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INTRODUCCION. La diversidad de recursos marinos de 
nuestro planeta, así como su diversidad de climas, ha 
propiciado el desarrollo de la Acuicultura en la mayoría de 
los países que presentan costas, lo cual en la actualidad, ha 
generado una producción cada día mayor de diversas 
especies. Sin embargo, las especies sometidas a condiciones 
de acuicultura se caracterizan por presentar altos porcentajes 
de mortalidad, debido a la alta densidad de población, 
calidad de agua pobre y temperaturas extremas, lo que 
favorece el surgimiento de enfermedades bacterianas (1, 2). 
Las enfermedades bacterianas de los organismos en cultivo 
son el resultado de la interrelación de diversos factores, entre 
los que se encuentran; el medio ambiente, los patógenos y el 
organismo (3). Tomando en cuenta que la mayoría de los 
grupos bacterianos se encuentran representados en la flora 
natural de cualquier cultivo (4, 5), se puede considerar que sí 
las condiciones del hospedero y/o del medio ambiente son 
alteradas por alguna razón (cambios climáticos, densidad de 
población, nutrición, contaminación o algún otro tipo de 
estrés), las especies en cultivo se hacen susceptibles  a la 
invasión masiva de bacterias oportunistas. Las cuales pueden 
proliferar y dominar el cultivo conforme se alteran y/o 
deterioran las condiciones del mismo, surgiendo entonces las 
enfermedades (6, 7).  
Basándonos en lo anterior, surge la hipótesis que para poder 
prevenir o entender las enfermedades, es necesario conocer 
la diversidad bacteriana durante el desarrollo del cultivo y 
determinar como esta diversidad va cambiando con respecto 
a la evolución del cultivo y las condiciones del medio (pH, 
conductividad, turbidez, oxígeno disuelto, salinidad y 
temperatura). Con esta información se podría determinar 
cuales grupos bacterianos proliferan o disminuyen su 
población, cuando existe un cambio en alguna variable en 
particular, así como determinar que especies bacterianas 
fueron las  responsables de las enfermedades de los 
organismos en cultivo (6, 7). 
En la actualidad existen diferentes métodos de diagnóstico 
de enfermedades bacterianas en organismos marinos (8). Los 
métodos tradicionales se basan en pruebas bioquímicas y 
fenotípicas, sin embargo, estos métodos requieren el generar 
cultivos en el laboratorio, etapa en la cual se pierden 
aproximadamente el 98% de la especies. Además, requieren 
de un tiempo prolongado para su realización y no son muy 
confiables debido a que la morfología de las bacterias es 
demasiado simple y su bioquímica es muy conservada entre 
géneros, para ser empleadas como una base sólida de 
clasificación (9). Por otra parte, la utilización de anticuerpos 
está limitada a muy pocos organismos como es el caso de 
Vibrio cholerae 01 y 132 y la generación de éstos es costosa, 

prolongada y pueden presentarse reacciones cruzadas (10). 
Por lo tanto, es notoria la necesidad de optimizar métodos 
precisos para el estudio de la diversidad bacteriana en 
granjas de acuicultura, así como para determinar el estado 
metabólico de las mismas (6, 7). Recientemente se han 
aplicado diversos métodos moleculares para identificar 
cualquier tipo de microorganismo en cualquier tipo de 
muestra, entre los que se encuentran; la Reacción en Cadena 
de la Polimeraza (PCR), el PCR de Tiempo Real (RT-PCR), 
la Hibridación In-Situ Fluorescente (FISH) y la 
Secuenciación (6, 11, 12, 13, 14). Estos métodos están 
dirigidos a caracterizar e identificar regiones específicas de 
los ácidos nucleicos principalmente del 16S/18S 
rDNA/rRNA. Este tipo de métodos alternativos se 
caracterizan por ser precisos y rápidos, además de permitir el 
análisis de un gran número de muestras ambientales sin 
necesidad de cultivar a los microorganismos presentes. En 
este sentido este trabajo presenta el estado del arte de la 
caracterización molecular e identificación filogenética de los 
grupos bacterianos presentes en granjas de cultivo utilizando 
sondas grupo-específicas para PCR y FISH. 
 
IMPORTANCIA DEL DIAGNOSTICO EN LA 
PREVENCIÓN DE ENFERMEDADES 
El confinamiento de un gran número de organismos 
acuáticos en superficies de agua pequeñas como estanques, 
canales de corriente rápida, jaulas, etc., aumenta la 
probabilidad de que entren en contacto el organismo y los 
patógenos, generándose enfermedades de diversa índole. Los 
impactos ecológicos y económicos de estas enfermedades 
pueden ser costosos al afectar a las poblaciones de 
organismos comercialmente importantes, ocasionando 
mortalidades de magnitud variable que de acuerdo al agente 
causal involucrado llegan a ser hasta del 100% (1, 2, 15). 
Existen otros agentes muy importantes involucrados en la 
promoción de enfermedades, entre los que destacan los 
contaminantes, la mala alimentación y la fluctuación de los 
parámetros físico-químicos del agua (pH, conductividad, 
turbidez, oxígeno disuelto, salinidad, y temperatura), los que 
a su vez generan la proliferación de bacterias y la mortalidad 
relacionada, cuya magnitud está determinada por la duración 
de estas alteraciones (3, 16). 
El estudio y conocimiento de la diversidad y ecología 
bacteriana de los cultivos es de suma importancia para la 
Acuicultura en general, debido a que pueden ayudar a la 
prevención, diagnóstico y control de las enfermedades. El 
conocimiento de los agentes causales que provocan las 
enfermedades en los cultivos permite tomar las medidas 
adecuadas, presentándose así la posibilidad de disminuir o 



evitar pérdidas por mortalidad (1, 15, 17). Sin embargo, la 
literatura existente donde se aborda esta problemática de una 
manera integral y confiable es escasa (6, 18, 19), debido 
principalmente a que el cultivo del supuesto patógeno es el 
paso más complicado. Ya que como se mencionó 
anteriormente, el 98% de las especies bacterianas no crecen 
en el laboratorio debido a los requerimientos variados y 
específicos de nutrientes y elementos que necesitan para su 
desarrollo. Lo que ocasiona el aislamiento e identificación de 
bacterias que en la mayoría de los casos no son las 
responsables de la enfermedad.  
Con el advenimiento de las metodologías moleculares y la 
aplicación del PCR para el diagnostico de bacterias 
patógenas, el tiempo y la exactitud para identificar bacterias 
se han visto favorecidos grandemente. Sin embargo, si 
consideramos que la identificación por PCR se sigue 
realizando en la mayoría de los casos utilizando cepas 
aisladas en medios de cultivo, el enfoque sigue estando 
equivocado. Es indudable que se va ha identificar 
adecuadamente a la bacteria seleccionada en el medio, sin 
embargo, es poco probable de que se trate del agente causal.   
Recientemente, la amplificación de DNA de bacterias 
provenientes de cualquier tipo de muestra sin necesidad de 
cultivarlas, han abierto nuevos horizontes en el diagnostico 
rápido y preciso de estos microorganismos (6, 11, 12, 20). 
En este sentido, es importante mencionar que el uso del PCR 
convencional es útil pero no conclusivo en la mayoría de los 
casos, por lo que se requieren metodologías mas precisas 
(RT-PCR y FISH), que permitan cuantificar y determinar el 
estado metabólico de las bacterias patógenas en los 
organismos cultivados. En este sentido, la aplicación de 
ambas metodologías (12, 20, 21, 22), ha venido a darle un 
carácter conclusivo a la identificación de los agentes 
causales de enfermedades sin necesidad de cultivarlos. Estas 
metodologías utilizan principalmente oligonucleotidos 
dirigidos a los ácidos nucleicos 16S rDNA/rRNA (23).  
 
RELACION AMBIENTE-PATOGENO-ORGANISMO 
Con el objeto de establecer las causas que originan 
enfermedades en los cultivos de organismos acuáticos, se 
deben considerar los factores que intervienen en el cultivo de 
los mismos, los cuales son: el medio ambiente, el agente 
patógeno y el organismo (3, 6, 7). Así, tenemos que los 
factores del hospedero son: inmunidad, edad (los ejemplares 
jóvenes son más susceptibles a las enfermedades), el estado 
de nutrición en que se encuentren y el estado de salud. Por 
último, el manejo a que son sometidos los ejemplares en las 
maniobras de cultivo, tales como el pesado, separación por 
tallas, determinación de la madurez sexual, transporte y la 
transferencia entre estanques, etc., además de producir 
lesiones también producen estrés o tensión que debilita a los 
ejemplares. 
Los factores correspondientes al patógeno son: virulencia 
(grado de patogenicidad o fuerza relativa del patógeno) y la 
dosis infectiva (número de patógenos presentes). Los 
factores del medio ambiente son: calidad del agua, densidad 
de carga por unidad de área, presencia o ausencia de 
contaminantes y el manejo de las instalaciones (3). La figura 

1 muestra un ejemplo que expone la participación de las 
causas en el total de las perdidas de un cultivo de trucha. Las 
enfermedades y las variaciones del medio ambiente son 
responsables de hasta el 50% de las pérdidas totales, 
mientras que el resto se distribuye entre transporte, 
predadores, errores humanos, corte de agua y diseño 
defectuoso (2, 24, 25).  
 

  
 
Figura 1. Representación esquemática de los porcentajes de 
pérdida en acuicultura (Coll, 1983). 
 
De lo anterior, se puede concluir que cuando el balance entre 
uno o varios de los factores mencionados es alterado por 
alguna razón, la probabilidad de que aparezca una 
enfermedad es alta. Dicho de otra manera, cuando el 
hospedero y el patógeno están presentes al mismo tiempo 
(fenómeno denominado exposición) y en ese momento se 
presenta alguna alteración del medio (ej. aumento de la 
temperatura del agua) la cual favorezca al patógeno, 
entonces se produce una enfermedad (fig 2) (3). 
 

 
 
Figura 2. Ilustra el balance involucrado en el estado de salud 
o enfermedad de un organismo cultivado (Coll, 1983). 
 



POBLACIONES, GRUPOS Y COMUNIDADES 
BACTERIANAS 
La mayoría de los estudios que se han realizado con 
bacterias han sido enfocados a investigar a estas células 
como organismos independientes, sin tomar en cuenta el 
comportamiento de estas como partes integrales de los 
grupos o comunidades que forman en los microambientes 
que habitan (26, 27). 
Las bacterias viven en la naturaleza en asociación con 
especies de su mismo genero con las que comparten 
características genéticas, bioquímicas y fisiológicas, a estas 
asociaciones se les conoce como poblaciones. Las 
poblaciones metabólicamente relacionadas comprendidas por 
especies de diferentes géneros forman los grupos 
bacterianos, los cuales a su vez se asocian con otros grupos 
metabolicamente compatibles para formar las comunidades 
(9). Las poblaciones, grupos y/o comunidades microbianas 
interactúan de varias maneras provocando un efecto benéfico 
o perjudicial en los ecosistemas u hospederos que habitan. Es 
importante resaltar que la gran mayoría (95–98 %) de las 
especies bacterianas que habitan en todos los ecosistemas 
conocidos producen un efecto benéfico en los mismos. 
Provocando en la mayoría de los casos un efecto cooperativo 
en la degradación y por ende en la mejor asimilación de los 
nutrientes, así como en la reutilización de los productos de 
desecho del metabolismo de otras especies bacterianas. 
Además de producir metabolitos secundarios que restringen 
o inhiben el crecimiento de otras especies (9). Vale la pena 
recordar que las bacterias son células microscópicas que 
viven en microambientes, por lo que en un ecosistema de 
muy pocas dimensiones o en un tejido de un hospedero, 
pueden existir una o varias comunidades bacterianas 
metabólicamente activas bajo condiciones físicas, químicas y 
metabólicas diferentes. Los microambientes difieren 
marcadamente en sus características, por lo que el que es 
favorable para el crecimiento de un microorganismo puede 
ser perjudicial para el crecimiento de otro. Así, las 
comunidades bacterianas en los microambientes están 
condicionadas en gran medida por las características físicas y 
químicas del medio ambiente que las rodea. Por lo tanto, se 
puede concluir que el estado de salud o enfermedad de un 
ecosistema (hospedero) depende colectivamente del 
hospedero, las bacterias y el medio ambiente que prevalece 
en esos momentos. En este sentido, las características de un 
ecosistema son controladas de manera significativa por las 
actividades de los microorganismos que allí habitan.  
 
MICROORGANISMOS COMO AGENTES 
PATÓGENOS 
Una de las metas más importantes de los microbiólogos es 
entender como los microorganismos realizan sus funciones 
moleculares, bioquímicas y fisiológicas, para con este 
conocimiento generar sistemas que ayuden a incrementar el 
beneficio que los microorganismos pueden aportar y por otro 
lado disminuir los efectos nocivos que pudieran ocasionar. 
Durante el último siglo, los microbiólogos han sido muy 
exitosos en alcanzar estas metas, lo cual a generado que los 
microorganis mos jueguen un papel muy importante en el 

gran avance que ha tenido la humanidad en muchos campos 
de la ciencia, principalmente en la salud humana (9). El 
control de las enfermedades infecciosas es el resultado del 
entendimiento de los procesos de la enfermedad, así como de 
las mejoras en las practicas sanitarias, el uso de agentes 
antimicrobianos adecuados y el entendimiento de la 
interrelación del patógeno con el ambiente que lo rodea.  En 
este sentido en la acuicultura, el entendimiento de estos 
parámetros se encuentra en las primeras etapas de su 
desarrollo aun y cuando la practica en el cultivo de 
organismos acuáticos es una actividad muy antigua en todo 
el mundo.   
 
BACTERIAS PATÓGENAS EN ORGANISMOS 
MARINOS CULTIVADOS  
Las enfermedades infecciosas causadas por bacterias son 
muy frecuentes entre las poblaciones de animales cultivados 
(1, 15, 28, 29, 30). Sin embargo, muy pocas de las bacterias 
han sido aisladas y caracterizadas debido a que la mayoría de 
ellas no son cultivables en el laboratorio. Una de las 
consideraciones más importantes de la biotecnología marina 
actual, es precisamente el desarrollo de metodologías 
adecuadas para la detección, prevención y control de este 
tipo de enfermedades infecciosas (fig. 3) (6, 7, 21). Las 
bacterias que pertenecen a las familias Citofagaceae, 
Pseudomonaceae y Vibrionaceae, son principalmente 
bacterias del tipo quitinolítico que causan severas 
enfermedades en el caparazón de los crustáceos, además de 
septicemias, o bien pueden afectar los primeros estadios 
larvarios de camarón y moluscos bivalvos.  

 
Figura 3. Diagrama de flujo que muestra la metodología para 
caracterizar filogenéticamente muestras ambientales por 
análisis comparativo de la secuencia del 16S rDNA (Aman et 
al., 1995). 



IDENTIFICACIÓN CORRECTA DE ESPECIES 
BACTERIANAS 
Un malentendido común y generalizado, es creer que los 
microorganismos provenientes de un ecosistema que han 
sido aislados en cultivos puros, representan las especies 
metabólica y numéricamente dominantes en ese 
medioambiente. De hecho, los microorganismos aislados 
usando métodos de cultivo tradicionales son raramente 
dominantes en las comunidades o ambientes en donde fueron 
aislados. En este sentido, estos microorganismos son 
aislados en virtud de su habilidad para crecer rápido en 
medios de cultivo artificiales altos en nutrientes, bajo 
condiciones aeróbias y temperaturas moderadas. Los 
microorganismos que se aíslan fácilmente en medios de 
cultivo han sido la base de la microbiología, pero constituyen 
solo el 1% de todas las especies microbianas existentes. Es 
lógico pensar que si un microorganismo crece fácilmente en 
un medio de cultivo, el estudio genético, bioquímico y 
fisiológico se va ha facilitar, por lo cual no es extraño que 
aproximadamente del 65-70 % del conocimiento que existe 
con respecto a especies bacterianas provenga de géneros 
fácilmente cultivables (31). Por lo tanto, es de vital 
importancia para la acuicultura, cambiar las estrategias de 
identificación de especies o grupos bacterianos presentes en 
los organismos cultivados. También es importante entender 
el papel que juegan los factores ambientales en la diversidad 
y metabolismo de estas especies. Consecuentemente, son 
necesarias nuevas metodologías que sean más sensitivas y 
confiables para la identificación de especies y grupos 
bacterianos sin necesidad de recurrir al cultivo, que permitan 
la identificación directa del 100% de las especies y que 
ayuden a conocer el estado metabólico de las mismas. En la 
actualidad estas metodologías (RT-PCR, FISH), están 
revolucionando las perspectivas de la microbiología (6, 12, 
20, 22, 32). 
 
EL 16S rRNA/rDNA  COMO HERRAMIENTA 
CONFIABLE DE IDENTIFICACIÓN 
La capacidad para establecer relaciones filogenéticas entre 
los microorganismos utilizando el DNA/RNA ribosomal 
(rDNA/rRNA), ha sido ampliamente estudiada en los últimos 
años (11, 13, 14, 23, 31). Basándose en las relaciones 
evolutivas entre los diferentes microorganismos, desde 1969 
Whittaker ha publicado nuevas reclasificaciones a los dos 
reinos hasta entonces aceptados. Estos mismos criterios han 
permitido definir el origen de los procariotas, eucariotas, 
mitocondrias y cloroplastos, una perspectiva que ha sido 
derivada de los datos de secuencia de proteínas y 
principalmente de los ácidos nucleicos (31, 33). El gran éxito 
del 16S rDNA se basa en la existencia de secuencias 
altamente conservadas (universales) entre los diferentes 
organismos, así como en secuencias altamente variables 
(específicas), entre especies y grupos bacterianos (6, 11, 23, 
34).  
La utilidad molecular del rRNA ha sido amp liamente 
aceptada debido a que éstas moléculas se encuentran en 
todos los organismos formando parte de los ribosomas y 
posee una relación estructura-función bien definida  en la 

síntesis de proteínas (35). Finalmente, otra característica de 
esta molécula semantofórica es que no se ha observado 
transferencia horizontal de material genético entre los 
microorganismos (23, 36, 37). 
 
IDENTIFICACIÓN CUALITATIVA Y 
CUANTITATIVA POR MEDIO DE FISH 
Desde la primera publicación relacionada con la tinción de 
células microbianas individuales usando oligonucleótidos 
marcados fluorescentemente y dirigidos al rRNA (21), el uso 
de esta metodología en el estudio y comprensión de la 
diversidad y el estado metabólico de los microorganismos en 
ambientes naturales se ha incrementado rápidamente (5, 6, 
17, 20).  Braun en 1992 desarrolló oligonucleótidos 
fluorescentes para la identificación de células bacterianas 
utilizando específicamente el 16S rRNA. Debido a la 
abundancia de ésta molécula en las células en crecimiento, la 
unión de las sondas fluorescentes a células individuales es 
fácilmente visualizada en un microscopio de 
epifluorescencia.  Por lo tanto, la intensidad de la señal es un 
parámetro de medición directa del estado metabólico de las 
bacterias. Dicho de otra manera, cuando una célula se 
encuentra en crecimiento activo (fase de crecimiento 
exponencial) la cantidad de ribosomas puede alcanzar hasta 
2000 unidades, lo que significa que hay 2000 moléculas del 
16S rRNA con las cuales la sonda marcada puede hibridizar, 
dando como resultado una intensidad muy alta. Por otro 
lado, cuando la célula esta iniciando o terminando su 
crecimiento la cantidad de ribosomas en el citoplasma es casi 
nula, dando como resultado una señal baja o inexistente. El 
uso simultáneo de sondas marcadas con diferentes 
cromóforos, permite la identificación de especies o grupos 
celulares diferentes bajo el mismo campo microscópico, 
dando una idea de la diversidad bacteriana en la muestra. 
Además, los oligonucleótidos no radiactivos poseen varias 
ventajas como son: una vida media larga, rápida detección 
sin necesidad de autorradiografía, reactivos más económicos 
y sin el riesgo que presenta la radiactividad (20, 34). En sus 
trabajos, Braun también evaluó diferentes parámetros para 
determinar el efecto de estos sobre la intensidad del marcaje 
fluorescente. Dentro de estos parámetros analizó el tipo de 
fijador, el tiempo de fijación, los tratamientos con 
metanol/formaldehído y borohidrato. Sus resultados 
indicaron que la técnica de FISH era útil para diferentes tipos 
celulares, incluyendo bacterias gram-positivas y gram-
negativas y concluyó que esta metodología era 
especialmente aplicable a muestras ambientales, las cuales 
comprenden diversos tipos celulares en diferentes estadios y 
requieren ser almacenadas antes de su estudio. 
En 1996, trabajos publicados por Frischer, revelaron la 
importancia de la localización de la secuencia blanco dentro 
de la molécula del rRNA y definieron criterios que deben 
tomarse en cuenta para el diseño de la sonda. Este mismo 
grupo de trabajo diseñó diferentes sondas dirigidas a sitios 
específicos del 16S rRNA, lo que permitió identificar 
diferentes grupos de proteobacterias.     
Esta metodología también ha sido utilizada para monitorear 
grupos bacterianos en organismos marinos (6, 18, 19), 



sedimentos activados (5, 39, 40, 41) y bio-películas (42). 
Igualmente se ha empleado en la enumeración de bacterias 
en el medio ambiente (43, 44), para la caracterización de 
poblaciones eubacterianas en rúmen (45), en la medición de 
las variaciones poblacionales bacterianas en heces humanas 
(46), así como para identificar endosimbiontes en protistas y 
nódulos de raíz (34).  Sin embargo, muy pocos son los 
trabajos publicados que analizan la diversidad bacteriana 
total y diferencian entre los grupos bacterianos activos y no 
activos metabolicamente, usando como modelo de estudio un 
organismo marino. En el año 2000, Hernández trabajo con la 
estandarización de las técnicas de PCR y FISH, para estudiar 
la diversidad y el estado metabólico de las bacterias 
presentes en el ostión japonés Cassostrea gigas (fig. 4). Es 
importante mencionar que este trabajo sienta las bases para 
el estudio de la diversidad bacteriana en organismos marinos 
cultivados y demuestra que éstas metodologías son muy 
efectivas y confiables, permitiendo analizar un gran numero 
de muestras en un tiempo corto.  
   

       
 
         a)      b)  c) 

Figura 4. Diversidad bacteriana presente en Crassostrea 
gigas analizada por medio de FISH. A) Bacterias 
identificadas con la sonda para el grupo alfa, conteniendo el 
fluorocromo Cy5. B) Bacterias identificadas con la sonda 
para el grupo bajas en G+C, conteniendo el fluorocromo 
5(6)-Rox y DAPI como control positivo. C) Eubacterias 
identificadas con la sonda universal conteniendo el 
fluorocromo Marina Blue (Hernández, 2000).   
 
DISEÑO DE SONDAS 
Las sondas género y grupo específicas que se han utilizado 
en los protocolos mencionados, en general han sido 
diseñadas de las mismas regiones del 16S rDNA (6, 7, 12, 
20). Las sondas varían en longitud desde 15 a 20 bases y son 
específicas para los siguientes grupos: Clase Proteobacterias, 
Bacterias Gram positivas altas y bajas en G+C, 
Pseudomonas que fluorescen y Flavobacterias. La tabla 1 
menciona las sondas que se utilizaron en el trabajo publicado 
por Hernández en el 2000, algunas de ellas presentan ligeras 
modificaciones a las publicadas y otras fueron diseñadas de 
novo con el fin de detectar el mayor numero de grupos 
bacterianos presentes en los organismos cultivados. Es 
importante mencionar que las sondas utilizadas para PCR 
son las mismas que se utilizan para FISH y RT-PCR, solo 
con la adición del cromóforo seleccionado.  
 

 
 
Tabla 1. Sondas género y grupo específicas utilizadas en el 
análisis de la diversidad bacteriana presente en C. gigas 
(Hernández, 2000; Olmos, 2003). 
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