en tamiz 35µm

Inoculo alrededor
de 108 UFC/mlAjuste

DO550 = 1.000

Huevos gnotobioticos, aireación,
fotoperíodo 12h luz:12h oscuridad

BIOENSAYO
UE con 500ml AME,

50 rot/ml + 108 UFC/ml,
baño 23±1°C, 24h

48h, muestra de 1 ml,  para cuenta de
rotiferos muertos, formol al 4% cuenta  total
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5.3.2 Bioencapsulación de las bacterias en el rotífero Brachionus plicatilis. 

El desarrollo de este bioensayo se muestra en la figura 3, en el que se utilizaron 

las cepas 226, 228, 282, 302, 303 y Vibrio harveyi. El tratamiento de los rotíferos y 

bacterias se realizó como se señala en el apartado 5.3.1 (Figura 2). La variante 

para este bioensayo fue la desinfección de los huevos, para los cuales se utilizó 

una mezcla de antibióticos (Kanamicina, Eritromicina, Penicilina, Estreptomicina y 

Bactrim) al 1% cada uno en 500 ml de AME por 24 h. Después de la desinfección 

de los huevos (24 h), fueron sembrados los rotíferos gnotobioticos a una densidad 

aproximada de 5 rotíferos/ml en UE con 200 ml de AME, a temperatura constante 

(23 ± 1ºC) y un fotoperíodo de 12 h luz:12 h oscuridad. Se inoculo una densidad 

de bacterias alrededor de 108 UFC/ml por UE. Se tuvieron en total 21 UE con 

triplicados por tratamiento. Los controles negativos fueron inoculados con un 

cultivo puro de levadura (Saccharomyces cerevisiae) viva y la cepa de Vibrio 

harveyi fue considerada como control positivo. 

 

El seguimiento experimental consistió en obtener una muestra de cada tratamiento 

a las 3, 6, 12 y 24 h (considerando el tiempo cero como inoculo inicial de 

bacterias)  extrayendo 100 rotíferos vivos de una alícuota de 50 ml con ayuda de 

un microscopio estereoscópico. Los rotíferos vivos se colocaron en un tamiz de 35  

µm para enjuagarlos con AME y finalmente se vaciaron en un tubo de ensayo 

donde fueron homogeneizados en un volumen de 3 ml de AME, a partir del cual se 

realizaron las diluciones decimales hasta 10-4. Las diluciones 10-2 a 10-4 fueron 

consideradas para realizar las cuentas viables por triplicado, tanto en AM (2216) 

como en TCBS (Difco, 2.5% NaCl). El período de incubación fue a 35ºC por 24 h, 

tiempo en el que se contabilizó las bacterias por UE para calcular las UFC/rotífero. 
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Figura 3. Esquematización para evaluar la bioencapsulación de las bacterias 226, 228, 282, 302, 303 y Vibrio 
harveyi en el rotífero Brachionus plicatilis. 
 

 

 

Dispersión en placas AM (2216)
y TCBS (Difco, 2.5% NaCl)

0.1ml dilución / triplicado

Muestreos 3, 6, 12 y 24 horas,
muestras de 50 ml donde se
extraen 100 rotiferos vivos

Período de incubación
35oC por 24h 

10-2

10-3

10-4

Conteo de bacterias para
calcular las UFC / rotífero

10-3

10-4

10-2

Cultivo rotiferos (1000ml)
concentran 100ml AME,

liberación huevos 30 seg.,
doble tamiz (80 y 35µm),
mezcla antibióticos 24h,

lavado de huevos
gnotobioticos AME

(apartado 5.3.1, figura 2)

200ml AME, 5 rotiferos/ ml, 108 UFC/ ml, baño 23±1°C, 48h

TRATAMIENTO PARA CADA
CEPA BACTERIANA

Crecimiento masivo
AM (2216) 35°C por 24h,

cosecha bacteriana y
2 lavados celulares,

ajuste DO550 = 1.000, 
densidad bacteriana 

aproximada 108 UFC/ml
(apartado 5.3.1, figura 2)

TRATAMIENTO DE LOS
HUEVOS DE ROTIFEROS

SEGUIMIENTO EXPERIMENTAL

Rotiferos vivos,
homogeneizado

100 rot, 3ml AME

1 ml 1 ml 1 ml

10-2 10-3 10-4

Diluciones para cuenta
en placas petri

Diluciones decimales (10-4)

Tamiz 35 µm, enjuague
rotiferos vivos con AME
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5.4 Patogenicidad de Vibrio y Aeromonas en eleuteroembriones de la 

cabrilla arenera (Paralabrax maculatofasciatus). 
 

En la figura 4 se esquematiza el proceso para la evaluación de la patogenicidad de 

las cepas 226, 227, 228, 279, 280, 281, 282, 301, 302, 303, Vibrio harveyi y Vibrio 

alginolyticus sobre los eleuteroembriones de cabrilla arenera cuantificando su 

mortalidad. El tratamiento de las bacterias se realizó como se señala en el 

apartado 5.3.1 (Figura 2). Para esta evaluación se llevaron a cabo 2 bioensayos. 

Para el tratamiento de los huevos de cabrilla, se obtuvo un desove natural del 

cultivo de reproductores de cabrilla arenera, mantenidos en el Laboratorio de 

Biología Experimental. Los huevos viables fueron separados en una solución de 

salmuera a 35 ppm, por 15 minutos, aquellos que flotaron fueron recuperados en 

un tamiz de 100 µm para ser lavados con AME y se pasan a un recipiente donde 

fueron sumergidos en una solución de peróxido de hidrógeno (H2O2) al 2% por 3 

minutos. Transcurrido este tiempo, los huevos se pasan por dos recipientes que 

contenían AME (por 3 minutos en cada uno) donde fueron enjuagados y 

finalmente, los huevos se concentraron en otro recipiente con 1000 ml de AME 

para después ser inoculadas las UE. La temperatura del agua durante la 

desinfección de los huevos se mantuvo constante (19 ± 1ºC). 
 

Cada bioensayo se inició sembrando 80 huevos por UE con 100 ml de AME. Una 

vez eclosionados los huevos (24 h), cada UE se inoculo con una densidad 

bacteriana aproximada de 108 UFC/ml, las cuales se mantuvieron en un sistema 

de baño a 23 ± 1ºC con un fotoperíodo de 12 h luz:12 h oscuridad. Se tuvieron en 

total 39 UE en cada bioensayo con triplicados por tratamiento. Los controles 

negativos se inocularon con SSE (2.5% NaCl) y los controles positivos con las 

cepas de referencia (V. harveyi y V. alginolyticus). Después de 48 h de iniciados 

los bioensayos se contabilizaron el número de eleuteroembriones muertos para 

cada UE. 
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Figura 4. Esquema para evaluar la mortalidad de eleuteroembriones de cabrilla arenera (Paralabrax 
maculatofasciatus) con las cepas 226, 227, 228, 279, 280, 281, 282, 301, 302, 303, Vibrio harveyi y Vibrio 
alginolyticus, después de 48 h de exposición. 
 

 

5.5 Infección experimental en larvas de cabrilla arenera (P. 

maculatofasciatus) usando al rotífero Brachionus plicatilis como vector. 

 

Se realizaron 4 bioensayos de infección experimental bajo las mismas condiciones 

(Figura 5). Las bacterias probadas por bioensayo fueron: bioensayo 1, V. harveyi, 

226, 281, 282, 302, 303 y 228; bioensayo 2, V. harveyi, V. alginolyticus, 226, 282, 

280, 301, 303 y 227; bioensayo 3, V. harveyi, 226, 281, 282, 302, 303 y 228; y 

bioensayo 4, se probaron las doce cepas de la tabla 3. 

 

La obtención y desinfección de los huevos gnotobioticos de Brachionus plicatilis se 

realizó de la misma manera como se señala en los apartados 5.3.1 (Figura 2) y 

TRATAMIENTO DE LOS HUEVOS DE CABRILLA ARENERA

H2O2 al 2%
AME, 3 min.

Dos lavadas AME, 3 min. cada uno, 19±1°C 

Separación de huevos viables,
salmuera 35 partes por mil,

15 min., lavado huevos AME

Desinfección de huevos

BIOENSAYO
UE con100ml AME, 80 huevos + 108 UFC/ml,

baño 23±1°C, 12h luz:12h oscuridad, 48h

Concentran huevos
1000ml AME

TRATAMIENTO PARA CADA
CEPA BACTERIANA

Crecimiento masivo,
cosecha bacteriana y
lavado celular, ajuste

DO550 = 1.000, densidad
bacteriana aproximada

a 108 UFC/ml
(apartado 5.3.1, figura 2)
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5.3.2, respectivamente. La desinfección de los huevos de cabrilla arenera se llevó 

a cabo como se señala en el apartado 5.4 (Figura 4). Se usaron UE de 250 ml de 

capacidad con 100 ml de AME y se sembraron 80 huevos de cabrilla arenera por 

UE. 48 h después de su eclosión y antes de que las larvas comenzaran la ingesta, 

como alimento se adicionó una densidad de 5 rotíferos/ml y alrededor de 108 

UFC/ml por UE, las que se mantuvieron en un sistema de baño a 23 ± 1ºC con 

fotoperíodo de 12h luz:12h oscuridad. El total de UE por bioensayo fueron las 

siguientes: bioensayo 1, 24; bioensayo 2, 27; bioensayo 3, 24 y bioensayo 4, 39, 

con sus respectivos triplicados por tratamiento. Los controles negativos se 

inocularon con SSE (2.5% NaCl) y los controles positivos con las bacterias de 

referencia (V. harveyi y V. alginolyticus). 48 h después de la adición de rotíferos y 

bacterias se realizó la evaluación cuantificando el número de larvas muertas por 

UE en cada bioensayo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5. Esquematización para evaluar la mortalidad de larvas de cabrilla arenera a través de una infección 
experimental con Vibrio y Aeromonas después de 48 h de su exposición, usando al rotífero Brachionus 
plicatilis como vector de la infección. 
 

TRATAMIENTO PARA CADA
CEPA BACTERIANA

Crecimiento masivo AM (2216)
35°C por 24h,

cosecha bacteriana y 2 lavados
celulares,

ajuste DO550 = 1.000, 
densidad bacteriana 

aproximada 108 UFC/ml
(apartado 5.3.1, figura 2)

TRATAMIENTO DE LOS
HUEVOS DE ROTIFEROS

Cultivo rotiferos (1000ml)
concentran 100ml AME,

liberación huevos 30 seg.,
doble tamiz (80 y 35µm),
mezcla antibióticos 24h,

lavado de huevos
gnotobioticos AME

(apartado 5.3.1, figura 2)

TRATAMIENTO DE LOS
HUEVOS DE CABRILLA

ARENERA

Desove natural reproductores,
salmuera 35ppt, 15 min.,

enjuagan AME,
sumergen H2O2 2% por 3 min.,
2 lavados AME 3 min. c/uno,

concentran huevos 1000ml AME
(apartado 5.4, figura 4)

BIOENSAYO
UE con100ml AME,

80 huevos + 5 rotiferos/ml + 108 UFC/ml,
baño 23±1°C, 12h luz:12h oscuridad, 48h,

control negativo SSE (2.5% NaCl),
control positivo V. harveyi y V. alginolyticus

108 UFC/ml80 h/UE

5 rot/ml
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5.6 Análisis de factores potenciales de virulencia en cepas de Vibrio y 

Aeromonas. 

 

5.6.1 Adhesión de bacterias a la superficie mucosal de la piel de eleuteroembriones 

de cabrilla arenera (P. maculatofasciatus). 

Se realizaron 2 bioensayos para esta evaluación en la que se utilizaron las doce 

cepas bacterianas (Tabla 3). La obtención y desinfección de los huevos de cabrilla 

arenera se llevó a cabo bajo las mismas condiciones experimentales que se 

describen en el apartado 5.4 (Figura 4) y el tratamiento de las bacterias se realizó 

como se describe en el apartado 5.3.1 (Figura 2). 

 

El inicio de cada bioensayo y las condiciones experimentales que tuvieron las UE 

se describen en el apartado 5.4 (Figura 4). El muestreo para cuantificar el número 

de bacterias adheridas al moco de los eleuteroembriones (UFC/eleuteroembrión) 

se realizó de la siguiente manera: al final de los bioensayos (48 h) fueron extraídas 

20 larvas vivas de cada UE para ser enjuagadas con AME en tres ocasiones. 

Posteriormente, las larvas se homogeneizaron en tubos de ensayo en un volumen 

de 3 ml de AME, a partir del homogeneizado se realizaron diluciones decimales 

hasta 10-3. Cada dilución fue inoculada por triplicado en placas petri con AM 

(2216) y TCBS (Difco, 2.5% NaCl). Se incubaron a 35ºC por 24 h, tiempo en el 

que se cuantificó el número de UFC/ml adheridas por eleuteroembrión. Así mismo, 

se observó la capacidad de las cepas bacterianas para formar una película 

superficial en medio BHI (Infusión de Cerebro-Corazón). 

 

 

5.6.2 Hidrofobicidad (aglutinamiento) de células bacterianas de Vibrio y 

Aeromonas. 

En esta prueba se utilizaron las doce cepas de bacterias (Tabla 3) y se realizó por 

triplicado. El tratamiento de las bacterias se desarrollo como se indica en el 

apartado 5.2 (Figura 1). Una vez obtenidas las suspensiones celulares con una 

DO550 = 1 (alrededor de 108 células/ml), se realizó la prueba de aglutinación de sal 
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(SAT) propuesta por Lindahl et al. (1981), que consiste en suspender células 

bacterianas en 0.002 moles de una solución amortiguadora con Buffer de fosfatos 

(PBS) a pH de 6.8. Para establecer el grado de hidrofobicidad, se preparó una 

solución de sulfato de amonio ((NH4)2SO4) con un gradiente de diez 

concentraciones molares: 4, 3.6, 3.2, 2.8, 2.4, 2, 1.6, 1.2, 0.8 y 0.4. El 

procedimiento de la prueba consistió en colocar en un portaobjetos igual cantidad 

de volumen (25 µl) de la suspensión bacteriana y de ((NH4)2SO4), fue mezclado y 

agitado por 2 minutos a temperatura ambiente. La concentración de ((NH4)2SO4) 

requerida para provocar aglutinamiento en las células bacterianas se determinó en 

cultivos que crecieron a 35ºC por 24 h. 

 

Un aglutinamiento positivo fue reconocido con la formación de una masa visible de 

las células en suspensión. Un aglutinamiento negativo fue reconocido por la 

ausencia de la masa celular. El criterio descrito por Santos et al. (1990) fue usado 

para establecer el grado de hidrofobicidad de las cepas (Tabla 4). 

 
          Tabla 4. Criterio para determinar el grado de hidrofobicidad según Santos et al. (1990). 

Intervalos ((NH4)2SO4) 
(mol/l) 

Categoría Resultado 

0.0-1.0 Fuerte +++ 

1.0-2.0 Moderado ++ 

2.0-4.0 Ligero + 

 

 

5.6.3 Producción de exoenzimas y hemolisinas por bacterias de los géneros de 

Vibrio y Aeromonas. 

Se probaron las doce cepas de bacterias de la tabla 3. Fueron preparadas placas 

petri con agar de Soya y Triptocaseína (TSA, 2.5% NaCl), adicionadas con 

diferentes substratos de enriquecimiento previo a la esterilización. Para las 

pruebas enzimáticas se uso como medio base TSA y como substrato de 

enriquecimiento: caseina, yema de huevo, almidón, gelatina y Tween 80, al 1% 
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cada uno. En las pruebas hemolíticas los substratos fueron: sangre de cabrilla 

arenera (P. maculatofasciatus) al 5% y sangre de carnero (placas comerciales). La 

siembra de las bacterias en ambas pruebas, se llevo a cabo por el método de 

siembra por punción, con excepción de la prueba de lipasa (yema de huevo y 

Tween 80), la cual fue sembrada trazando una línea en la superficie del agar. La 

siembra por cepa y substrato de enriquecimiento se realizó por duplicado, 

incubándose a 35ºC por 24-96 h. Una reacción positiva fue evidenciada por la 

formación de un halo alrededor de la punción en el agar y la ausencia de halos fue 

considerada como reacción negativa. En el caso de la prueba de lipasa, se 

considero una reacción positiva cuando se presento crecimiento bacteriano por 

encima y alrededor de la línea trazada en el agar. 

 

 

5.7 Tratamiento estadístico. 

 

Para probar el efecto de las bacterias sobre la supervivencia de los rotíferos, los 

datos se sometieron a las pruebas de normalidad y homocedasticidad de 

varianzas. Ya que ambos supuestos fueron cumplidos, se procedió a realizar un 

análisis de varianza (ANOVA) para establecer diferencias significativas entre los 

tratamientos. Las diferencias de los tratamientos (con bacterias) con respecto al 

control fueron evidenciaron con un análisis de Newman-Keuls (NK). El valor de 

significancia (α) que se considero fue de 0.05  (Zar, 1999). 

 

Para evaluar la mortalidad por efecto de las bacterias en los bioensayos con  

eleuteroembriones y larvas (en la infección experimental), los datos fueron 

sometidos a un análisis de varianza (ANOVA) previa transformación arcoseno de 

los datos expresados en porcentaje. Las diferencias de los tratamientos (con 

bacterias) con respecto al control en el caso de los eleuteroembriones se 

evidenciaron con una prueba de NK y en el caso de las larvas con una de Tukey-

HSD. El valor de significancia (α) en ambos casos fue de 0.05 (Zar, 1999). 
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6   RESULTADOS 

 

6.1 Identificación preliminar de las cepas bacterianas usadas en este 

estudio. 

 

La tinción de Gram permitió observar que todas las bacterias son Gram negativas, 

con formas típicas de bacilos y cocobacilos. De las diez cepas utilizadas en el 

presente estudio solamente las cepas 228, 279 y 282 se identificaron de manera 

preliminar de acuerdo a las pruebas bioquímicas API 20E, como pertenecientes al 

género Vibrio y muy próximas a la especie alginolyticus. Las pruebas de catalasa y 

oxidasa resultaron positivas para todas las cepas, así mismo, como la presencia 

de flagelo. En la tabla 5, se observa la identificación taxonómica de las diez cepas 

de bacterias, mediante el sistema BIOLOG®, así como su procedencia. 

Destacando que la identificación fue posible a nivel específico en seis de ellas, 

mientras que las cuatro restantes, solo se logró a nivel género (2) y familia (2). El 

porcentaje de identificación reportado por el sistema a nivel de especie osciló 

entre 91-100%. 

 

 
Tabla 5. Identificación de las cepas de estudio con el Programa BIOLOG®. 

Cepas Especie identificada % identificación Fuente aislamiento

226 Aeromonas media 91 Rotíferos 
281 Aeromonas media 97 Larvas 
282 Vibrio proteolyticus 100 Larvas 
279 Vibrio proteolyticus 99 Larvas 
280 Vibrio charchariae 100 Larvas 
301 Aeromonas ichthiosmia 95 Larvas 
302 Aeromonas sp.* SP Larvas 
303 Vibrio sp.* SP Larvas 
227 Vibrionaceae** SP Rotíferos 
228 Vibrionaceae** SP Rotíferos 

*=Identificación a nivel género. **=Identificación a nivel familia. SP=sin porcentaje. 
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6.2 Evaluación del rotífero Brachionus plicatilis como vector de las cepas 

de los géneros Vibrio y Aeromonas. 

 

6.2.1 Efecto de la acción de cepas de Vibrio y Aeromonas sobre la supervivencia 

del rotífero Brachionus plicatilis. 

En la figura 6 se muestra que la supervivencia de los rotíferos en los tratamientos 

con las cepas Vp279 y Am226 presentaron diferencias significativas (p<0.05) con 

respecto al grupo control. El resto de los tratamientos (V227 y Vp282) no 

presentaron dichas diferencias, pero sí con respecto a los otros dos tratamientos. 

La tabla 6 muestra los resultados del ANOVA de los tratamientos con bacterias 

con respecto al grupo control. 

 

 
Figura 6. Supervivencia del rotífero Brachionus plicatilis después de 48 h de exposición a las cepas 
bacterianas Am226, Vp279, Vp282 y V227. El control fue adicionado con levadura (Saccharomyces 
cerevisiae). Los valores representan la media ± EE de seis réplicas por tratamiento, con un nivel de 
confianza de 0.05. 
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          Tabla 6. Análisis de varianza de una vía de los tratamientos con bacterias con 
          respecto al control. 

Fuente de 
Variación 

g.l. S.C. C.M. F p<0.05 

Tratamientos 4 48475.1563 12118.7891 11.4751 0.00002 

            g.l. = grados de libertad. S.C. = suma de cuadrados. C.M. = cuadrado medio. F = valor de tablas. 
            p<0.05 = nivel de significancia. 
 

 

 

6.2.2 Bioencapsulación de las cepas de Vibrio y Aeromonas en el rotífero 

Brachionus plicatilis. 

En la figura 7 se muestra la tasa de filtración de bacterias por rotífero después de 

24 h de su exposición. En esta evaluación se observó que las cepas Vh, Am226, 

Vp282, A sp. 302, V sp. 303 y V228 fueron filtradas eficientemente por los 

rotíferos durante las primeras tres horas, con una tasa promedio superior a las 

5000 UFC/rotífero; así mismo, se observó un descenso en la tasa de filtración a 

partir de la hora seis y hasta la hora doce, donde se cuantificó una tasa promedio 

entre 1700-1800 UFC/rotífero. Finalmente para las 24 h la tasa de filtración se 

incrementó por arriba de las 2000 UFC/rotífero en promedio. 
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Figura 7. Tasa de filtración promedio de las cepas Vh, Am226, Vp282, A sp. 302, V sp. 303 y V228 por el 
rotífero Brachionus plicatilis durante 24 h de exposición. Los valores para cada tiempo de muestreo 
representan la media ± EE de cuatro réplicas por tratamiento. 
 

 

 

En la figura 8 se muestra la cantidad de bacterias bioencapsuladas por rotífero 

(UFC/rotífero) después de 24 h de exposición. Observándose que los 

tratamientos con las cepas Vh, Vp282 y V sp. 303 fueron bioencapsuladas con 

mayor eficiencia, registrándo valores por arriba de las 6000 UFC/rotífero, 

mientras que con la cepa V228 y el control negativo, presentaron valores de 

bioencapsulación entre 4000-6000 UFC/rotífero y finalmente las cepas Am226 y 

A sp. 302 tuvieron la tasa bioencapsulación más baja, entre 900-1700 

UFC/rotífero. El control negativo (levadura axénica viva) mantuvo una 

bioencapsulación promedio de 5300 UFC/rotífero, mientras que el control positivo 

(Vh) de 8000 UFC/rotífero en promedio.   
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Figura 8. Bioencapsulación de las bacterias (UFC’s) Vh, Am226, Vp282, A sp. 302, V sp. 303 y V228  por el 
rotífero Brachionus plicatilis después de 24 h de exposición. Los valores de cada tratamiento representan la 
media ± EE de cuatro réplicas. El control negativo fue adicionado con levadura viva y la cepa Vh  representó 
el control positivo. 
 

 

 

6.3 Patogenicidad de cepas de los géneros Vibrio y Aeromonas en 

eleuteroembriones de Paralabrax maculatofasciatus. 

 

6.3.1 Bioensayo 1. 

La figura 9 muestra el efecto de las doce cepas (Tabla 3) sobre la mortalidad de 

los eleuteroembriones. Los resultados del ANOVA (Tabla 7) reportaron diferencias 

significativas (p<0.05) entre la mortalidad de los eleuteroembriones en todos los 

tratamientos con respecto al grupo control (sin la adición de bacterias). La 

mortalidad promedio en el control fue del 31%, mientras que en el resto de los 

tratamientos fue del 70%. 
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Figura 9. Mortalidad de los eleuteroembriones de Paralabrax maculatofasciatus después de 48 h de 
exposición a las cepas Vh, Valg., Am226, Am281, Vp279, Vp282, Vc280, V sp. 303, Ai301, A sp. 302, V227 y 
V228. Los valores representan la media ± EE, con triplicados por tratamiento y un valor de confianza de 0.05. 
 
Tabla 7. Análisis de varianza de una vía de seis bioensayos, donde se observan las diferencias 
significativas de los tratamientos con bacterias con respecto a sus controles. 

Figuras Fuente de 
Variación g. l. S. C. C. M. F p(<0.05)

9 
Patogenicidad en 
eleuteroembriones 

bioensayo 1 
12 2.42 E + 03 2.02 E + 02 6.878846 2.09 E -05

10 
Patogenicidad en 
eleuteroembriones 

bioensayo 2 
12 8.33 E + 03 6.94 E + 02 22.613166 9.79 E -11

11 Infección experimental 
bioensayo 1 7 3.83 E + 02 5.47 E + 01 67.333274 1.29 E -11

12 Infección experimental 
bioensayo 2 8 1.08 E + 03 1.36 E + 02 13.203640 4.25 E -06

13 Infección experimental 
bioensayo 3 7 3.69 E + 02 5.27 E + 01 15.270380 4.08 E -07

14 Infección experimental 
bioensayo 4 12 7.19 E + 03 5.99 E + 02 17.315700 3.02 E -08

g.l. = grados de libertad. S.C. = suma de cuadrados. C.M. = cuadrado medio. F = valor de tablas. 
p<0.05 = nivel de significancia. 

F(12,26)=7.61; p<.0000
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6.3.2 Bioensayo 2. 

La mortalidad de los eleuteroembriones en todos los tratamientos presentó 

diferencias significativas (p<0.05) (Tabla 7) con respecto al grupo control, así 

como entre los tratamientos mismos (Figura 10). La mortalidad con la cepa Vp279 

(87.5%) presentó esas diferencias con respecto a los tratamientos con las cepas 

Am226 (99.5%) y Am281 (98.7%), quienes además presentaron las mortalidades 

significativamente más altas. La mortalidad promedio del control fue de 22.5%, 

mientras que el 95.6% fue representado por el resto de los tratamientos. 

 

 

 
Figura 10. Mortalidad de los eleuteroembriones de Paralabrax maculatofasciatus después de 48 h de 
exposición a las cepas Vh, Valg., Am226, Am281, Vp279, Vp282, Vc280, V sp. 303, Ai301, A sp. 302, V227 y 
V228. Los valores representan la media ± EE, con triplicados por tratamiento y un valor de confianza de 0.05. 
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6.4 Infección experimental en larvas de cabrilla arenera Paralabrax 

maculatofasciatus, usando al rotífero Brachionus plicatilis como vector 

de infección de Vibrio y Aeromonas. 

 

6.4.1 Bioensayo 1. 

En la figura 11 se observa que cuando se usaron para la infección las cepas Vh, 

Am226, Am281, Vp282, A sp. 302, V sp. 303 y V228 encapsuladas en los 

rotíferos, la mortalidad de las larvas en todos los tratamientos presentó diferencias 

significativas (p<0.05) (Tabla 7) con respecto al control. Quien registró una 

mortalidad promedio del 26%, en comparación con el resto de los tratamientos que 

fue entre 38-48%. Así mismo, las mortalidades significativamente más altas en 

promedio fueron con las cepas Vp282 (48%) y A sp. 302 (47%), quienes además 

causaron diferencias con las otras cinco cepas.  

 

 

 
Figura 11. Mortalidad de larvas de Paralabrax maculatofasciatus después de 48 h de exposición a las cepas 
de Vh, Am226, Am281, Vp282, A sp. 302, V sp. 303 y V228 bioencapsuladas en el rotífero Brachionus 
plicatilis. Los valores representan la media ± EE, con triplicados por tratamiento y un valor de confianza de 
0.05. 
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6.4.2 Bioensayo 2. 

En la figura 12 se observa que cuando se bioencapsularon en el rotífero las cepas 

Vh, Valg., Am226, Vp282, Vc280, Ai301, V sp. 303 y V227, la mortalidad de las 

larvas presentó diferencias significativas (p<0.05) (Tabla 7) con respecto al control 

e incluso entre los tratamientos. Observándose que la mortalidad promedio del 

grupo control fue del 17%, mientras que en el resto de los tratamientos fluctuó 

entre 29-54%. La mortalidad significativamente más alta en promedio se registró 

con la cepa V. alginolyticus (54%) con respecto al resto de los tratamientos. 

 

 

 

 
Figura 12. Mortalidad de larvas de Paralabrax maculatofasciatus después de 48 h de exposición a las cepas 
Vh, Valg., Am226, Vp282, Vc280, Ai301, V sp. 303 y V227 bioencapsuladas en el rotífero Brachionus plicatilis. 
Los valores representan la media ± EE, con triplicados por tratamiento y un valor de confianza de 0.05. 
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 6.4.3 Bioensayo 3. 

En la figura 13 se observa que de las cepas Vh, Am226, Am281, Vp282, A sp. 

302, V sp. 303 y V228 usadas durante la infección experimental en larvas de 

cabrilla arenera, solamente A sp. 302 y V sp. 303 mostraron diferencias 

significativas (p<0.05) (Tabla 7) en la mortalidad de las larvas con respecto al 

grupo control e incluso con  las cepas Vh, Am226, Vp282 y V228. Las 

mortalidades significativamente más altas en promedio fueron en los tratamientos 

con las cepas A sp. 302 (21%) y V sp. 303 (25%), en comparación con el 14% del 

grupo control. 

 

 

 
Figura 13. Mortalidad de larvas de Paralabrax maculatofasciatus después de 48 h de exposición a las cepas 
Vh, Am226, Am281, Vp282, A sp. 302, V sp. 303 y V228 bioencapsuladas en el rotífero Brachionus plicatilis. 
Los valores representan la media ± EE, con triplicados por tratamiento y un valor de confianza de 0.05. 
 

 

 

 

 

 

F(7,22)=16.99; p<.0000

Tratamientos

M
or

ta
lid

ad
 (%

)

5

10

15

20

25

30

C
on

tro
l

V
h

A
m

22
6

A
m

28
1

V
p2

82

A
sp

30
2

V
sp

30
3

V
22

8
a

a

a

ab

a

a

bc

c



Patogenicidad de Vibrio y Aeromonas en larvas de Paralabrax maculatofasciatus 

Resultados 39

6.4.4 Bioensayo 4. 

En la figura 14 se observan las mortalidades de las larvas registradas en los 

tratamientos con las cepas Vh, Valg., Am281, Vp279, Vc280, V sp. 303, Ai301, A 

sp. 302, V227 y V228. Donde las mortalidades con diferencias significativamente 

(p<0.05) (Tabla 7) más altas en promedio fueron ocasionadas por las cepas 

Am281 (87%), A sp. 302 (69%), V sp. 303 (57%) y Vp282 (55%) en comparación 

con el grupo control (19%). Estas diferencias también se registraron con otras 

cinco cepas del resto de los tratamientos.  

 

 

 
Figura 14. Mortalidad de larvas de Paralabrax maculatofasciatus después de 48 h de exposición a las cepas 
Vh, Valg., Am226, Am281, Vp279, Vp282, Vc280, V sp. 303, Ai301, A sp. 302, V227 y V228 bioencapsuladas 
en el rotífero Brachionus plicatilis. Los valores representan la media ± EE, con triplicados por tratamiento y un 
valor de confianza de 0.05. 
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6.5 Factores potenciales de virulencia de Vibrio y Aeromonas. 

 

6.5.1 Adhesión a la superficie mucosal de la piel de eleuteroembriones de 

Paralabrax maculatofasciatus. 

Bioensayo 1. 

La figura 15 muestra el número de bacterias adheridas al moco de los 

eleuteroembriones en contraste con su mortalidad, donde se observa que el 

número de UFC/eleuteroembrión en los tratamientos se presentó en tres niveles: 

inferiores a 4x105 (Vp279, V sp. 303, Ai301, A sp. 302 y V228), superiores a 1x106 

(Am281 y V227) y entre 4x105-1x106 (Vh, Valg., Am226, Vp282 y Vc280). Así 

mismo, los tratamientos Vh, Am281, Vp282 y V227 mostraron los mayores niveles 

de adhesión bacteriana al mismo tiempo que mortalidades significativas (con 

respecto a sus controles); el resto de los tratamientos mostraron bajos niveles de 

adhesión pero también con mortalidades significativas (Figura 9). Solo los 

tratamientos Am281 y V227 presentaron las mayores mortalidades junto con el 

mayor número de bacterias adheridas por eleuteroembrión. 

 

 
Figura 15. Adhesión de bacterias (UFC/eleuteroembrión) al moco de los eleuteroembriones y sus 
mortalidades después de 48 h de exposición. Los valores estan representados por triplicado para cada 
tratamiento. 
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Bioensayo 2.  

La figura 16 muestra los tres niveles de adhesión bacteriana 

(UFC/eleuteroembrión) promedio de los tratamientos: inferior a 7000 (Vh, Am226, 

Vp279, A sp. 302 y V228), superior a 25000 (Vc280) y entre 7000-25000 (Valg., 

Am281, Vp282, V sp. 303, Ai301 y V227). Así mismo, el tratamiento con la cepa 

Vc280 registró el mayor número (29100 UFC) de bacterias adheridas al moco de 

los eleuteroembriones, en contraste con V228 (1200 UFC) quien presentó el 

menor nivel de adhesión, sin embargo, en todos los tratamientos las mortalidades 

fueron significativas con respecto a sus controles (Figura 10). Con excepción de 

las cepas Am226, Vc280 y V227 todas presentaron formación de una película en 

medio BHI. 

 

 
Figura 16. Adhesión de bacterias (UFC/eleuteroembrión) al moco de los eleuteroembriones y sus 
mortalidades después de 48 h de exposición. Los valores estan representados por triplicado para cada 
tratamiento. 
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de hidrofobicidad, de las cepas positivas cinco fueron fuertemente hidrofóbicas, 

tres moderadamente y una ligeramente. 

 
Tabla 8. Hidrofobicidad de las bacterias de estudio por el método del SAT (Salt Aggregation Test) 
propuesto por Lindahl et al. (1981).  
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2 3.6 6.83 - ++ - +++ +++ +++ +++ +++ + ++ - ++
3 3.2 6.83 - ++ - +++ +++ +++ +++ +++ + ++ - ++
4 2.8 6.83 - ++ - +++ +++ +++ +++ +++ + ++ - ++
5 2.4 6.83 - ++ - +++ +++ +++ +++ +++ + ++ - ++
6 2 6.83 - ++ - +++ +++ +++ +++ +++ - ++ - ++
7 1.6 6.83 - ++ - +++ +++ +++ +++ +++ - ++ - ++
8 1.2 6.83 - ++ - +++ +++ +++ +++ +++ - - - ++
9 0.8 6.83 - - - +++ +++ +++ +++ +++ - - - - 
10 0.4 6.83 - - - - +++ - +++ +++ - - - - 
   NH M NH F F F F F L M NH M 

* = cepas de referencia. Grado de hidrofobicidad: F = fuerte; M = moderado; L = ligero y NH = no hidrofobico. 
 

 

6.5.3 Producción de exoenzimas y hemolisinas por bacterias de los géneros de 

Vibrio y Aeromonas. 

La tabla 9 muestra la actividad exoenzimática y hemolítica de las doce cepas 

bacterianas de estudio (Tabla 3). Todas las cepas presentaron producción de 

lipasas con la prueba Tween80; en la producción de amilasas diez fueron 
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positivas; cinco cepas fueron positivas en la producción de caseinasas, en 

gelatinasas siete fueron positivas y en lipasas (con yema de huevo) solo tres 

fueron positivas. En la producción de hemolisinas, solamente tres cepas de 

bacterias fueron positivas a la actividad hemolítica sobre los eritrocitos de sangre 

de cabrilla arenera, en contraste nueve fueron positivas sobre los eritrocitos de 

sangre de carnero. 

 
       Tabla 9. Producción de exoenzimas y hemolisinas que caracterizan la virulencia de 
       cepas de los géneros Vibrio y Aeromonas (Balebona et al., 1998).   
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Aeromonas media 226 - + - - + sc - 
Aeromonas media 281 + + + - + - + 
Vibrio proteolyticus 279 + - - + + - + 
Vibrio proteolyticus 282 + - + + + + + 
Vibrio charchariae 280 + - + - + - + 

Vibrio sp. 303 + - + - + sc - 
Aeromonas ichthiosmia 301 + - + + + + + 

Aeromonas sp. 302 + - - + + - + 
Vibrionaceae 227 + + - - + - - 
Vibrionaceae 228 + - - + + - + 

a = producción de amilasas. b = producción de lipasas. c = producción de caseinasas. d = producción 
de gelatinasas. e = producción de lipasas con reactivo Tween 80. f = sangre fresca al 5%. g = placas 
comerciales con eritrocitos de carnero. * = cepas de referencia. + = formación de halo. - = ausencia 
de halo. sc = sin crecimiento. 
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7   DISCUSIÓN 

 

7.1 Identificación de las bacterias de los géneros Vibrio y Aeromonas. 

 

La identificación de las bacterias con las pruebas API 20E no resultó confiable, 

debido probablemente a que no son pruebas específicas para bacterias de origen 

marino. Sin embargo, la aproximación al género Vibrio en tres de las diez cepas 

fue corroborada posteriormente por el sistema BIOLOG®. Este sistema solo 

identificó el 60% de las bacterias, lo cual podría ser debido a la densidad 

bacteriana utilizada ó su composición al momento de inocular los pozos, 

determinando la producción de color en el medio de cultivo (Gamo y Shoji, 1999). 

A pesar de que el 40% restante no se identificó a nivel especie, se logró 

identificarlas como miembros de la familia Vibrionaceae. Estos resultados nos 

indican que las pruebas bioquímicas no son suficientes para confirmar la especie 

de los microorganismos, por lo que se necesitarán herramientas moleculares  para 

confirmar y completar la identificación bioquímica. 

 

 

7.2 Evaluación del rotífero Brachionus plicatilis como vector de las cepas 

de los géneros Vibrio y Aeromonas. 

 

Brachionus plicatilis no solo ha sido utilizado en la acuicultura como primer 

alimento para una gran variedad de cultivos de peces marinos (Carié et al., 1993; 

Makridis et al., 2000) y crustáceos (Fernández-Reiriz et al., 1993; Lubzens et al., 

1997), sino que en los últimos años ha sido usado como vector para la 

diseminación de diferentes sustancias, como nutrientes (Watanabe et al., 1983; 

Dhert et al., 1990), terapéuticos (Dixon et al., 1995), vacunas (Campbell et al., 

1993) y probióticos (Gatesoupe, 1994). Con los resultados del presente trabajo se 

confirmó que los rotíferos actuaron también como vectores de la cepa de 

Aeromonas (Am226) y de Vibrio (Vp279). Además, se observó un incremento 
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(>100%) de la población de manera significativa del rotífero cuando se adicionaron 

ambas cepas, en comparación con rotíferos alimentados con levadura. 

 

Se ha reportado que éstas bacterias pueden ser una fuente rica de vitaminas para 

los rotíferos, quienes la aprovecharon para incrementar su densidad poblacional, 

su reproducción (ya que hubo producción de hasta 2 huevos por hembra) e incluso 

podría decirse que su tasa de crecimiento. Similares resultados de éste 

comportamiento de los rotíferos en presencia de ambas especies han sido 

ampliamente reportados por Yu et al., 1988; Hirayama y Murayama, 1991; Hino, 

1993; Fengqi 1996 y Douillet, 2000, quienes además encontraron que otras 

bacterias son fuente de vitamina B12, la cual es fundamental para el crecimiento de 

rotíferos. 

 

Por otro lado, aunque las supervivencias de los rotíferos con los tratamientos 

Vp282 (74%) y V227 (88%) no fueron significativas, lograron mantener su 

densidad poblacional por arriba del 50%. Efectos positivos sobre la supervivencia 

de rotíferos e incluso incrementos de las tasas de reproducción han sido 

ampliamente reportadas (Hagiwara et al., 1994; Gorospe y Nakamura, 1996; 

Gorospe et al., 1996; Rombaut et al., 1999). Además, la estabilidad que los 

rotíferos experimentaron en presencia de éstas bacterias, se observó en el mayor 

(V sp. 303, 8.3x103 UFC/rotífero) y menor (Am226, 9x102 UFC/rotífero) nivel de 

bioencapsulación. 

 

Por lo que existe la posibilidad de que las bacterias hayan contribuido como 

complemento alimenticio para mejorar la supervivencia de B. plicatilis, reflejándose 

en la capacidad de filtración que demostraron, la cual fue superior a 5.1x103 

bacterias/rotífero en promedio durante las primeras tres horas, reflejándose en una 

disminución de bacterias/ml en el agua (de 108 a 2x104 en promedio). Coutteau 

(1991) y Vadstein et al. (1993) reportaron tasas de filtración de 21-63x103 

bacterias/rotífero entre 20-60 minutos con Vibrio sp. Así mismo, Hirayama y 

Murayama (1991), sugirieron que Vibrio y Aeromonas presentan cierta preferencia 
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por los rotíferos y Yu et al., (1988) y Fengqi (1996) proponen que estas bacterias 

proveen vitaminas esenciales (como B12) que requieren para su crecimiento. 

 

Por otro lado, la tasa de filtración en el resto del bioensayo (6-24 h) disminuyó 

entre 2.2x103-1.7x103. Al respecto, se ha reportado que cepas de Vibrio sp. tardan 

en pasar a través del tubo digestivo entre 20-30 minutos con la misma especie de 

rotífero (Coutteau, 1991; Vadstein et al., 1993), por lo que se sugiere que el tubo 

digestivo de B. plicatilis se encontraba altamente colonizado con dichas bacterias. 

Por lo tanto, el rotífero puede actuar como vector de las bacterias probadas. 

 

En el cultivo de rotíferos la vitamina B12 resulta ser un nutriente limitante (Hino, 

1993), por lo que este complemento alimenticio pudo haber tenido algún efecto 

sobre las supervivencias reportadas, ya que 24 h previo al bioensayo los rotíferos 

fueron alimentados con levadura que es fuente de dicha vitamina. Scott y Baynes 

(1978), Snell et al. (1983), Yu et al. (1988) y Rombaut et al. (1999) reportaron un 

incremento de las supervivencias y las tasas de reproducción en el cultivo de B. 

plicatilis. 

 

Finalmente, la actividad de nadar de los rotíferos (que siempre fue activa), la 

producción y eclosión de huevos (hasta dos por hembra), así como la presencia 

de mudas en el fondo de las UE son indicios del buen estado fisiológico de los 

rotíferos, como lo han señalado Snell et al. (1987). Esto fue confirmado a través de 

observaciones visuales durante los bioensayos, donde logramos corroborar la 

condición fisiológica de los organismos. 
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7.3 Patogenicidad de cepas de los géneros Vibrio y Aeromonas sobre 

eleuteroembriones de Paralabrax maculatofasciatus. 

 

La colonización por bacterias patógenas oportunistas (Vibrio y Aeromonas) 

parecen jugar un papel importante con respecto a la enfermedad e incremento en 

la mortalidad de los eleuteroembriones de P. maculatofasciatus, para la que se 

registraron niveles significativos de mortalidad (70% bioensayo 1 y 96% bioensayo 

2, en promedio) en todos los tratamientos con respecto ha sus controles, 

sugiriendo que tanto Vibrio como Aeromonas tuvieron la capacidad de causar 

daños en la superficie mucosal de los eleuteroembriones. 

 

Si consideramos que los huevos de cabrilla arenera fueron sometidos a un 

proceso de desinfección y una vez eclosionados, los eleuteroembriones no reciben 

alimentación exógena (porque no han abierto la boca), ni existe alguna vía de 

entrada para algún patógeno al organismo (porque aún no tienen abierto el ano), 

entonces se sugiere que la única vía de infección por la exposición a bacterias es 

a través de la superficie mucosal de los eleuteroembriones. Por lo tanto, se 

propone que la secuencia de eventos durante ésta infección por ambos géneros, 

inicia por la adhesión de células bacterianas al moco, seguido por la proliferación 

en la superficie mucosal y finalmente, la colonización e invasión de células y tejido 

del hospedero. Al respecto, Balebona et al. (1998) y Chiang et al. (1999) señalaron 

que algunas bacterias patógenas excretan metabolitos que provocan ulceraciones 

y daños en los tejidos del hospedero y donde la secuencia de la infección también 

ha sido observada. 

 

En la patología de la vibriosis de la cabrilla arenera en la etapa de 

eleuteroembrión, se ha documentado que tanto Vibrio como Aeromonas producen 

ciertos factores potenciales de virulencia, tales como: hemolisinas (Santos et al., 

1999), proteasas (Rao et al., 1998), citotoxinas (Krovacek et al., 1987) y 

exoenzimas (Hansen y Olafsen, 1989). Otras características como la formación de 

una película superficial en medio líquido (Balebona et al., 1995), la movilidad 
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(Freter et al., 1981), la hidrofobicidad (Lee y Yii, 1996), la capacidad de adherirse e 

invadir células epiteliales de peces (Wang y Leung, 2000) y la captación de hierro 

(Otto et al., 1992) han sido involucradas en la patogenicidad de estas especies. 

Algunos de éstos factores están asociados a altas mortalidades en diferentes 

especies de peces: Seriola quinquerradiata (McCarthy, 1976), Gadus morhua e 

Hippoglossus hippoglossus (Hansen y Olafsen, 1989), Scophthalmus maximus 

(Olsson et al., 1992), Sparus aurata (Balebona et al., 1995) y en Plecoglossus 

altivelis (Kondo et al., 2002), entre otros. 

 

Bajo este contexto, se sugiriere que las bacterias probadas en este estudio de los 

géneros Vibrio y Aeromonas podrían ser patógenas y poseer algunos de los 

factores de virulencia y características anteriormente mencionadas hacia 

eleuteroembriones de P. maculatofasciatus. Durante los bioensayos, las 

descripciones registradas para la mayoría de las UE inoculadas con bacterias, 

presentaron deformaciones en todo el cuerpo, la superficie de la piel se observó 

colapsada, así como un cambio de color a rosa intenso y una gran cantidad de 

bacterias en todo el organismo muerto e incluso moribundo, contrario a los 

controles donde a pesar de las mortalidades registradas no se observaron estos 

efectos. Además, hay que considerar que los bioensayos se llevaron a cabo previo 

a la primera alimentación exógena, la cual ha sido señalada como principal vía de 

infección hacia el tracto gastrointestinal de larvas de peces marinos (Kusada et al., 

1986; Munro et al., 1994), por lo que las posibilidades de que las mortalidades de 

los eleuteroembriones sean debidas a los efectos de las bacterias más que 

factores externos retoman mayor importancia. 
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7.4 Infección experimental de larvas de cabrilla arenera Paralabrax 

maculatofasciatus, usando al rotífero Brachionus plicatilis como vector 

de cepas de los géneros de Vibrio y Aeromonas. 

 

La mortalidad de las larvas durante los bioensayos 1 y 3, presentaron un 

comportamiento diferente en los tratamientos a pesar de tratarse de las mismas 

cepas (7). De las cuales, solo A sp. 302 (47.2 y 20.7%, bioensayo 1) y V sp. 303 

(41.2 y 24.8%, bioensayo 3) presentaron diferencias significativas en la mortalidad 

de las larvas con respecto a sus controles. En el bioensayo 2, se corroboró las 

mortalidades significativas que se presentaron en el bioensayo 1 con las cepas Vh 

(30.7%), Am226 (33.3%), Vp282 (42%) y V sp. 303 (42.7%), infiriendo la posible 

patogenicidad de estas cepas hacia las larvas. Así mismo, las cepas Valg., Vc280, 

Ai301 y V227 no presentaron mortalidades significativas en el bioensayo 4, 

mientras que con las cepas Vp282 (54.9%) y V sp. 303 (56.9%) si presentaron 

mortalidades significativas similares a las registradas en los bioensayos 1 y 2. 

 

Por otro lado, de las doce cepas probadas en el presente trabajo, solo cuatro (Vh, 

Am226, Vp282 y V sp. 303) fueron evaluadas en los cuatro bioensayos, de éstas, 

solamente V sp. 303 presentó efectos letales reproducibles sobre las larvas. La 

cepa Vp282 en los bioensayos 1, 2 y 4, A sp. 302 demostró sus efectos sobre las 

larvas en tres bioensayos (1, 3 y 4). Así mismo, la cepa Am281 solo en los 

bioensayos 1 y 4 demostró ser letal. La cepa V228 solo fue letal sobre las larvas 

en el bioensayo 1. 

 

Es importante considerar que las larvas para los bioensayos 1 y 2 fueron 

obtenidas de un mismo lote de reproductores, quizás por eso los resultados fueron 

iguales cuando menos en cuatro cepas. Mientras que para los bioensayos 3 y 4 

fueron de un lote distinto, por lo que se pudo haber presentado variación en la 

resistencia a las bacterias. 
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No se encontraron reportes previos sobre procesos de infección experimental en 

larvas de cabrilla arenera, a través de la bioencapsulación de bacterias en el 

rotífero B. plicatilis. A pesar de las inconsistencias de algunos resultados 

obtenidos en los bioensayos, se observó la importancia de las cepas de los 

géneros Vibrio y Aeromonas en la supervivencia de los eleuteroembriones en el 

sistema de crianza larvaria utilizado. Madsen y Dalsgaard (1999) reportaron que 

cuando las larvas proceden de diferentes lotes de reproductores, su estado 

inmune puede variar considerablemente y por lo tanto, el resultado podría no ser 

siempre el esperado entre los bioensayos. 

 

Colorni et al. (1981) y Munro et al. (1994) señalaron que el estrés fisiológico y 

nutricional del hospedero podrían ocasionar que las larvas presenten cierta 

susceptibilidad o predisposición a ser infectadas por patógenos oportunistas 

(Vibrio y Aeromonas); sin embargo, los resultados mostraron diferencias en la 

mortalidad, lo que sugiere que las larvas no presentaron estrés. La dificultad de 

reproducir infecciones experimentales ha sido señalada también por Gatesoupe 

(1991b). Colorni et al. (1981) reportaron una disminución del grado de virulencia 

de algunas bacterias de manera significativa cuando se mantienen en condiciones 

artificiales de laboratorio.  

 

Pocos son los trabajos para comparar los resultados obtenidos; sin embargo, 

podrían ayudarnos a contrastar la patogenicidad de Vibrio y Aeromonas sobre 

peces marinos e incluso en otras especies marinas. Bergh et al. (1992) reportaron 

mortalidades acumuladas entre el 67-95% cuando larvas de Hippoglossus 

hippoglossus se expusieron en baños con cepas de Vibrio, 37 días después de la 

crianza. Estas mortalidades fueron similares a las obtenidas en larvas de cabrilla 

arenera en el bioensayo 4, con las cepas A sp. 302 (69%) y Am281 (87%) 

después de 48 h. 

 

Nordmon et al. (1997), reportaron mortalidades acumuladas del 70% en adultos de 

Salmo salar después de tres semanas de exposición en baños con Vibrio 
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salmonicida. El bioensayo 4  presentó mortalidades similares con las cepas Vp282 

(55%), V sp. 303 (57%), A sp. 302 (69%) y Am2281 (87%) después de 48 h de 

exposición. 

 

Bruno et al. (1998) reportaron mortalidades del 46% en adultos de Salmo salar, 16 

días después de haber sido inyectados intraperitonialmente con Vibrio viscosus. 

En el presente trabajo, 48 h después de la infección se reportaron mortalidades 

promedio del 38-48% (bioensayo 1), del 29-54% (bioensayo 2) y del 8-87% 

(bioensayo 4) con todas las cepas. 

 

La virulencia del género Vibrio ha sido ampliamente reportada para un gran 

número de especies marinas, como Scophthalmus maximus (Grisez et al., 1996), 

Sparus aurata (Pujalte et al., 2003), Pinctada maxima (Pass et al., 1987), Haliotis 

rufescens (Anguiano-Beltrán, 1998), Argopecten ventricosus (= circularis) (Sainz et 

al., 1998), Penaeus monodon (Lavilla-Pitogo et al., 1990; Prayitno y Latchford, 

1995), Penaeus japonicus (Liu et al., 1996), Penaeus vannamei (Robertson et al., 

1998) y Artemia sp. (Verschuere et al., 2000), entre otras. 

 

 

7.5 Factores potenciales de virulencia de Vibrio y Aeromonas. 

 

7.5.1 Adhesión a la superficie mucosal de los eleuteroembriones de Paralabrax 

maculatofasciatus. 

La superficie mucosal en los peces protege a las células epiteliales de la 

colonización bacteriana (Beachey, 1981). En los últimos años se ha demostrado 

que la adhesión bacteriana a la superficie mucosal de los peces es el paso inicial 

para muchas infecciones bacterianas (Thune et al., 1993; Balebona et al., 1995; 

Nikoskelainen et al., 2001). Sin embargo, la importancia de la adhesión bacteriana 

en la superficie de eleuteroembriones de la cabrilla arenera no ha sido 

ampliamente estudiada. Los resultados del presente trabajo, demostraron que 

todas las cepas de estudio (Vibrio y Aeromonas) tuvieron la capacidad de 
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adherirse al moco superficial de los eleuteroembriones, lo cual pudo estar 

relacionado con las altas mortalidades (70-96%). Esta capacidad quizás se deba 

a que poseen estructuras específicas (flagelo), las cuales encontraron sitios de 

reconocimiento en la superficie mucosal. Al respecto, Krovacek et al. (1987) 

reportaron que las interacciones entre superficies celulares de Vibrio y Aeromonas 

con mucosas o células epiteliales se dan procesos específicos, donde intervienen 

estructuras llamadas adhesinas (pili y flagelo) en las células bacterianas y 

receptores en la superficie mucosal de Oncorhynchus mykiss. Montgomery y 

Kirchman (1994) y Bordas et al. (1996) señalaron que la capacidad adhesiva en 

cepas de Vibrio a superficies mucosas es un factor de virulencia esencial que da 

inicio a la colonización del hospedero y como consecuencia origina una infección 

bacteriana, donde podrían estar involucradas diferentes adhesinas (Hacker, 1992; 

Hoepelman y Tuomanen, 1992). 

 

El mayor componente de superficies mucosas en peces son glicoproteínas, las 

cuales son responsables de las características fisicoquímicas propias de las 

superficies mucosas (Balebona et al., 1995). Diversos factores como la 

temperatura, la salinidad y el pH podrían favorecer o afectar los procesos de 

adhesión de bacterias patógenas en dichas superficies (Bordas et al., 1996). En el 

presente trabajo, los valores de temperatura y salinidad fueron de 23 ± 2ºC y 35 

ppm con un valor de pH de 6.8. Estos valores concuerdan con lo reportado por 

Bordas et al. (1996) y Nikoskelainen et al. (2001), quienes reportaron adhesión 

entre 15-22ºC y 17-35 ppm, con bacterias del género Vibrio y Aeromonas en 

Sparus aurata y Oncorhynchus mykiss. Amaro et al. (1995) con Vibrio vulnificus 

biotipo 2 registraron valores de adhesión a una temperatura de 27 ± 2ºC y una 

salinidad de 15 ppm en Anguilla japonica. Así mismo, Balebona et al. (1995) 

reportaron adhesión con un rango de pH de 8.2-8.5 para varias especies de Vibrio 

en Sparus aurata. 
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7.5.2 Hidrofobicidad de las células de Vibrio y Aeromonas por el método de SAT. 

La hidrofobicidad no solo ha sido considerada como un factor importante de 

virulencia, sino como un parámetro para medir el potencial de adhesión no 

específica de bacterias patógenas oportunistas (Fletcher y Loeb, 1979; Absolom et 

al., 1983; Busscher et al., 1984; Fletcher y Pringle, 1985; Daly y Stevenson, 1987; 

Van Loosdrecht et al., 1987; Lee y Yii, 1996). No solamente las características 

superficiales y la actividad de las células microbianas pueden influir en los 

procesos de adhesión, la carga y textura superficial, las corrientes, el continuo 

reemplazó de moco, la variabilidad en la composición iónica de la formación de 

una película microbiana (debido a la composición fisicoquímica del agua) y la 

descomposición de diversos microorganismos, pueden también influir fuertemente 

en los procesos de adhesión bacteriana (Stenström, 1989). 

 

Los resultados de hidrofobicidad y la formación de una película superficial de las 

cepas Am226 y V227 fueron negativos. Sin embargo, mostraron consistencia en la 

capacidad de adhesión, registrando mortalidades significativas tanto en los 

eleuteroembriones como en las larvas, lo que sugiere que otros mecanismos de 

adhesión están presentes en estas cepas. Al respecto, Santos et al. (1991) 

reportaron no haber encontrado esta relación, e incluso ni con la virulencia en 

bacterias patógenas de peces. 

 

Nueve de las cepas que mostraron hidrofobicidad, coincidieron con lo reportado 

por Lee y Yii (1996); excepto Vibrio harveyi que no mostró hidrofobicidad, 

sugiriendo que las condiciones de la cepa no fueron las óptimas (temperatura o 

medio de cultivo) para manifestar su condición hidrofóbica. Al respecto, se sabe 

que bajo condiciones óptimas de crecimiento, las bacterias producen adhesinas e 

incrementan su hidrofobicidad (Faris et al., 1982; Fattom y Shilo, 1984; Balebona 

et al., 1995). 

 

Los cambios en la superficie mucosal de los eleuteroembriones pueden ser tan 

complejos como la de las células bacterianas, por lo que su unión está en función 
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de la interacción de estos cambios superficiales (Dickson y Koohmaraie, 1989). 

Ocho cepas que mostraron ser hidrofóbicas y formar una película superficial, 

podrían considerarse patógenas oportunistas, ya que además presentaron altas 

tasas de adhesión y ocasionaron mortalidades significativas tanto en los 

eleuteroembriones como en las larvas. 

 

 

7.5.3 Producción de exoenzimas y hemolisinas por bacterias de los géneros de 

Vibrio y Aeromonas. 

Numerosos factores de virulencia han sido descritos para explicar la patogenicidad 

de bacterias oportunistas, la virulencia esta en función de la capacidad que tengan 

las bacterias para adherirse, sobrevivir, proliferar e invadir células epiteliales del 

hospedero. Sin embargo, otros factores como la actividad exoenzimática y 

hemolítica, también han sido consideradas factores potenciales de virulencia de 

algunas bacterias para varias especies de peces (Fouz et al., 1993; Gatesoupe et 

al., 1997; Balebona et al., 1998). 

 

En el presente trabajo, los resultados mostraron que las cepas Vp282 y Ai301 

producen exoenzimas y toxinas hemolíticas en seis de las pruebas realizadas, 

confirmando que dichas cepas podrían poseer cierto grado de virulencia, reflejado 

también por las altas mortalidades tanto en eleuteroembriones como en larvas, 

además de demostrar efectos positivos en la hidrofobicidad, la adhesión y la 

formación de la película en medio BHI, los cuales han sido considerados factores 

de virulencia (Balebona et al., 1995; Lee y Yii, 1996). 

 

Diez de las doce cepas demostraron capacidad de producir amilasas y las doce 

cepas fueron positivas en la producción de lipasas con el reactivo Tween80, 

mientras que yema de huevo como substrato, solo tres cepas (Am226, Am281 y 

V227). Estos resultados concuerdan con lo reportado por Alcaide et al. (1999), 

quienes observaron la producción de éstas enzimas en eritrocitos de Aphanius 

iberus, Anguilla anguilla y Seriola dumerili con Vibrio parahaemolyticus y 
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Gatesoupe et al. (1997) con eritrocitos de Dicentrarchus labrax utilizando Vibrio 

splendidus. 

 

La excreción de caseinasas por cepas de Vibrio y Aeromonas, juegan un papel 

importante en la invasión y establecimiento de una infección (Rao et al., 1998). En 

el presente trabajo, tres cepas de Vibrio (Vc280, Vp282, V sp. 303) y dos de 

Aeromonas (Am281, Ai301) demostraron la capacidad de producir caseinasas 

extracelulares y las cepas Vp279, Vp282, Ai301, A sp. 302 y V228 fueron 

productoras de galatinasas, lo que les confiere capacidades potenciales de 

virulencia, como lo reportaron Tsai et al. (1986), Santos et al. (1987), Fouz et al. 

(1993) y Biosca y Amaro (1996), quienes además encontraron altos niveles de 

actividad proteolítica con caseinasas y gelatinasas en géneros de Vibrio y 

Aeromonas. 

 

Las hemolisinas son sustancias que provocan la disolución o lisis de los hematíes, 

las cuales puede manifestarse cuando las bacterias se cultivan en placas de agar 

sangre. La hemólisis puede ser observada sobre las hemolisinas solubles o 

filtrables, así como, otras sustancias hemolíticas (Freeman, 1989). En este 

sentido, los resultados demostraron que las cepas Vh, Valg., Am281, Vp279, 

Vp282, Vc280, Ai301, A sp. 302 y V228 presentaron actividad hemolítica con 

sangre de carnero, mientras que con sangre de cabrilla solamente Vh, Vp282 y 

Ai301 presentaron dicha actividad. Estos nos permite inferir que estas cepas 

podrían ser patógenas y poseer factores que las caractericen como altamente 

virulentas hacía los eleuteroembriones y larvas, los cuales presentaron altas 

mortalidades. Estos resultados se ven reforzados por Wong et al. (1998), quienes 

señalaron que cepas del género Aeromonas y Vibrio son capaces de producir 

toxinas hemolíticas con alto grado de virulencia, e incluso se ha sugerido una 

estrecha relación entre la producción de hemolisinas y la enterotoxigenicidad de 

Aeromonas hydrophila en peces (Rahim et al., 1984; Stelma et al., 1986). Por su 

parte, Fouz et al. (1993), observaron marcada actividad hemolítica con Vibrio 

damsela utilizando sangre de Scopthalmus maximus. 
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Una razón por la cual nueve cepas no presentaron actividad hemolítica con sangre 

de cabrilla, quizás sea porque fueron expuestas al calor (120ºC por 15 minutos) y 

sean termolabiles, es decir, que se alteran algunas propiedades de sus productos 

extracelulares; a pesar de ello, solo tres cepas lograron demostrar su virulencia 

produciendo toxinas hemolíticas. Estos efectos fueron señalados por Fouz et al. 

(1993), quienes demostraron con Vibrio damsela sobre eritrocitos de Scopthalmus 

maximus y de carnero, que al ser tratados con calor la cepa no manifestó efectos 

de virulencia, mientras que cuando no fueron sometidos a calor se clasificó como 

altamente virulenta. A pesar de que se demostraron los efectos letales de nuestras 

bacterias, no podríamos saber si la producción de compuestos extracelulares está 

asociado con su contenido lipopolisacárido, el cual, podría conferir una estabilidad 

al calor en las toxinas e incrementar su toxicidad en cultivos de peces marinos, 

como lo menciona Fouz et al. (1993). 
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8   CONCLUSIONES 

 

Los rotíferos fueron una vía de infección hacia las larvas de cabrilla arenera, ya 

que lograron sobrevivir e incrementar su supervivencia durante la infección con 

Vibrio y Aeromonas; así mismo, obtuvieron la máxima tasa de filtración (superior a 

5000 UFC/rotífero) durante las primeras tres horas y las cepas de Vibrio harveyi, 

Vibrio proteolyticus 282 y Vibrio sp. 303 presentaron la mayor bioencapsulación 

durante las 24 h de exposición.  

 

Se demostró que todas las cepas de estudio fueron patógenas hacia los 

eleuteroembriones de cabrilla arenera, ya que durante las infecciones 

experimentales causaron mortalidades significativas (70-96%). Observándose que  

tanto Vibrio como Aeromonas fueron igualmente letales con dosis de 1x108 

UFC/ml en 48 h de exposición. 

 

En la infección experimental con larvas de cabrilla arenera se logro demostrar la 

patogenicidad de las cepas Vibrio proteolyticus 282 (48, 42 y 55%), Vibrio sp. 303 

(43, 25 y 57%) y Aeromonas sp. 302 (47, 21 y 69%) en tres de los cuatro 

bioensayos. Las cepas Vibrio harveyi, Aeromonas media 226, Aeromonas media 

281 y Aeromonas ichthiosmia 301 demostraron sus efectos patógenos por lo 

menos en dos de los bioensayos, debido a la difícil reproducibilidad de los 

mismos. 

 

Las doce cepas presentaron factores potenciales de virulencia, mostrando de esta 

manera la capacidad de adherirse a la superficie mucosal de los 

eleuteroembriones. Éstas también demostraron la capacidad de producir 

exoenzimas (amilasas 83%, gelatinasas 58% y lipasas con Tween 80 100%) y 

hemolisinas (sangre de carnero 75%). Finalmente, nueve de las doce cepas 

demostraron capacidad hidrofóbica y formación de una película en medio BHI. 
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9   RECOMENDACIONES 

 
Las cepas bacterianas utilizadas en la infección experimental, fueron causantes de 

mortalidades en larvas de cabrilla arenera; sin embargo, la orientación del 

presente trabajo no tuvo como propósito determinar los factores que influyen 

directa o indirectamente en los experimentos. Por tal motivo, se sugiere que por la 

naturaleza misma de los bioensayos, la elección de métodos y/o pruebas 

utilizadas es necesario tomar en cuenta factores como: procedencia del material 

vivo (estado de los progenitores), calidad del agua y del alimento, temperatura y 

salinidad, entre otros, los cuales pueden influir sobre los resultados. 

 

Dada la importancia que representa el cultivo de especies comerciales, es 

indispensable desarrollar y estandarizar métodos y técnicas de prevención y 

diagnóstico para uso en acuicultura, así como, estrategias alternativas para 

controlar las densidades o poblaciones microbianas en los cultivos de peces 

marinos, especialmente en las primeras etapas de vida de los organismos, con la 

finalidad de optimizar el recurso.  

 

Un requisito para el desarrollo de estrategias de control microbiano, es el 

conocimiento de los aspectos cuantitativos como cualitativos de la microflora en el 

agua, la asociada a las larvas y la interacción entre ambas. Además es 

fundamental contar con equipo y material suficiente para desarrollar bajo las 

mejores condiciones los bioensayos. 
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11   ANEXOS 

 
 
 
Anexo 1. Relación peso-volumen de cada reactivo para la preparación del 
                medio de cultivo agar marino 2216. 

 

Reactivos Cantidad (w/v) 

Peptona de carne de carnero 1 % 

Extracto de levadura 0.1 % 

Sulfato ferroso (Fe3SO4) 0.0002 g 

Agar bacteriológico 15 % 

Agua de mar 1000 ml 

 
 
 
 
 
 
 
Anexo 2. Reactivos para llevar a cabo la prueba de tinción de Gram. 
 
1.- Cristal violeta (oxalato de amonio): 2 g de cristal violeta y 20 ml de etanol 
(95%) en 80 ml de agua destilada. 
 
2.- Lugol: 1 g de yodo y 2 g de iodine potasico en 300 ml de agua destilada. 
 
3.- Alcohol-Acetona: Alcohol al 30 % y acetona al 70 %. 
 
4.- Safranina: 0.25 g de safranina y 10 ml de etanol (95%) en 90 ml de agua 
destilada. 
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Anexo 3. Sistema de multipruebas comerciales GN2 y GP2 MicroPlate-
BIOLOG®. 
 
El sistema de GN2 MicroPlate™, consiste de un panel de pruebas con un método 

estandarizado que utiliza 95 pruebas bioquímicas para identificar un amplio rango 

de bacterias entéricas, no entéricas, así como gram-negativas. El software 

Biolog´s MicroLog™1, MicroLog 2 o MicroLog 3 son usados para identificar a las 

bacterias de acuerdo a su patrón metabólico en el sistema GN2 MicroPlate. La 

prueba BIOLOG® MicroPlate establece la capacidad de un microorganismo para 

utilizar u oxidar un panel preseleccionado con una fuente de carbono distinta. La 

prueba produce un patrón característico de pozos color púrpura, los cuales 

constituyen un “Metabolic Fingerprint”, la capacidad del organismo inoculado. 

Todos los nutrientes  y bioquímicos necesarios están ordenados y secados dentro 

de 95 pozos de una placa. El violeta tetrazolium es usado como un ojo redox para 

indicar colorimétricamente la utilización de las diferentes fuentes de carbono. 

 

 

 

Microplaca BIOLOG® con 95 diferentes fuentes de carbono, donde el cambio de 
color a morado (de claro a intenso), muestra la capacidad de la bacteria para 
utilizar dicha fuente. 
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Anexo 4. Identificación de las bacterias asociadas a larvas de Paralabrax maculatofasciatus. 
  

Bioquímicas con el Sistema BIOLOG®
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A 1 WATER - - - - - - - - - - 
A 2 A- CYCLODEXTRIN  * - +/- +/- + +/- +/- + - +/- 
A 3 DEXTRIN  + + + + + + + + + + 
A 4 GLICOGEN  + + + + + + + + + + 
A 5 TWEEN 40  * + + + + + + + + + 
A 6 TWEEN 80  * + + + + + + + + + 
A 7 N- ACETYL GALACTOSAMINE  * - - - - * - + -/+ - 
A 8 N- ACETYL-D-GLUCOSAMINE  + + + + + + + + + + 
A 9 ADONITOL  - - - - - * - - - +/- 
A 10 L- ARABINOSE  -/+ - - - - - - - - - 
A 11 D- ARABITOL  - - - - - +/- - - - - 
A 12 D- CELLOBIOSE  + + * * + + + + + + 
B 1 I- ERYTHRITOL  - - - - - * - - - - 
B 2 D- FRUCTOSE  + + + + + + + + + + 
B 3 L- FUCOSE  +/- - * - - - - +/- +/- - 
B 4 D- GALACTOSE  + + * - + + + + + +/- 
B 5 GENTIOBIOSE  + - +/- * +/- + + +/- + +/- 
B 6 A-D- GLUCOSE  + + + + + + + + + + 
B 7 M- INOSITOL  - - - - - - - +/- - - 
B 8 A-D- LACTOSE  + - - - - - - +/- + - 
B 9 LACTULOSE  - - - - - - - - - - 
B 10 MALTOSE  + + + + + + + + + + 
B 11 D- MANNITOL  + + + + + + + + + + 
B 12 D- MANNOSE  + + + + + + + + + + 
C 1 D- MELIBIOSE  - - * - - * * - - - 
C 2 B- METHYL-D-GLUCOSIDE  + + +/- +/- - + + * + - 
C 3 D- PSICOSE  + + + + + + + + + + 
C 4 D- RAFFINOSE  - - - - - * * - * - 
C 5 L- RHAMNOSE  - - - - - - - - - - 
C 6 D- SORBITOL  + - + * * + * - + + 
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Anexo 4. Identificación de las bacterias asociadas a larvas de Paralabrax maculatofasciatus. 
  

Bioquímicas con el Sistema BIOLOG® 
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C 7 SUCROSE  + + +/- +/- + + + + + +/- 
C 8 D- TREHALOSE  + + + + + + + + + + 
C 9 TURANOSE  + -/+ + + - + + + + + 
C 10 XYLITOL  - - - - - - - - - - 
C 11 METHYL PYRUVATE  + + + + * + + + + + 
C 12 METHYL SUCCINATE  + + + + + + + + + + 
D 1 ACETIC ACID + + + + +/- + + * +/- + 
D 2 CIS- ACONITIC ACID  * * + + - + + +/- * + 
D 3 CITRIC ACID - - + +/- - + + +/- - + 
D 4 FORMIC ACID  - * + * - + + - - + 
D 5 D- GALACTONIC ACID LACTONE  - - - - - - - +/- - - 
D 6 D- GALACTURONIC ACID  * - - - - - * - * - 
D 7 D- GLUCONIC ACID * + + + + + + + * + 
D 8 D- GLUCOSAMINIC ACID  - - - - - - - - - - 
D 9 D- GLUCURONIC ACID  +/- - - - + - - + +/- - 
D 10 A- HYDROXYBUTYRIC ACID  - - * * - * * - - + 
D 11 B- HYDROXYBUTYRIC ACID  - +/- - - - * - - - - 
D 12 G- HYDROXYBUTYRIC ACID  - - - - - - - - - - 
E 1 P- HYDROXYPHENYL ACETIC ACID - - - - - - - - - - 
E 2 ITACONIC ACID  - - - * - - * - - - 
E 3 A- KETO-BUTYRIC ACID  - - - * - - - - - - 
E 4 A- KETO-GLUTARIC ACID  - - + + +/- + + +/- - + 
E 5 A- KETO-VALERIC ACID  - - - - - -/+ - - - - 
E 6 D,L- LACTIC ACID + + + + + + + + + + 
E 7 MALONIC ACID - - - - - - * - - - 
E 8 PROPIONIC ACID  + + + + +/- + + - +/- + 
E 9 QUINIC ACID  - - - - - * * - - - 
E 10 D- SACCHARIC ACID  - - - - - - - - - - 
E 11 SEBACIC ACID  - - - - - - - - - - 
E 12 SUCCINIC ACID + + + + + + + + + + 
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Anexo 4. Identificación de las bacterias asociadas a larvas de Paralabrax maculatofasciatus. 
  

Bioquímicas con el Sistema BIOLOG®
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F 1 BROMO SUCCINIC ACID  + + + + + + + - + + 
F 2 SUCCINAMIC ACID  * * + + - + + * - + 
F 3 GLUCURONAMIDE  +/- - - - - - - + +/- - 
F 4 ALANINAMIDE  + + * + - + + -/+ - + 
F 5 D- ALANINE  + + + + +/- + + - * + 
F 6 L- ALANINE  + + + + + + + + + + 
F 7 L- ALANYL-GLYCINE  + + + + + + + + + + 
F 8 L- ASPARAGINE  + + + + + + + + + + 
F 9 L- ASPARTIC ACID  + + + + + + + -/+ + + 
F 10 L- GLUTAMIC ACID  + + + + + + + + + + 
F 11 GLYCYL-L-ASPARTIC ACID  + + + * + + + + + + 
F 12 GLYCYL-L-GLUTAMIC ACID  + + + + + + + + + + 
G 1 L- HISTIDINE + + + + - + + - +/- + 
G 2 HYDROXY-L-PROLINE  - +/- + + - + +/- - - + 
G 3 L- LEUCINE  - - + + - + + - - * 
G 4 L- ORNITHINE * + + + - +/- +/- - * + 
G 5 L- PHENYLALANINE  - - - - - +/- - - - - 
G 6 L- PROLINE  + + + + + + + + + + 
G 7 L- PYROGLUTAMIC ACID  +/- - - - - * + - - - 
G 8 D- SERINE  * -/+ - * + * + + - - 
G 9 L- SERINE  + + + + + + + -/+ + + 
G 10 L- THREONINE  + + + + + + + + + + 
G 11 CARNITINE  - - - - - * + - - - 
G 12 G- AMINO BUTYRIC ACID  - - - - - * - - - - 
H 1 UROCANIC ACID  * -/+ * * - + + - - - 
H 2 INOSINE  + + + + + + + + + + 
H 3 URIDINE  + + + + + + + + + + 
H 4 THYMIDINE  + + + + + + + + - + 
H 5 PHENYLETHYLAMINE - - - - - * - - + - 
H 6 PUTRESCINE +/- - + + - * +/- - + -/+ 
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Anexo 4. Identificación de las bacterias asociadas a larvas de Paralabrax maculatofasciatus. 
  

Bioquímicas con el Sistema BIOLOG®
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H 7 2- AMINO ETHANOL  - - * - - * - - - * 
H 8 2,3- BUTANEDIOL  * - - - - * + - - - 
H 9 GLYCEROL  + + + + + + + -/+ + + 
H 10 D,L-A- GLYCEROL PHOSPHATE  -/+ + + + + + + + - + 
H 11 GLUCOSE-1-PHOSPHATE  + + + + + + + + +/- + 
H 12 GLUCOSE-6-PHOSPHATE + + + + + + + + + + 

* = Lectura dudosa. +/- = > reacción es positiva. -/+ = > reacción es negativa. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 




