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Identificacion gendmica y bioquimica de Vibrio spp. asociados al cultivo de

Litopenaeus vannamei

Br. Carlos Emilio Flores Aguilart
Dra. Enedia Graciela Vieyra Pefia?
Dr. Alberto Ordinola Zapata?

RESUMEN
Esta investigacion tuvo como finalidad identificar cepas de Vibrio spp. obtenidas de
cultivos de Litopenaeus vannamei en la regién Tumbes usando técnica genémica
(secuenciamiento del gen 16S ARNr) y técnica bioquimica (pruebas que evaltan
caracteristicas metabdlicas). Los ejemplares de langostino se recolectaron de tres
zonas de cultivo en Zarumilla, Tumbes y Contralmirante Villar (7 langostinos de
cada zona), a cada ejemplar se le extrajo el hepatopancreas, y con éste se preparo
diluciones (10° a 10%) que se sembraron en el medio de cultivo TCBS, las cepas
aisladas fueron purificadas en medio TSA. La identificacion bioquimica se realizo
mediante un conjunto de pruebas bioquimicas que incluyeron: Crecimiento en agar
hierro tres azucares (TSI), produccion de gas, sulfuro de hidrégeno (H2S, prueba
de indol, citrato, urea, motilidad, lisina, ornitina y glucosa) mientras que la para la
identificacion gendmica se obtuvo el ADN de las cepas, con el que se realiz6 PCR
con los primers: forward: 8F y reverse: 1510R, los amplicones fueron enviados a
secuenciacion y con las secuencias nucleétidas obtenidas se realiz6 busqueda en
la base de datos GenBank utilizando el software en linea BLAST. Como resultado
se logro aislar 21 cepas bacterianas presuntivas de Vibrio spp. de las cuales se
identificd bioquimicamente 14,3%, mientras que mediante técnica gendmica se
identific6 a 71,4% de las cepas; con lo que se evidencié la superioridad de la

identificacion gendmica sobre la bioquimica.

Palabras clave: Vibrio spp., Photobacterium, identificacion bacteriana, pruebas
bioquimicas,16S ARNr

1 Bachiller de la Escuela de Ingenieria Pesquera de la Universidad Nacional de Tumbes.
2 Profesores principales de la Facultad de Ingenieria Pesquera y Ciencias del Mar de la Universidad
Nacional de Tumbes.
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Genomic and biochemical identification of Vibrio spp. associated with the culture of

Litopenaeus vannamei

Br. Carlos Emilio Flores Aguilar!
Dra. Enedia Graciela Vieyra Pefia?
Dr. Alberto Ordinola Zapata?
ABSTRACT

This research aimed to identify strains of Vibrio spp. obtained from Litopenaeus
vannamei cultures in the Tumbes region using genomic technique (sequencing of
the 16S rRNA gene) and biochemical technique (tests that evaluated metabolic
characteristics). The shrimp specimens were collected from three farming areas in
Zarumilla, Tumbes and Contralmirante Villar (7 shrimps from each area), the
hepatopancreas was extracted from each specimen, and dilutions (10° to 10%) were
prepared with this and were sown in TCBS culture medium, the isolated strains were
purified in TSA medium. Biochemical identification was performed through a set of
biochemical tests that included: Growth on three sugar iron (TSI) agar, gas
production, hydrogen sulfide (Hz2S, indole test, citrate, urea, motility, lysine, ornithine
and glucose) while for genomic identification, the DNA of the strains was obtained,
PCR was performed with the primers: forward: 8F and reverse: 1510R, the
amplicons were sent for sequencing and with the nucleotide sequences obtained, a
search was carried out in the database of GenBank data using the online BLAST
software. As a result, 21 presumptive bacterial strains of Vibrio spp. were isolated,
of which 14.3% were biochemically identified, while 71.4% of the strains were
identified by genomic technique; with which demonstrated the superiority of genomic

identification over biochemistry.

Keywords: Vibrio spp., Photobacterium, bacterial identification, biochemical tests,
16S rRNA

1 Bachelor of the School of Fisheries Engineering of the National University of Tumbes.
2 Full professors of the Faculty of Fisheries Engineering and Marine Sciences of the National
University of Tumbes.
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l. INTRODUCCION

Las bacterias de la familia Vibrionaceae son muy comunes en las aguas marinas y
de estuario e incluyen al género Vibrio, algunas de cuyas especies son altamente
patdgenas para el langostino (Litopenaeus vannamei) pues originan vibriosis asi
como la enfermedad de la necrosis hepatopancreatica aguda (AHPND),
enfermedad que ha originado importantes pérdidas (entre US$ 43 000 millones y
US$ 44 000 millones) en los cultivos de los paises asiaticos y México (de Souza &
Wan, 2021; Kumar et al., 2016).

La deteccion de la especie bacteriana que origina la enfermedad, es el primer paso
para el control de la misma, es por ello que existe la necesidad de desarrollar
meétodos rapidos y confiables para detectar e identificar las bacterias Vibrio spp.
gue originan una patologia en particular en una empresa de cultivo de langostino.
La microbiologia tradicional, si bien es un método muy extendido para la deteccion
de diferentes agentes bacterianos, requiere de una bateria de pruebas bioquimicas
para poder identificar la especie, lo cual consume mucho tiempo, es tediosa y no
estd exenta de problemas respecto a especies que son dificiles de distinguir
bioguimicamente, mas aun en el caso del género Vibrio que posee numerosas
especies muy emparentadas (Sabir et al., 2013; Thillaichidambaram et al., 2022).
La discriminacion entre especies estrechamente relacionadas, como Vibrio
alginolyticus y V. parahaemolyticus a menudo ha resultado dificil, por lo que se han
desarrollado pruebas genémicas tales como la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) para la determinacién de las especies mediante secuenciacion de regiones
variables de genes conservados, en este caso un fragmento del gen 16S ARNr (Ki
et al., 2009).

La identificacion rutinaria que se realiza en los campos de cultivo de langostino
involucra la determinacién de Vibrio spp.; sin embargo, se basa en una técnica muy
rudimentaria que es la observacion de la coloracidbn que toman las colonias
bacterianas al crecer en medio tiosulfato citrato bilis sacarosa (TCBS) (Gémez-Gil
et al., 2015) y en base a ello se toman decisiones cruciales como es la de medicar

el alimento. Es necesario tener una identificacion mas precisa de las cepas de
15



Vibrio spp. presentes en la zona, para lo cual se pueden utilizar métodos mas
precisos como son la identificacion mediante un conjunto de pruebas bioquimicas
(Arévalo et al., 2003) y la realizada mediante el secuenciamiento de un fragmento
del gen 16S ARNr (Dulanto, 2013).

El trabajo de investigacion tuvo como objetivo: Identificar cepas de Vibrio spp.
usando técnica gendmica (secuenciamiento del gen 16S ARNr) o técnica
bioguimica (conjunto de pruebas bioquimicas) obtenidos de cultivos de Litopenaeus
vannamei en la regién Tumbes

16



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Descripcion del género Vibrio

Las bacterias denominadas comunmente vibrios, pertenecen al género Vibrio,
conjuntamente con los géneros Aeromonas, Plesiomonas y Photobacterium
constituyen la familia Vibrionaceae (Farmer & Hickman-Brenner, 2006; Serrano,
2014).

Los vibrios son habitantes habituales de cuerpos de agua salinos tales como el mar
y estuarios en los que se cultiva el langostino, estas bacterias estan asociadas con
infecciones bacterianas, actuando principalmente como patdégenos oportunistas
cuando el langostino esta debilitado o estresado (Gomez-Gil et al., 1998); esto
debido a que el estrés provoca una reduccién de la respuesta inmune del langostino
haciéndolo mas propenso a la infeccion (Morales-Covarrubias, 2008).

Se han reportado que Vibrio spp. son responsables de la muerte de hasta el 100%
de los langostinos en cultivo, ocurriendo esto mas frecuentemente en su fase
larvaria (Gomez et al., 2001; Lomeli, 2011).

El género Vibrio estd formado por 76 especies, 12 de las cuales son patégenas
para los humanos (Jadeja et al., 2015), incluyendo V. alginolyticus, V. carchariae,
V. cholerae, V. cincinmatiensis, V. damsela (o Photobacterium damsela), V.
fluvialis, V. furnissii, V. hollisae, V. metshnikovii, V. mimicus, V. parahaemolyticus y
V. vulnificus (Serrano, 2014).

Vibrio spp. son un conjunto de especies gramnegativas aerdbicas o anaerdbicas
facultativas no formadoras de esporas, que se caracterizan por que sus células son
bacilares con forma de coma (cuando se aislan de muestras ambientales) o con
forma de bastones rectos (en medios de cultivo), cuentan con un flagelo polar
monotrico, el cual puede convertirse en multitrico en cultivos liquidos; en cuanto a
sus caracteristicas bioquimicas, necesitan de sodio (suministrado como NaCl), la
mayoria producen reaccion positiva a la prueba de la oxidasa y catalasa, asi como
metabolizan nitrato a nitrito; también aprovechan la glucosa pero sin llegar a
generar gas (Rosado, 2018; Serrano, 2014; Silva et al., 2008).

17



2.2. Enfermedad originada por Vibrio spp.

El término vibriosis designa a una enfermedad provocada por Vibrio spp. que afecta
a crustaceos en todo el mundo y es responsable por grandes mortalidades en el
cultivo de langostino. Los brotes mas preocupantes de vibriosis se han producido
en diversos langostinos de cultivo, por ejemplo en L. vannamei en Sud y Centro
América; en Penaeus japonicus en Japon (Zuniga et al., 2022) y en Penaeus
monodon en Asia (Ghosh et al., 2021). La vibriosis puede presentarse en forma
oral, entérica, en los apéndices vy cuticular, en heridas, sistémica,

hepatopancreatica entre otras (Cuéllar-Anjel, 2013).

La vibriosis origina mortalidades mas altas en langostinos estresados, lo que puede
producirse por agua de cultivo inadecuada, densidades muy altas, temperaturas
excesivas, bajos tenores de oxigeno en agua y recambios de agua deficientes
(Pefa & Cuéllar-Anjel, 2019).

2.3. Métodos de deteccién de Vibrio

La deteccion de vibrios se realiza mediante varias técnicas, la mas basica implica
el cultivo de éstos en medio selectivo como el agar tiosulfato citrato bilis sacarosa
(TCBS); en éste las colonias de Vibrio pueden tomar color verde o amarillo,
tomandose como criterio que las colonias verdes son presuntamente patdégenas y

las amarillas inocuas (Gonzalez et al., 2003; Moi et al., 2017).

Dulanto (2013); sin embargo, ha sefalado tres problemas respecto a esta
interpretacion tan sencilla en la identificacion de vibrios basada en las
caracteristicas de su crecimiento en medio TCBS; primero, el medio TCBS no
permite solamente el crecimiento de Vibrio sino que pueden crecer algunos otros
géneros bacterianos los cuales incluso pueden crecer en mayor proporcion que los
vibrios; segundo, las caracteristicas morfologicas de las colonias de Vibrio en
TCBS, son tales que son similares entre un amplio numero de especies de dicho
género; tercero, ha habido regularmente cambios respecto a las especies que
constituyen dicho género, con especies que se incorporaron al mismo, asi como

otras que fueron reclasificadas en otro género.
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La identificacion de las especies de Vibrio puede ser mas precisa si se usan una
serie de pruebas bioquimicas, asi (Amaral et al., 2014), emplearon las pruebas de
ornitina descarboxilasa, reaccibn de Voges-Proskauer, produccion de indol,
arginina dihidrolasa; utilizacion de mio-inositol, L-leucina y D-galactosa;
fermentacion de sucrosa, D-mannosa, L-arabinosa, celobiosa, d-manitol, D-sorbitol,
trehalosa; por otro lado, Choopun et al. (2002) usaron las pruebas de agar hierro
kligler, oxidasa, arginina, lisina, ornitina, crecimiento en 0%, 6% y 8% de NacCl,
manitol, arabinosa, rojo metilo, reaccion de Voges-Proskauer y esculina para

diferenciar V. cholerae de otras cepas de Vibrio.

Por otra parte, Schirmeister et al. (2014), diferenciaron bioquimicamente a Vibrio
fluvialis de Vibrio furnissii; mediante las pruebas de crecimiento en TCBS, en agua
peptonada (0,1%) con 0, 1, 3, 6 y 8% de NaCl, motilidad, oxidasa, sensibilidad a 10
Hg y 150 pg del agente vibriostatico O/129, lisina-descarboxilasa, arginina-
dihidrolasa, ornitina-descarboxilasa, nitrato-reductasa (todas las pruebas
suplementadas con 1% de NaCl) y utilizacion de varios carbohidratos; asi como la
produccion de gas como producto de la fermentacion de la glucosa con o sin NaCl

a diferentes temperaturas y tiempos (hasta 1 semana).

Sin embargo, como lo reconocen Gomez-Gil et al. (1998), a pesar de las numerosas
pruebas utilizadas para la identificacion bioquimica, ésta no es capaz de identificar

adecuadamente algunas cepas bacterianas.

Por ello, las técnicas moleculares son las preferidas en la investigacion para la
identificacion de bacterias debido a su alto nivel de precision y eficacia, por lo que
se les considera el patrén de oro, contra las cuales se comparan los otros métodos
de identificacién (Wieser et al., 2012). La identificacibn mas precisa siempre se
lograria al comparar la secuencia completa de ADN de las bacterias, a través de
una hibridacién ADN — ADN; pero esto no siempre es posible por su elevado precio
y el excesivo trabajo y tiempo que requiere, por lo que no puede usarse como una
técnica de identificacion habitual (Amaral et al., 2014; Janda & Abbott, 2007;
Pascual et al., 2010), es por ello que el gen que codifica la subunidad menor de los
ribosomas denominado rrs o también 16S ARNTr es en la practica el que se usa para
discriminar entre especies de bacterias (Amaral et al., 2014; Gémez, 2013; Janda

& Abbott, 2007). Sin embargo, también se sabe que, en el caso de especies muy
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emparentadas, como las del Vibrio core group (V. alginolyticus, V. campbellii, V.
harveyi, V. natriegens, V. parahaemolyticus y V. rotiferianus), la identificacion

mediante el gen 16S ARNr puede fallar (Pascual et al., 2010).

Para realizar la identificacion molecular es necesario obtener miles de millones de
copias de un fragmento del gen 16S ARNr, para ello se utilizan kits de fabrica que
permiten realizar la reaccién en cadena de la polimerasa (por sus siglas, PCR), en
un termociclador, equipo que facilita el copiado realizado por una polimerasa
termoestable a través de varios ciclos de temperatura variable, con lo que se puede
obtener las copias necesarias del fragmento del gen en pocas horas (Cuéllar-Anjel,
2008). El fragmento amplificado es secuenciado a fin de conocer la serie y orden
de nucleétidos que lo constituyen, dicha secuencia se compara usando el software
BLAST (Basic local alignment search tool) contra la base de datos de GenBank en
la que existen secuencias de ADN incluyendo secuencias de fragmentos del gen
16S ARNr de diferentes especies bacterianas. El software permite encontrar la
secuencia mas similar a la de la busqueda con lo que de existir un nivel alto de
similitud se puede concluir cuél es la especie de la bacteria que se esta investigando
(Dulanto, 2013).

2.4. Antecedentes
En varias investigaciones se ha tratado de identificar cepas de Vibrio spp. usando

métodos bioquimicos, asi se pude mencionar:

Gomez-Gil et al. (1998) realizaron la identificacion bioquimica de especies de Vibrio
aisladas de hemolinfa, hepatopancreas e intestino de juveniles saludables de L.
vannamei. Las muestras de hepatopancreas y de intestino fueron homogenizadas
en solucion salina (2,5% de NaCl) antes de ser sembradas en agar TCBS, en el
caso de hemolinfa se sembro directamente. Las placas fueron incubadas por 24 a
48 h a 30 °C, posteriormente fueron identificadas usando un sistema comercial de
identificacion llamado Biolog GN basado en placas de 96 pocillos en cada uno de
los cuales hubo diferentes fuentes de carbono, se evaluaron los cambios de
coloracién y la intensidad de la coloracion en cada pocillo. Dado que algunas cepas
no pudieron ser identificadas mediante dicho método, se realizaron pruebas

bioquimicas adicionales para evaluar la produccion de oxidasa, motilidad,
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fermentacion de glucosa y lactosa, produccion de gas desde glucosa, reduccion del
nitrato; sin embargo, algunas cepas no pudieron ser identificadas adecuadamente
ni siquiera con estas pruebas suplementarias. Se observd que sélo en 14,3% de
los casos hubo presencia de Vibrio spp. en la hemolinfa en cantidades de 2x10? a
3x102 unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml) y que éstos fueron no

fermentadores de sacarosa.

Sulca (2011) investigo la relacion de integrones con la resistencia a antibiéticos en
Vibrio spp. aislados de zonas marinas polucionadas; como parte de este estudio
realizo la identificacion de Vibrio utilizando un método bioquimico tradicional que
evalué el metabolismo de sacarosa, oxidasa, lisina, ornitina, lactosa, indol, manitol;
asi como, el crecimiento en soluciones con 0, 1, 6, 7 y 10% de NaCl. Por otro lado,
utilizé también el sistema APl 20NE de Biomérieux, obteniendo buenos resultados

en la identificacién de especies de Vibrio spp.

En otras investigaciones se han empleado métodos gendmicos para identificar

vibrios, por ejemplo:

Dulanto (2013) identific6 especies de Vibrio aisladas de langostinos L. vannamei
cultivados, utilizando un fragmento del gen 16S ARNr, al cual aplicé un analisis de
restriccion de ADN ribosomal amplificado (ARDRA) complementado con el
secuenciamiento del ADN, utilizé los primers universales: 27F y 1492R, para
amplificar un fragmento del gen 16S ARNr de 1500 pares de bases (pb); este autor
utilizé un protocolo de PCR consistente en desnaturalizacién por 4 min a 94 °C,
seguidos de 30 ciclos de amplificacién, cada uno de los cuales consisti6 de
desnaturalizacién por 1 min a 94 °C, hibridaciéon por 1 min a 55 °C, extension por
2 min a 72 °C; culminados los ciclos, se pas6 a una fase de extension final por 5 min
a 72 °C y mantenimiento a 4 °C. Posteriormente digirié el ADN amplificado usando
enzimas de restriccién y migré electroforéticamente, obteniendo bandas marcadas
gue pudieron servir para distinguir las especies de Vibrio, dada su buena
concordancia con la identificacion bacteriana realizada con el secuenciamiento del
ADN.

Bej et al. (1999) utilizaron una PCR multiplex para detectar V. parahaemolyticus
tanto de cepas no hemoliticas como de aquellas productoras de hemolisina en

muestras clinicas, de alimentos, de mariscos frescos y cepas de laboratorio, para
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lo que analizaron tres genes codificadores de hemolisinas: tdh que codifica para la
hemolisina directa termoestable (TDH), trh para la hemolisina relacionada
termoestable (TRH) y tl para la hemolisina termolabil (TL) considerados factores de

virulencia en Vibrio.

Por otro lado, Pascual et al. (2010), realizaron un estudio para encontrar una forma
adecuada de identificar a través del andlisis del genoma a las especies que
conforman el llamado Vibrio core group (grupo nuclear de Vibrio), éste es un
conjunto de 6 especies de Vibrio: V. alginolyticus, V. campbellii, V. harveyi, V.
natriegens, V. parahaemolyticus y V. rotiferianus, cuya identificacion a nivel
gendmico es dificil dado que presentan altas similitudes a nivel de gen 16S ARNT,
por lo que optaron realizar un andlisis de secuencias multilocus, utilizando 6 genes:
16S rRNA, recA, pyrH, rpoD, gyrB, rctB y toxR, encontrando que las secuencias de
tres de estos genes: rpoD, rctB y toxR eran mas utiles para la identificacion de

vibrios del core group.
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.  MATERIALES Y METODOS

3.1. Obtencion de la muestra

Los ejemplares de los langostinos Litopenaeus vannamei se recolectaron de
estanques de empresas langostineras seleccionadas en cada una de las tres
zonas: Zarumilla, Tumbes y Contralmirante Villar. Los ejemplares fueron
recolectados por el personal de la empresa, luego se trasladaron en baldes de 20
litros hasta el Laboratorio de Microcultivos ubicado en la Facultad de Ingenieria
Pesquera y Ciencias del Mar de la Universidad Nacional de Tumbes. Los
langostinos se pesaron en una balanza analitica marca Ohaus modelo AX2202/E se
desinfectaron externamente con un algodon empapado enalcohol al 70%. Luego se
extrajo su hepatopancreas con una pinza estéril, mismo que fue depositado en un
microtubo de 1,5 ml esterilizado. El hepatopancreas se trituré y con éste se prepard
diluciones sucesivas de 10° a 10+ utilizando solucién fisiolégica (0,85% de NacCl).

3.2. Cultivo bacteriano

Se procedioé a realizar la siembra de las diluciones en placas Petri conteniendo
alrededor de 15 ml de medio TCBS. La siembra se realiz6 en placas separadas
utilizando 100 pl de cada una de las diluciones sucesivas. La siembra se realizd
con el asa de barrido, esparciendo el inéculo por la superficie completa de la placa.
Estas fueron rotuladas colocandoles el nimero del ejemplar de langostino del cual

procedié la muestra, asi como la dilucion utilizada.

Luego las placas Petri fueron colocadas en la incubadora a una temperatura de
30 °C por 24 horas.

3.3. Identificacion bioquimica de las cepas aisladas.
Debido a que en los laboratorios de la Facultad de Ingenieria Pesquera y Ciencias
del Mar, no se pudo realizar las pruebas bioquimicas. Se contraté el servicio de una

empresa especializada (PezBiotec) para realizarlas, la misma que empled una



bateria de pruebas que incluyeron: Crecimiento en agar hierro tres azucares (TSI),
produccion de gas, sulfuro de hidrogeno (H2S, prueba de indol, citrato, urea,

motilidad, lisina, ornitina y glucosa.

3.4. Obtencion del ADN de las cepas aisladas

El procedimiento de extraccion se baso en el método de ebullicion con buffer de
fosfato salino (PBS), como se indica en Peng et al. (2013) con modificaciones; se
procedi6 a centrifugar a 10 000 rpm por un tiempo de 2 minutos los microtubos que
contuvieron el caldo en el que se cultivé la bacteria a ser identificada, se descarto
el sobrenadante y el sedimento (pellet) se resuspendié en 500 ul de PBS 1X
utilizando un vértex. Los microtubos con el ADN resuspendido se centrifugaron a
10 000 rpm por 2 minutos, se elimindé el sobrenadante y el sedimento se
resuspendidé nuevamente en 200 pl de TE 1X (tris 10 mM y EDTA 1 mM); Las
muestras se llevaron a ebullicion por 10 minutos e inmediatamente se colocaron en
hielo durante 5 minutos; luego fueron centrifugados a 10 000 rpm por 2 minutos; el
sobrenadante (100 ul aproximadamente) se transfiri6 a un microtubo nuevo, se le

afiadio 1 pl de ARNasa y se incub6 a 37 °C durante 1 hora.

3.5. Amplificacion de un fragmento del gen 16S ARNr

La amplificacion se realizd utilizando los primers utilizados por Dulanto (2013) que
produce un amplicén de 1500 pb, los cuales son:

Primer directo: 8F (Secuencia nucledtida: 5’-aga gtt tga tcc tgg ctc ag-3’)

Primer reverso: 1510R (Secuencia nucledtida: 5’-ggc tac ctt gtt acg a-3’).

La amplificacién se realizé como sigue:

La solucién mix de la reaccion de PCR se preparé teniendo en cuenta el nUmero
de cepas de Vibrio de las que se extrajo el ADN. Se afiadié una reaccién mas para
el control negativo y otra mas para el control positivo. El volumen de mix necesario
para realizar la amplificacion se obtuvo multiplicando el nimero de reacciones

calculado anteriormente por los volimenes de reactivos definidos en la tabla 1.

24



Tabla 1. Reactivos para preparar mix de PCR para una reaccion.

Reactivo Volumen(pul)
Agua ultra pura 17,75
Solucion buffer 10X PCR RXn (no incluye cloruro de magnesio) 2,50
Solucion 10 mM de cloruro de magnesio 2,50
Solucién 10 mM de desoxirribonucleoétidos trifosfato(dNTPs) 0,50
Primer directo 0,50
Primer inverso 0,50
Taq polimerasa (5 U/ul marca Invitrogen) 0,25
Total 24,50

Para la ampliacion del ADN se utilizd un termociclador el cual se programé segun

el protocolo como se aprecia en la figura 1:

A4

1 ciclo I‘ 40 ciclos 1 ciclo 1 ciclo
|
100 - 95°C 94 °C
Tiempo: Tiempo:
~—~ 80 - 5 min 30s
2 72°C 72°C
© . .
] Tiempo: Tiempo:
T 80 - 50 °C 1 min 7 min
)
o
£ Tiempo:
2 40 - 45s
20 - Tiempo:
Indefinido
4°C
0

Pre-desnaturalizacic‘)nl Desnaturalizacion Hibridacion Polimerizacion Polimerizacion final Conservacién

Amplificacién

Fase

Figura 1. Programacion del termociclador

Una vez completada la fase de amplificacion, se retiraron del termociclador los

microtubos de 0,2 ml.

Se prepar6 un gel de agarosa al 2%, afiadiendo 2 g de agarosa a 100 ml de tampdn
de tris, acido acético y EDTA (TAE) a una concentracion 1X (24,2 g de tris, 5,71 ml
acido glacial acéticoy 3,72 g de EDTA en 100 ml de agua ultra pura), se afiadieron
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5 ul de bromuro de etidio a esta mezcla.

El gel de agarosa se colocé en la cubeta del equipo de electroforesis que contenia
120 ml de TAE 1X.

Los amplicones se prepararon para la migracion mezclando 1 pl de tampén de
depdsito y 9 pl de cada amplicon. La mezcla se coloc6 en cada uno de los pocillos
del gel. También se colocé un marcador de peso molecular de 1000 pb en uno de
los pocillos.

Se encendiod el equipo de electroforesis y se permitid que el ADN migrara a 98 V
durante 30 min.

Después de este periodo, los geles se colocaron en un transiluminador UV y se
tomaron fotografias digitales para determinar si el fragmento del gen de interés se

amplificé con éxito.

3.6. Secuenciacion de los productos amplificados del gen 16S ARNr.

Se retiraron 10 pl de los productos obtenidos por amplificacién en la PCR y de los
primers correspondientes. Estos fueron colocados en microtubos de 0,2 ml
adecuadamente etiquetados y enviados a la empresa Macrogen (Maryland, USA)
para la secuenciacioén del ADN.

Las secuencias nucledtidas se alinearon usando el software Mega 6 y después de
ser depuradas, se buscaron en la base de datos GenBank del National Center of
Biotechnoloy Institute (NCBI) usando el software Blast (Basic Local Alignment
Search Tools), que esta disponible gratuitamente en el sitio web del NCBI. Se
declar6 identidad a nivel de especie cuando el porcentaje de identidad fue = 99% y

a nivel de género cuando fue = 97%.

3.7. Procesamiento de datos
Los datos fueron organizados usando tablas y figuras, se empled también medidas

de estadistica descriptiva basica como la frecuencia porcentual.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion de cepas presuntivas de Vibrio spp.

Se lograron aislar en medio TCBS, 21 cepas bacterianas presuntivas de Vibrio spp.;
gue provinieron de manera proporcional de cada una de las zonas (7 de cada zona).
Las cepas produjeron colonias que fueron todas ellas circulares y con superficie
lisas, el tamafio y color de las mismas se observan en la tabla 2. Adicionalmente
las cepas al ser caracterizadas fueron en su totalidad bacilos Gramnegativos vy

oxidasa positiva.

Tabla 2. Caracteristicas morfologicas de las colonias bacterianas en medio TCBS.

N° Zona Cepa Tamafio (mm) Color-caracteristica Textura
1 Zarumilla 1Px 15 Verde Pastosa
2 2Px 2,0 Amarillo pastoso Pastosa
3 3Px 15 Amarillo pastoso Pastosa
4 6Px 2,0 Verde Pastosa
5 11Px 2,0 Amarillo pastoso Pastosa
6 14Px 4,0 Amarillo pastoso Pastosa
7 16Px 0,5 Amarillo pastoso Pastosa
8 Tumbes 2Z -3 (1) 15 Verde Cremosa
9 32-2(2) 5,0 Amarillo Cremosa

10 5Z -3 (2) 2,5 Amarillo Cremosa
11 6Z -2 (1) 4,5 Amarillo Cremosa
12 6Z -2 (2) 2,0 Amarillo Cremosa
13 6Z -2 (3) 15 Amarillo Cremosa
14 6Z -3 (2) 1,0 Verde Cremosa
15 C_ontralmirante 17T 15 Verde Pastosa
Villar
16 6ZT 4,0 Verde Pastosa
17 8ZT 2,0 Amarillo pastoso Pastosa
18 10ZT 4.5 Verde Pastosa
19 12ZT 4,0 Amarillo pastoso Pastosa
20 147T 3,5 Amarillo pastoso Pastosa
21 16ZT 5,0 Verde Pastosa
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Respecto a las caracteristicas observadas, éstas fueron compatibles con las que
mostrarian cepas de Vibrio spp. al crecer en medio TCBS, que segun Sabir et al.
(2013) deben ser circulares de bordes lisos, superficie lisa, con colores que varian
entre amarillos y verdes de acuerdo a la especie de Vibrio. Asimismo, las cepas de
Vibrio son siempre Gramnegativas y pueden ser oxidasas positivas (Rosado, 2018).

4.2. ldentificacion bioquimica de las cepas de Vibrio spp.

De las 21 cepas que se enviaron para realizar la identificacibn por pruebas
bioquimicas (tabla 3), s6lo se pudo identificar a nivel de especie a tres de ellas: las
cepas 6Z-2(1) y 6Z-3(2) que fueron identificadas como V. parahaemolyticus y la
cepa 3Z-2(2) a la enterobacteria Pantoea agglomerans. En el resto de casos, la
identificacion no pudo llegar a ser definida a nivel de especies, restringiéndose a un
grupo emparentado de especies como por ejemplo en el caso de ocho cepas: 2Px,
11PX, 16PX, 6Z-2(2), 1ZT, 8ZT, 12ZT y 14ZT que fueron identificadas como
correspondientes a alguna de las especies: Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus,
V. vulnificus, V. alginolyticus o V. mimicus; en tanto que, la cepa 14PX pudo ser
identificada como correspondiente a alguna de las especies: V. ordalii, V. pelagius
o V. splendidus; mientras que, las cepas 6ZT y 10ZT pudieron corresponder a
alguna de las especies: V. anguillarum, V. pelagius o V. ponticus; por ultimo, en el
caso de la cepa 3Px, solo se pudo identificar en el nivel de género: Shigella. No se
pudieron identificar seis de cepas: 1Px, 6Px, 2Z-3(1), 5Z-3(2), 6Z-2(3) y 16ZT. Al
respecto, es conocida que la identificacién bioquimica de especies de Vibrio es
problematica y que requiere de una gran cantidad de pruebas para lograr un grado
de certeza adecuado respecto a la identidad de una cepa; esto ha sido reportado
por Croci et al. (2007), quienes al comparar la identificacién bioquimica (basada en
kits bioquimicos miniaturizados o en esquemas de pruebas bioquimicas
tradicionales) con la molecular para V. parahaemolyticus; tuvieron una baja
eficiencia para identificar correctamente dicha especie empleando los métodos
bioquimicos, con una sensibilidad que varié entre 59% a 74% para los Kits
miniaturizados y 84% para el esquema de pruebas bioquimicas mas completo. Una

baja eficiencia de identificacion también se observa en esta investigacion.



Tabla 3. Identificacion bioquimica de las cepas presuntivas de Vibrio

N©° Zona Cod|go* Cepa Identificacion presuntiva
muestra
1 Zarumilla 1Px ND
2 2Px Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus, V.
vulnificus, V. alginolyticus, V. mimicus
3 3Px Shigella sp. (Enterobacteria)
4 6Px ND
5 11Px Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus, V.
vulnificus, V. alginolyticus, V. mimicus
6 14Px V. ordalii, V. pelagius, V. splendidus
7 16Px Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus, V.
vulnificus, V. alginolyticus, V. mimicus
8 Tumbes 2Z-3(1) ND
9 3Z -2 (2) Pantoea agglomerans (Enterobacteria)
10 5Z-3(2) ND
11 6Z -2 (1) V. parahaemolyticus
12 6Z -2 (2) Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus, V.
vulnificus, V. alginolyticus, V. mimicus
13 6Z-2(3) ND
14 6Z -3 (2) V. parahaemolyticus
15 Contralmirante 17T Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus, V.
Villar vulnificus, V. alginolyticus, V. mimicus
16 6ZT V. anguillarum, V. pelagius, V. ponticus
17 8ZT Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus, V.
vulnificus, V. alginolyticus, V. mimicus
18 10ZT V. anguillarum, V. pelagius, V. ponticus
19 12ZT Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus,V.
vulnificus, V. alginolyticus, V. mimicus
20 14ZT Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus, V.
vulnificus, V. alginolyticus, V. mimicus
21 16ZT ND

* Codigo de muestra enviada al laboratorio que realizé las pruebas bioquimicas
ND = No determinada

4.3. Amplificacion de fragmento del gen 16S ARNr

En la figura 2 se muestra la amplificacion exitosa del fragmento del gen 16S ARNr
de las cepas bacterianas analizadas. En la figura se observa bandas luminosas
correspondientes a amplicones con un peso molecular de alrededor de 1500 pb,
que fue lo esperado de acuerdo a los primers utilizados segun precisa (Dulanto,
2013). Ademas, la calidad del ADN obtenido de todas las cepas fue buena (Tabla

7 del anexo 1) con valores de Azeo/Azs0 cercanos a 1,9; lo que estan dentro del
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rango Optimo de valores para la relacion Azso/A2s0 que se halla entre 1,8 y 2,0
(Angulo et al., 2020).

Figura 2. Migracion de amplicones de un fragmento del gen 16S ARNT.

4.4. ldentificacion gendmica de las cepas bacterianas

Se pudo identificar 15 de las cepas a nivel de especies y tres a nivel de género
(tabla 4); sin embargo, no se pudo identificar a tres cepas, estas Ultimas porque su
porcentaje de identidad fue menor a 97%. En general, las bacterias aisladas
correspondieron a los géneros Vibrio (15 de 21 cepas) y Photobacterium (4 de 21
cepas). Las especies de Vibrio identificadas fueron: Vibrio alginolyticus, V.
brasiliensis, V. campbellii, V. hyugaensis, V. mytili, V. owensii y V. rotiferianus, asi
como algunas cepas fueron identificadas solo a nivel de género como: Vibrio sp.;
algunas de estas especies coinciden con las que identificé Oviedo (2014) en el
hepatopancreas de langostinos cultivados en Tumbes, también usando
identificacion molecular; este autor report6 la presencia de cepas de V. brasiliensis,
V. communis, V. harveyi, V. parahaemolyticus, V. shilonii, V. tubiashi y Vibrio sp.
Por otra parte, el hecho de que se halla identificado a especies del género de
Photobacterium conjuntamente con las de Vibrio, se debe a que existe una estrecha
relacion filogenética entre ambos géneros correspondientes a la familia
Vibrionaceae (Labella et al., 2017); tal es asi que, la especie mas representativa de
Photobacterium, P. damselae, originalmente fue clasificada en el género Vibrio
como V. damselae y posteriormente reclasificada en su género actual. Las especies
de Photobacterium al estar estrechamente emparentadas con Vibrio, presentan

similares caracteristicas, son bacilos gramnegativos, catalasa y oxidasa positivas,
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estan presentes en ambientes acuaticos marinos o salobres, a menudo como
comensales en algunos organismos acuaticos, siendo capaces de crecer en TCBS
(Moi et al., 2017).

Tabla 4. Identificacion gendmica de las cepas bacterianas aisladas utilizando la

base de datos de GenBank.

Porcentaje de

N° Zona Cepa Especie identidad en
Genbank
1 Zarumilla 1Px No identificada 73,74
2 2Px  Vibrio rotiferianus 99,52
3 3Px  Vibrio sp. 98,44
4 6Px  No identificada 80,20
5 11Px  Vibrio campbelli 99,24
6 14Px  Vibrio owensii 99,86
7 16PX  viprio brasiliensis 99,85
8 Tumbes 27 -3 (1) Vibrio brasiliensis 99,66
9 3Z-2(2) Vibrio sp. 98,87
10 52 -3(2) Vibrio mytili 99,65
11 6Z -2 (1) Photobacterium damselae 99,00
12 6Z -2 (2) Photobacterium damselae 100,00
13 6Z -2 (3) Photobacterium damselae 100,00
14 6Z-3(2) No identificada 95,94
15 Contralmirante 17T vibrio alginolyticus 99,07
16 Villar 6ZT  Vibrio sp. 97,59
17 8ZT  Vibrio campbelli 99,47
18 10ZT  Vibrio owensii 99,69
19 12ZT  Vibrio campbellii 99,45
20 14ZT  Vibrio hyugaensis 99,73
21 16ZT  Vibrio owensii 99,85

4.5. Comparacion de la eficiencia de la identificacion a nivel genomico y
bioguimico del Vibrio

La identificacion bioquimica so6lo permitié conocer la especie de tres cepas, que

fueron identificadas como Vibrio parahaemolyticus (cepas 6Z-2(1) y 6Z-3(2)) y

como Pantoea agglomerans para la cepa 3Z-2(2); mientras que permitié establecer

que 11 de las cepas pertenecia a una de entre tres a cinco posibles especies;

también permitié establecer el género de una cepa: 3Px (Shigella sp.) (tabla 5);
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mientras que usando el método gendmico fue posible identificar a nivel de especie
15 cepas, que correspondieron a las especies Vibrio rotiferanius, V. campbellii, V.
owensii, V. brasiliensis, V. mitili, Photobacterium damselae, V. alginolyticus y V.
hyugaensis; en tanto se identifico a nivel de género a 4 cepas que correspondieron
a Vibrio sp. y Photobacterium sp. (tabla 5).

Solo una especie fue identificada de igual manera tanto a nivel bioquimico como
molecular, la cepa 1ZT que correspondié a V. alginolyticus; aunque, a nivel
bioguimico so6lo se logré precisar que podria pertenecer a una de entre cinco

especies, entre las cuales se sefialé a V. alginolyticus.

Tabla 5. Comparacion genémica y bioquimica de las cepas presuntivas aisladas de
Vibrio.

Especie identificada

N® Zona Cepa Pruebas bioguimicas Método genémico
1 Zarumilla 1PX ND No identificada
2 2Px Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus, V. Vibrio rotiferanius
vulnificus, V. alginolyticus, V. mimicus
3 3Px Shigella sp. (Enterobacteria) Vibrio sp.
4 6Px ND No identificada
5 11Px Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus, V. Vibrio campbellii
vulnificus, V. alginolyticus, V. mimicus
6 14Px V. ordalii, V. pelagius, V. splendidus Vibrio owensii
7 16Px Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus, V. Vibrio brasiliensis
vulnificus, V. alginolyticus, V. mimicus
8 Tumbes 2Z-3(1) ND Vibrio brasiliensis
9 3Z-2(2) Pantoea agglomerans (enterobacteria Vibrio sp.
presuntiva)
10 5Z-3(2) ND Vibrio mytili
11 6Z -2 (1) V. parahaemolyticus Photobacterium
damselae
12 6Z -2 (2) Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus, V. Photobacterium
vulnificus, V. alginolyticus, V. mimicus damselae
13 6Z-2(3) ND Photobacterium
damselae
14 6Z -3 (2) V. parahaemolyticus Photobacterium sp.
15 Contralmirante 1ZT Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus, V. Vibrio alginolyticus
Villar vulnificus, V. alginolyticus, V. mimicus
16 6ZT V. anguillarum, V. pelagius, V. ponticus Vibrio sp.
17 87T Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus, V. Vibrio campbellii
vulnificus, V. alginolyticus, V. mimicus
18 10ZT V. anguillarum, V. pelagius, V. ponticus Vibrio owensii
19 127T Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus, V. Vibrio campbellii
vulnificus, V. alginolyticus, V. mimicus
20 14zT Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus, V. Vibrio hyugaensis
vulnificus, V. alginolyticus, V. mimicus
21 16ZT ND Vibrio owensii
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En la tabla 6 se observa que la identificacion molecular fue capaz de declarar
identidad a nivel de especie en 15 de las 21 cepas; incluyendo a cuatro de las cepas

en las que la identificacién bioquimica no pudo identificar ni siquiera el género.

Tabla 6. Resumen de la eficiencia de la identificacion bioquimica y molecular

Nivel de identificacion ldentificacion bioquimica Identificacion molecular
N° % N° %
Especie 3 14,3 15 71,4
Grupo de especies 11 52,4 0 0,0
Género 1 4,8 4 19,0
No identificadas 6 28,6 2 9,6

Por otra parte, hubieron cepas en las cuales la identificacion bioquimica y la
molecular no coincidieron ni siquiera a nivel de género; por ejemplo, la cepa 3PX,
fue identificada como Shigella sp. a nivel bioquimico pero como Vibrio sp. a nivel
molecular; mientras que, la cepa 3Z -2 (2) fue identificada bioquimicamente como
Pantoea agglomerans, pero molecularmente fue identificada como Vibrio sp.;
ademas las cepas 6Z-2(1) y 6Z-2(2) fueron identificadas bioquimicamente como V.
parahaemolyticus o como alguna otra especie de Vibrio, en tanto que fueron

identificadas molecularmente como P. damselae.

Al comparar los resultados resumidos de ambas identificaciones como se observa
en la tabla 6, se evidencia la superioridad de la identificacion molecular sobre la
bioguimica; puesto que, mediante la primera se identificé al 71,4% de las cepas a
nivel de especie; mientras que, con la segunda solo a 14,3%. Asimismo, la
identificacion molecular superé a la bioquimica al momento de identificar cepas a
nivel de género, pues fue capaz de asignar el género a 19,0% de las cepas, frente
a 4,8% de las cepas que se identificaron bioquimicamente. Por Gltimo, mientras que
la identificacién bioquimica no fue capaz de identificar a 28,6% de las cepas, la
identificacion molecular no pudo identificar sélo a 9,6%. Estos datos muestran el
mayor poder de identificacion que se logra al emplear el método molecular; al
respecto autores como Bou et al. (2011) y Croci et al. (2007) han precisado que las
pruebas bioquimicas a menudo no permiten establecer con certeza una especie
sino solo pronosticar cual es la mas probable, esto porque las caracteristicas
fenotipicas y morfoldgicas de una cepa pueden, sin embargo, también han afirmado

que las caracteristicas genéticas al ser mas estables que las fenotipicas tienen una
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mayor probabilidad de identificar a una especie bacteriana, tal como se ha

observado en este caso.
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V. CONCLUSIONES

Se aislaron en medio TCBS 21 cepas presuntivas de Vibrio spp., las cuales al
ser caracterizadas fenotipicamente fueron bacilos Gramnegativos oxidasa
positivos

Se pudo identificar bioquimicamente tres cepas a nivel de especie siendo dos
de ellas Vibrio parahaemolyticus y una Pantoea agglomerans. En el caso de
11 cepas solo se pudo reducir la incertidumbre de su identificacion a nivel de
un conjunto de entre tres y cinco especies de Vibrio,

Mediante identificacibn molecular se pudo identificar a 15 cepas que
correspondieron a las especies Vibrio rotiferanius, V. campbellii, V. owensii,
V. brasiliensis, V. mitili, Photobacterium damselae, V. alginolyticus y V.
hyugaensis; en tanto, también se logré identificar a nivel de género a 4 cepas
gue correspondieron a Vibrio y Photobacterium.

La identificacion molecular superé a la bioguimica, pues con la identificacion
bioquimica fue posible identificar a nivel de especie solo al 14,3% de las cepas
bacterianas, en tanto que con la identificacion molecular se logr6 identificar al
71,4%; asimismo, la identificacion molecular super6 a la bioquimica al
momento de identificar cepas a nivel de género, pues fue capaz de asignar el
género a 19,0% de las cepas, frente a 4,8% de las cepas que se identificaron

bioquimicamente.
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VI. RECOMENDACIONES

Comparar la identificacion gendémica con la proteémica, mediante
espectrometria de masas, puesto que esta ultima técnica podria proporcionar

una via de identificacidn que sea similar en eficiencia con la gendmica.
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Anexo 1

Tabla 7. Parametros de calidad del ADN extraido, evaluado mediante

espectrofotometria

Cadigo de cepa A260/280nm A260/230nm
2E 1,324 0,342
4E 1,444 0,424
SE 1,464 0,433
7E 1,523 0,508
8E 1,328 0,343
9E 1,501 0,567
10E 1,522 0,418
11E 1,448 0,459
12E 1,487 0,459
13E 1,161 0,245
14E 1,345 0,344
15E 1,456 0,462
16E 1,305 0,333
17E 1,336 0,374
18E 1,383 0,407
19E 1,493 0,493
20E 1,253 0,278
21E 1,194 0,275
22E 1,995 0,528
23E 1,902 0,478

24E 1,854 0,845




Anexo 2.

Pruebas bioquimicas para la identificacion de Vibrio spp.
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Anexo 3

Determinacion de especie de Vibrio usando las pruebas de lisina, ornitina, ureasa
y triple sugar iron agar

§ %
&
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ANEXOS
*ORDEN: CITRATO, LIA, TSI, UREA, SIM, MIO

Muestra: 60 Muestra: 27

Muestra: 44 Muestra: 72

Muestra: 61 Muestra: 73
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Muestra: 45 Muestra: 28

Muestra: 62 Muestra: 82

Caption V. cholerae V. parahacmolyticus V. flarvialis V. furnisii V. vminificus V. alginolyticus V. cincinnatiensis V. damsela V. hollisae V. metchnikovii V. mimicus
TCBC agar YW GRN Yiw YL GRE YW YLW GRE ABS GRE GRE
mCPC agar Purple ABS ABS ABS YW ABS NOTD ABS ABS ABS ABS

GS AKa AKa AKAK AKAK AKa NOTD NAD Aka AKAK AKa
Grth. NaCl (0% + - - = = 2, = i N = +
Grth. NaCl (3%) + + " + + . + + . + +
Grth NaCl (6%) - + + + + + + v + + -
Grth NaCl (8%) - + v + = + - = = v =
Grth. NaCl {10%) = - - = = + = = 5 = =
Grthat 42°C + + v - + + - - NOTD v +
A NOTD + - NOTD + - NOTD NOTD NOTD NOTD NOTD
w NOTD - - NOTD - + NOTD NOTD NOTD NOTD NOTD
U + + + - + + - - + -
CE - v + = + = + + = =
A - - - - - - - - - - -
AB = - + + = + = + & -
MA + + + + + + + + + + +
MA + . " . Va + - - + + +
ox + + + + + + + + + - +
Ad - = + + - = £ + + =
Ld + + = 5 + + + = et + +
od + + - - + + - - - - +
$0/129.(10 ug) SNTIVE REST REST REST SNTIVE REST SNTIVE SNTIVE NAD SNTIVE SNTIVE
$0/129150 pg) SNTIVE SNTIVE SNTIVE SNTIVE SNTIVE SNTIVE SNTIVE SNTIVE NAD SNTIVE SNTIVE
GE + + + + + + - + N + +
= v = = i % =z 58 gl g i

Tacose shant; Grih—Grow th;, CA—Capsule; VP—Voges-Proskauer;
Ad—Arginine dihydrolase; Ld—Lysine decarboxylase; Od—Ornithine decarboxylase; ¢
ABS—Absence of growth; GRE—green; YEL—yeliow; NOTD—Not determined; SNTIV

TA—Tactone; AB—Arabinow,
-ase; AC—Acid; AK—Alkaline;
—Resistant. Adapted from [40,41]

A—Mannitol; OX—Oxidase;
riable reaction; a—slight acid;
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