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RESUMEN / ABSTRACT

La acuicultura es una industria emergente que, habiendo experimentado un gran crecimiento en
los ultimos afios, presenta retos para su desarrollo como la introduccion de nuevas especies de
cultivo y el control de una de las principales causas de pérdidas economicas, las enfermedades
de origen bacteriano. Este trabajo se centra en el estudio de los episodios de mortalidad
ocurridos en distintas fases del cultivo de tres especies de peces planos de alto valor comercial y
potenciales candidatos para la diversificacion de la acuicultura marina en Espafa, la acedia
(Dicologoglossa cuneata), el lenguado senegalés (Solea senegalensis) y el rombo
(Scophthalmus rhombus). Los objetivos perseguidos fueron la identificacion de las especies
bacterianas implicadas en las mortalidades, la evaluacion de su grado de virulencia y el
desarrollo de métodos basados en la PCR que permitan su rapida identificacion. Los cultivos de
acedia y lenguado senegalés presentaron un alto nimero de episodios de mortalidad,
constituyendo las patologias un serio factor limitante para el cultivo. Por el contrario, en rombo
los episodios con mortalidades significativas fueron escasos. Los aislados obtenidos a partir de
estos brotes abarcan ocho géneros distintos, siendo Vibrio el dominante tanto en nimero como
en diversidad. En total se detectaron cinco especies patdogenas, cuatro de las cuales fueron
identificadas como Photobacterium damselae subsp. piscicida, Tenacibaculum maritimum,
Tenacibaculum soleae y Vibrio harveyi, mientras que la quinta constituye una nueva especie de
Pseudomonas, para la que se propone el nombre de Pseudomonas baetica sp. nov. La deteccion
de estas especies patdogenas permite explicar la mayor parte de los brotes estudiados, excepto los
ocurridos en larvas. El grado de virulencia observado fue mayor en las tres primeras especies
mencionadas, mientras que las mas prevalentes fueron 7. soleae y V. harveyi, apareciendo en un
mayor numero de brotes y de especies hospedadoras. Por ultimo, se ha desarrollado un método
de diagnostico de T. soleae mediante PCR con cebadores especificos, y un método que permite
la identificacion simultanea de P. damselae, P. baetica, T. maritimum, T. soleae y V. harveyi a

partir de cultivos puros, mediante hibridacion RLB con sondas de ADN especificas.

Aquaculture is an emerging industry which has undergone strong growth during recent years.
However, issues such as the introduction of new culture species for diversification, and
the control of bacterial fish diseases, which constitute one of the main causes of economic
losses, still pose major challenges. This work focuses on mortality outbreaks during the
different life stagesin the culture of three economically valuable flatfish species, meant to

diversify marine aquaculture in Spain: wedge sole (Dicologoglossa cuneata), Senegalese sole



(Solea senegalensis) and brill (Scophthalmus rhombus). The main objectives of the present
study were to determine which bacterial species were involved in the mortalities, to evaluate the
virulence, and to develop quick molecular identification methods based on the PCR. Wedge sole
and Senegalese sole cultures registered numerous mortality outbreaks, being the
pathology the main limiting factor for its culture. Contrary, the brill cultures registered scarce
outbreaks. The isolates obtained from these outbreaks belong to eight different genera, being
Vibrio the dominant both in number and diversity. Only five of the detected species were
proved to be pathogens. Four of them were identified as Photobacterium damselae subsp.
piscicida, Tenacibaculum maritimum, Tenacibaculum soleae and Vibrio harveyi, while the
fifth, is a novel Pseudomonas species, for which the name Pseudomonas baetica sp. nov. is
proposed. The presence of these pathogens allowed to explain the majority of the mortality
outbreaks, except those that affected larvae. Virulence degree was higher in the first three
pathogens, while 7. soleae and V. harveyi were the most prevalent, appearing in a higher
number of outbreaks and host species. Finally, we have developed a specific PCR protocol for
T. soleae diagnosis and a reverse line blot hybridization (RLB) assay that allows simultaneous
identification of pure cultures of P. damselae, P. baetica, T. maritimum, T. soleae and V.

harveyi.
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1.1. LA ACUICULTURA EN ESPANA Y EN EL MUNDO

= Historia y situacién actual de la acuicultura

La acuicultura es el conjunto de actividades, técnicas y conocimientos de cultivo que
tienen por objeto la produccion de organismos acuaticos, animales o vegetales, de aguas dulces,
salobres o saladas. Las referencias mas antiguas a la acuicultura se remontan a la antigua China,
donde ya en el -3.500 se realizaba “piscicultura de engorde” en estanques y donde, en el afio
-475, Fan-Li publicé el primer “tratado de piscicultura”, para el cultivo de carpa (Orvay 1993,
Vallejo & Gonzalez-Posada 2007). En distintas civilizaciones del mundo antiguo (Egipto,
Grecia, Roma y en varias zonas de Asia) se encuentran también nimerosas referencias.
Aristoteles habla ya del cultivo de ostras en Grecia, y Plinio atribuye al general romano
Lucinius Murena el invento de las piscinas en la que se cultivan peces, a las que se refiere
Séneca como “nuestros estanques de peces, esos recintos disefiados para proteger la glotoneria
de las gentes del riesgo de enfrentarse a las tormentas” (Vallejo & Gonzalez-Posada 2007).
Durante la Edad Media en Europa, las instalaciones acuicolas, alimentadas por cauces fluviales,
aparecen generalmente asociadas a conventos y abadias del interior, quizas debido a la
necesidad de pescado fresco de los clérigos durante la Cuaresma.

A partir de mediados del siglo XVIII se publican en Europa distintos trabajos sobre
fecundacion artificial de huevos de salmonidos (el del austriaco Jacobi es el primero, en 1758),
y hacia finales del siglo XIX se puede ya hablar de una piscicultura completa, al conseguirse la
reproduccion en cautividad de la trucha. Sera sin embargo en Japon, a partir de los trabajos de
Hudinaga en 1934, donde se sienten las bases técnicas de la producciéon a gran escala de la
acuicultura moderna y donde se demuestre la posibilidad de cria de especies marinas. Con todo,
no sera hasta después de la Segunda Guerra Mundial cuando se pueda hablar con propiedad de
la existencia de una acuicultura marina de produccién, con mejoras en las técnicas de
reproduccion controlada y el engorde de larvas y alevines con piensos compuestos y

equilibrados (Orvay 1993; Vallejo & Gonzalez-Posada 2007).

Desde estos comienzos hasta nuestros dias la acuicultura ha experimentado una
expansion espectacular, pasando la produccion mundial de 0,6 millones de toneladas en 1950 a
mas de 65 millones en 2007, mientras que el suministro per capita ha aumentado de los 0,7 kg
en 1970 a los 7,8 kg en 2006 (FAO 2008, APROMAR 2009). Es el sector de produccion de
alimentos de origen animal que mas rapidamente crece, a un ritmo mayor que la poblacion, por
lo que la FAO considera que tiene un importante papel que jugar en la erradicacion del hambre
y de la pobreza. Por otro lado, mientras que la produccion de pesca de captura dejo de crecer a

mediados de la década de 1980 debido a la sobreexplotacion de las poblaciones, y es posible
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que haya alcanzado su potencial maximo, el sector acuicola ha mantenido un ritmo de
crecimiento medio anual desde 1970 de cerca del 9% en todo el mundo. En 2006, la acuicultura
proporciond el 47% del suministro mundial de pescado para alimentacion (en 1970 representaba
solo el 6%), y se espera que acabe superando a la pesca de captura. En lo que respecta a la
composicion en volumen, la produccion acuicola mundial en 2006 estaba constituida
principalmente por peces de agua dulce (54%), moluscos (27%) y crustaceos (9%),
representando los peces marinos unicamente el 3% del volumen total. No obstante, estos
ultimos representaban el 8% en valor, frente al 37% de los peces de agua dulce. En cuanto a la
produccion por areas geograficas, la acuicultura mundial esté liderada por la region de Asia y el
Pacifico, que aporta el 89% de la produccion total, siendo China, por mucho, el principal
productor (el 67% de la produccion mundial), seguido de lejos por India, Vietnam, Indonesia,

Tailandia, Bangladesh, Noruega, Chile, Japon y Filipinas (FAO 2008).

= La acuicultura en Espaifia

Como en otros paises, la acuicultura en Espafia inicia su desarrollo en la segunda mitad
del siglo XIX, apareciendo la primera piscifactoria, dedicada a la produccion de trucha comun,
en Aragon en 1866. A niveles comerciales no se llegard, sin embargo, hasta bien entrado el siglo
XX. El cultivo del mejilldn en batea se inicia en Galicia en los afos 40, y la acuicultura
continental, principalmente el cultivo de trucha, en los afos 60. La acuicultura en los esteros de
Cadiz, iniciada al entrar la industria salinera local en crisis, experimentara un gran desarrollo, al
igual que los otros dos sectores, en los afios 70. La acuicultura marina se consolidara
definitivamente en los afos 80 y 90, con una mayor industrializacion e incorporando nuevas
especies, como el rodaballo en el norte y la dorada y lubina en el sur, levante y Canarias

(Vallejo & Gonzalez-Posada 2007).

En la actualidad Espafia es el segundo productor de acuicultura de Europa, solo por
detras de Noruega, habiendo pasado de una produccion de 2.100 toneladas en 1950 a una de
mas de 281.200 toneladas en 2007, con un valor de 384.100 USD y representando el 25% de la
produccion pesquera. A nivel mundial, Espafia ocupaba en 2007 la posicion 17° en cuanto a
volumen, y el puesto 28° por valor, situandose por debajo de paises con volumenes de
produccion mucho menores (Reino Unido produjo unas 174.000 t con un valor de 927.000 USD,
obteniendo paises como Ecuador o Canada resultados parecidos). Esto probablemente se debe a
que aunque parte de la produccion la constituyen peces de aleta de gran valor, una parte muy
importante estd constituida por moluscos de precio relativamente bajo. En 2007, de la

produccion total el 77,4% correspondid a moluscos (principalmente mejillon), el 11,9% a peces
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marinos (principalmente dorada, lubina y rodaballo) y el 8,49% a peces continentales
(principalmente trucha arcoiris).

La produccion de peces marinos, aunque aun baja, esta experimentado un gran
crecimiento en los ultimos afios. Las principales especies cultivadas son el rodaballo, lenguado,
abadejo y besugo en el norte y dorada, lubina, lenguado y corvina en la zona mediterranea y
suratlantica. En la zona de levante también se da el engorde, sin resolver la reproduccion, de
anguila y atin rojo (Vallejo & Gonzalez-Posada 2007, FAO 2008, APROMAR 2009). Por
comunidades auténomas, en 2009 Galicia fue la principal productora de rodaballo (a nivel
mundial), lenguado, besugo y abadejo; la produccion de dorada y anguila estuvo liderada por la
Comunidad Valenciana, la de lubina por Canarias y la de corvina y atin rojo por Murcia

(APROMAR 2009).

1.2. EL CULTIVO DE PECES PLANOS

Los peces planos o pleuronectiformes son un orden de peces teledsteos, caracterizado
por presentar un cuerpo muy comprimido lateralmente (aplanado) y asimétrico en los adultos.
Las larvas nacen con simetria bilateral, pero durante la fase larvaria se produce la migracion de
un ojo a la otra cara del craneo (metamorfosis), quedando en los adultos los ojos en el costado
superior (segun la familia puede ser el izquierdo o el derecho). En la mayor parte de las especies
los adultos presentan aletas dorsales y anales amplias, alcanzando la primera el neurocraneo, y
no suelen presentar vejiga natatoria. El orden incluye 15 familias, con unas 716 especies, la
mayor parte de ellas marinas.

El interés en el desarrollo de técnicas de cultivo de peces planos en Europa data de
finales del siglo XIX, cuando las técnicas utilizadas para la fertilizacion artificial de huevos de
salménidos se aplicaron con éxito a los peces marinos. En aquel momento el objetivo
perseguido era obtener huevos y larvas con los que recuperar los caladeros, sin embargo los
intentos de sacar adelante larvas después de que agotasen el vitelo fueron en su mayoria
infructuosos. Una excepcion fue el caso de Fabre-Domerque y Biétrix (1905), que lograron criar
larvas de lenguado comun (Solea solea) con alimentacion exogena, sin embargo, muy pocas de
ellas llegaron a la metamorfosis. El principal obstaculo seguia siendo la no existencia de un
alimento apropiado para esta fase, cuando Rollefsen (1939) descubrié que las larvas de solla
(Pleuronectes platessa) podian alimentarse con larvas de Artemia salina. Sin embargo, no sera
hasta después de la Segunda Guerra Mundial cuando Shelbourne (1964), basandose en estos
trabajos, desarrolle técnicas de cultivo para la solla y el lenguado comiin, quedando demostrada

por primera vez la viabilidad del cultivo de especies marinas, incluyendo la fase larvaria.
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A partir de los trabajos de Shelbourne se han dado importantes avances que han
permitido el cultivo a nivel comercial de varias especies de peces planos. No obstante, hay
distintas etapas en el cultivo que pueden presentar altas tasas de mortalidad, constituyendo
auténticos “cuellos de botella” en la produccion de ciertas especies.

Tras la eclosion del huevo, las larvas de peces planos poseen simetria bilateral, son de
vida pelagica, y se alimentan Unicamente del vitelo, ya que poseen un tracto digestivo
indiferenciado y la boca atn esta cerrada. El comienzo de la alimentacion exogena, 1-5 dias
después de la eclosion (DDE), tras la apertura de la boca y el agotamiento de las reservas
vitelinas, es una fase problematica en el cultivo de algunas especies de peces planos, pudiendo
provocar altas mortalidades (Mangor-Jensen et al. 1998, Yufera & Darias 2007). La
alimentacion de las larvas consiste basicamente en dos presas vivas, inicialmente rotiferos y
posteriormente artemias, ambas nutricionalmente pobres.

El proceso de metamorfosis, durante el cual la larva sufre cambios fisiologicos y
morfologicos como la migracidon del ojo o la transformacion de la aleta caudal de heterocerca a
homocerca, marca el final de la etapa larvaria, resultando en un alevin de vida bentoénica y sin
simetria bilateral, con todos los caracteres morfologicos propios del pez adulto. La edad de
inicio y la duracion de la metamorfosis varia segun la especie. Como ejemplo, en la acedia
(Dicologlossa cuneata) se inicia entre los 21-30 DDE, tardando en completarse entre 4 y 5 dias
(Herrera 2008). La metamorfosis suele estar asociada a periodos de baja eficiencia en la
alimentacion y a la aparicion de altas tasas de mortalidad (Geffen et al. 2007, Herrera 2008).

Otra fase importante es la de destete, que supone la transicion desde una alimentacion
con presas vivas a otra inerte (piensos), menos atractiva para la larva. La fase de destete
generalmente conlleva altas tasas de mortalidad, pudiendo suponer un grave inconveniente. Una
estrategia para evitar esto consiste en la co-alimentacion, donde se suministra presa viva y
alimento inerte antes de suministrar definitivamente solo este ultimo. En la acedia este periodo
dura unos 10 dias, iniciandose entre el 30-40 DDE (Canavate & Fernandez-Diaz, 1999, Herrera
2008). Otro problema importante, que afecta a todas las fases del cultivo incluida la de engorde,
es la aparicion de patologias, que pueden llegar a constituir un serio factor limitante en el
cultivo de ciertas especies como el lenguado (Padros et al 2003, Toranzo et al. 2003, Cafiavate

2005).

A pesar de las dificultades sefialadas, el cultivo de peces planos a nivel mundial ha
aumentado en los ultimos afos, pasando de una produccion de 33.445 t en 1998 a las 126.500 t
en 2007, constituyendo ademas uno de los grupos de especies con mayor valor comercial. En
2007, su valor (5.555 USD/t) supero el de todos los demas grupos de especies de acuicultura a
excepcion de tres (peces demersales, tunidos y langostas) (FAO 2007). Fuera de Europa, las

principales especies cultivadas son la platija japonesa o hirame (Paralichthys olivaceus), en
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Japon y Corea, y la platija de verano (Paralichthys dentatus) y el halibut atlantico o fletan
(Hippoglossus hippoglossus), una especie cuyos caladeros han sido sobreexplotados hasta el
punto de ponerla en riesgo de extincion, en América del Norte. En Europa el cultivo esta
dominado por el rodaballo (Scophthalmus maximus) y el halibut atlantico, no obstante también
se producen pequeiias cantidades de otras especies como la platija (Platichthys flesus), la solla
(Pleuronectes platessa) o el lenguado (Solea senegalensis, Solea solea).

En este contexto de una acuicultura marina dominada por unas pocas especies (en
Espafia como se ha visto solo se cultivan integralmente a gran escala dorada, lubina y rodaballo),
es preciso el desarrollo de sistemas de cultivo integrales de especies autdctonas de interés
comercial que permitan la extension y diversificacion del sector. Con este fin, en el IFAPA
Centro Agua del Pino (Huelva), dependiente de la Consejeria de Agricultura y Pesca de la Junta
de Andalucia, se instalé en 2002 una planta piloto para el acondicionamiento y cultivo de las
tres especies de pleuronectiformes en las que se basa este trabajo: la acedia (Dicologlossa
cuneata), el rombo (Scophthalmus rhombus) y el lenguado senegalés (Solea senegalensis), todas
ellas especies comerciales de alto valor tipicas en el litoral andaluz (Herrera et al. 2003).

La acedia (Figura 1A) es un pleuronectiforme perteneciente a la familia Soleidae, de
unos 30 cm de longitud, con una distribucion que va desde el Golfo de Vizcaya hasta las costas
de Sudafrica, estando presente también en algunas zonas del Mar Mediterraneo (Miller &
Loates 1999, Herrera 2008). En Europa los mayores caladeros estan en la Bahia de Vizcaya, el
estuario del Tajo y el Golfo de Cadiz. Su valor comercial es alto, pero las capturas sufrieron un
importante descenso a finales del siglo XX (en Andalucia se redujeron un 92% entre 1997 y
2000, manteniéndose desde entonces en torno al 8-10% de las correspondientes a 1985),
probablemente debido a la ruptura de un acuerdo de pesca que permitia facnar a los barcos
espafioles en aguas nacionales de Marruecos (Herrera 2008). En lo que respecta a su idoneidad
para su introduccion en la acuicultura marina a nivel comercial, los resultados obtenidos en el
cultivo experimental en el IFAPA Centro Agua del Pino han sido en general buenos, aunque
también se han dado aspectos negativos. La acedia parece adaptarse bien a cautividad, muestra
una alta fecundidad y los resultados de otros parametros de produccion como supervivencia y
tasa de crecimiento no difieren en gran medida de los observados en otros peces planos
cultivados. Durante el cultivo larvario, las mayores mortalidades se dan entre los 0-5 y 20-25
DDE, coincidiendo con el comienzo de la alimentacién exdgena y con la realizacion de la
metamorfosis, respectivamente. Por el contrario, la fase de destete no parece ser un “cuello de
botella” para su cultivo. Larvas y alevines presentan canibalismo y necrofagia, quizas debido a
la gran diferencia de tamaiio que se da entre peces de la misma edad. El principal problema, sin
embargo, lo constituye la alta incidencia de patologias, que provocan altas mortalidades y la

pérdida de lotes enteros de peces (Herrera 2008, Herrera et al. 2008).
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El rombo (Figura 1B), también llamado coruxo, parracho o remol, pertenece a la familia
Scophthalmidae. Muy parecido al rodaballo, se diferencia de este por no presentar tubérculos
0seos y por su menor tamafio (hasta 75 cm). Su distribucion geografica incluye toda la costa
europea desde el Mar del Norte hasta el Mediterraneo (Miller & Loates 1999). Los estudios para
su cultivo a gran escala comenzaron en los afios 70, sin embargo los malos resultados obtenidos
en comparacion con el rodaballo hicieron que los esfuerzos se centrasen en esta tltima especie
(Jones 1972). No obstante, es una especie atractiva para la diversificacion de la acuicultura
marina en la zona suratlantica europea pues estd bien adaptada a climas calidos, crece
rapidamente, y posee un alto precio de mercado, siendo ademads sus capturas escasas (Hachero
2008). Por lo que respecta a su cultivo en cautividad, se han obtenido resultados satisfactorios
en lo que a reproduccion y engorde se refiere. Sin embargo, el cultivo larvario supone en estos
momentos un importante cuello de botella, al producirse altas mortalidades a partir del
momento en que las larvas agotan las reservas vitelinas (Hachero et al. 2005, Hachero 2008).

Por 1ultimo, el lenguado senegalés (Figura 1C) pertenece, al igual que la acedia, a la
familia Soleidae, pero alcanza una talla mayor (60 cm). Su distribucidon va desde el Golfo de
Vizcaya hasta las costas de Senegal, estando también presente en algunas zonas del Mar
Mediterraneo. Los trabajos para conseguir su produccion a nivel comercial empezaron en
Espaiia y Portugal en los afios 80 (Rodriguez 1984, Dinis et al 1999), siendo hoy dia posible
desarrollar su ciclo biologico completo. Sin embargo, no es posible afirmar que en estos
momentos el lenguado senegalés sea una especie consolidada a nivel de produccion industrial,
fundamentalmente debido a la alta incidencia de patologias, en muchos casos oportunistas, que
les afecta, sobre todo en las fases de preengorde y engorde (Imsland et al. 2003, Padroés et al.
2003, Toranzo et al. 2003, Caiavate 2005). Con todo, en los ultimos afios su produccion ha
aumentado significativamente, pasando de 75 a 316 toneladas entre 2004 y 2008. En 2009 se
produjeron un total de 421 toneladas, la mayor parte en Galicia (400 t), con producciones

menores en Canarias (20 t) y en Andalucia (1 t) (APROMAR 2009).

1.3. ENFERMEDADES INFECCIOSAS Y PARASITARIAS QUE AFECTAN AL
CULTIVO DE PECES PLANOS

Las enfermedades constituyen la principal fuente de pérdidas econdmicas en la
acuicultura, superando de lejos las causadas por otros problemas como la mortalidad por
cambios bruscos de la concentracion de oxigeno, contaminacion quimica, predacion, robos, etc.

Por enfermedad se entiende una alteracion del estado de salud de un organismo,
producida por unas causas concretas (etiologia), que se traduce en la aparicion de sintomas

caracteristicos (anomalias en el comportamiento, fisiologia o en la integridad corporal por
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Figura 1. Especies de peces planos cultivadas experimentalmente en el IFAPA Centro Agua del Pino y utilizadas en
este trabajo. A: acedia (Dicologlossa cuneata Moreau, 1881); B: rombo o parracho (Scophthalmus rhombus Linnaeus,
1758); C: lenguado senegalés (Solea senegalensis Kaup, 1858).
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ejemplo), y que supone un descenso del rendimiento o incluso la muerte del individuo.

Los agentes etiologicos de una enfermedad pueden ser medioambientales
(enfermedades fisico-quimicas y alimentarias), genéticos (enfermedades genéticas y neoplésicas)
y bioldgicos (enfermedades infecciosas y parasitarias), aunque, como en todos los grupos
animales, en peces la aparicion de una enfermedad puede deberse a mas de un agente etiologico,
con interacciones que pueden resultar muy complejas (Plumb 2002). De los distintos tipos de
enfermedades, son las de tipo infeccioso o parasitario, causadas por bacterias, virus, hongos,
protozoos, etc., las mas importantes, siendo dentro de estas las de origen bacteriano las mas
problematicas y las que mayores pérdidas provocan, tanto por la mortalidad de los animales
como por los costes de los tratamientos (Meyer 1991, Wei 2002, Bondad-Reantaso ez al. 2005).

La aparicion de la enfermedad se refleja en dos aspectos: la tasa de mortalidad y/o la
aparicion de diversos sintomas en los peces afectados. El aumento de la mortalidad es en
ocasiones la principal manifestacién de la enfermedad; puede seguir un curso agudo, con altas
mortalidades, o un curso crénico, en el que se da un nimero bajo de muertes pero de una forma
persistente y continuada. Por otra parte, en una poblacion donde se presenta una enfermedad
solo una parte de los animales infectados presentaran sintomas (modelo de “iceberg”), pudiendo
por tanto producirse muertes asintomaticas (Ortega y Muzquiz 2002). Los sintomas de una
enfermedad pueden variar, dependiendo por ejemplo de la edad del pez afectado, y
frecuentemente son inespecificos, presentando enfermedades causadas por distintos patdogenos
una sintomatologia similar. Por ejemplo, sintomas como la falta de apetito y la pérdida de peso,
alteraciones nerviosas (pérdida de equilibrio, giros en espiral), alteraciones respiratorias, apatia,
melanosis (oscurecimiento general), exoftalmia, palidez branquial (anemia), tlceras cutaneas
(en septicemias bacterianas), hemorragias externas y/o en oOrganos internos, inflamacion,
necrosis o palidez (anemia) de 6rganos internos, enteritis catarral (intestino taponado por la
presencia de mucus), ascitis (acumulacion de liquido, por el desequilibrio osmético resultante
de la necrosis del rifion) y congestion (acumulacion de sangre), son frecuentes en enfermedades

septicémicas causadas tanto por bacterias como por virus.

El desarrollo de las enfermedades infecciosas depende de tres componentes: el
hospedador, el agente patégeno y el medio ambiente, produciéndose generalmente la
enfermedad cuando individuos susceptibles son expuestos a un agente patdégeno bajo unas
ciertas condiciones medioambientales (Sniezko 1974).

Entre los factores ambientales se incluyen las caracteristicas fisico-quimicas del agua,
como temperatura, pH, salinidad, concentracion de oxigeno disuelto, concentracion de
productos nitrogenados de desecho como el amonio, presencia de particulas en suspension o la
presencia de toxinas o contaminantes (cloro, metales pesados). La temperatura es uno de los

factores mas importantes, dado que al ser poiquilotermos, la totalidad del metabolismo de los
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peces es termodependiente, incluyendo los mecanismos de defensa (tanto los especificos como
los inespecificos). La temperatura influye también en la concentracion de oxigeno del agua
(menor a mayor temperatura), en la concentracion de amonio (mayor a mayor temperatura), y
también en el crecimiento y virulencia de los agentes patdgenos. La presencia de contaminacion
organica o de particulas en suspension también ha de tenerse en cuenta, pues pueden producir
un aumento del nimero de patéogenos oportunistas, irritacion de las branquias, y facilitan la
dispersion de los patdgenos. Otros factores ambientales importantes son el hacinamiento (causa
estrés y facilita la propagacion de las enfermedades), la manipulacion y transporte de los peces
(pueden producirse heridas o la pérdida del recubrimiento de mucus), y el tipo y cantidad de
alimentacion recibida.

Los factores propios del hospedador son asimismo de importancia. No todas las
especies de peces presentan el mismo grado de susceptibilidad frente a un mismo patdgeno,
pudiendo incluso ser este inocuo para unas y virulento para otras. El sexo, la edad, el tamafio, la
presencia de neoplasias o cambios en los ciclos hormonales pueden también contribuir a
aumentar la susceptibilidad del hospedador. Por otra parte, muchos de los factores ambientales
descritos (altas densidades de poblacion, baja concentracion de oxigeno, lesiones por
manipulacion que comprometen el equilibrio osmético del pez, etc.) pueden llevar a los peces a
una situacion de estrés, entendido este como el conjunto de reacciones con el que se hace frente
a situaciones que pueden provocar la pérdida de la homeostasis y son por tanto potencialmente
peligrosas. Esta situacion supone un gasto de energia adicional para el mantenimiento de
funciones basicas e incrementa, especialmente si se prolonga en el tiempo, la posibilidad de
enfermedad al verse otras funciones, como la defensiva, disminuidas (Sniezko 1974, Barton
1997, McEwen 1998, Salas-Leiton ef al. 2007).

Por ultimo, el agente patogeno juega un papel determinante en el desarrollo de la
enfermedad, pero su entrada y multiplicacion en el hospedador (infeccion) no implica
necesariamente la aparicion de enfermedad, ya que su niimero y capacidad de virulencia pueden
verse afectadas por las condiciones tanto del hospedador como del medio, favoreciendo o no su
capacidad para producir enfermedad (Plumb 1999, Ortega & Muzquiz 2002). En funcion de esta
capacidad, los agentes patogenos pueden clasificarse en primarios y secundarios. Los patogenos
primarios pueden producir enfermedad por si solos, mientras que los patdogenos secundarios o
oportunistas pueden sobrevivir en el hospedador sin producirle dafios, causando enfermedad
solo si antes actia otro patdgeno o se dan condiciones adversas que debiliten al hospedador.
Factores importantes para el desarrollo de la enfermedad son el tipo de cepa, los factores de
virulencia expresados, la capacidad de supervivencia en el medio, la via de entrada, los
mecanismos de transmision y la dosis infectiva (Plumb 2002). La transmision de la enfermedad
puede ser vertical (se transmite al huevo a partir de los progenitores infectados) u horizontal (se

transmite bien directamente, por contacto con peces infectados, bien indirectamente a partir del
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medio o por medio de vectores), pudiendo presentar un patdogeno ambas formas de transmision.
La transmision horizontal puede verse favorecida por la presencia de portadores asintomaticos
(peces infectados que no muestran sintomas de enfermedad pero que pueden constituir una
fuente de infeccion, especialmente en condiciones de estrés), por habitos de canibalismo, por la
presencia de aves ictiéfagas o de pardsitos hematofagos, o por malas practicas del piscicultor,
como por ejemplo la no desinfeccion de los salabres. Por ultimo, en funciéon de su capacidad
invasiva, el patdgeno puede dar lugar a una enfermedad generalizada o septicémica, o a una
enfermedad de tipo local. En el primer caso, a partir de un foco de entrada el patogeno invade el
hospedador y coloniza otros tejidos diseminandose a través del sistema circulatorio, mientras
que en el segundo caso invade los tejidos préoximos al foco de entrada por continuidad, no a
través de la sangre. No obstante, pueden darse muchas variantes intermedias: una infeccion
local puede dar lugar por ultimo a una septicemia, o una enfermedad septicémica puede

presentarse de modo tan agudo que cause la muerte del pez antes de llegar a generalizarse.

La prevencién y lucha contra enfermedades de tipo infeccioso debe realizarse, por tanto,
en los tres niveles mencionados: 1) a nivel de las condiciones ambientales, mejorando la calidad
del agua, de la alimentacion, limitando el estrés al que se someten los peces, evitando
densidades de cultivo altas, etc.; 2) a nivel de hospedador, mediante la vacunacion,
inmunoestimulacién y aumento de la resistencia genética (seleccion); y 3) a nivel de patogeno,
mediante la utilizacion de antibiodticos efectivos, drogas, desinfectantes, etc.; siendo por tanto
esencial el conocimiento de los distintos agentes patdogenos que pueden afectar al cultivo. A
continuacion se hace un breve repaso de las principales enfermedades de origen bioldgico

encontradas en distintas especies de peces planos.

= Enfermedades de etiologia no bacteriana

Las principales enfermedades infecciosas y parasitarias causadas por agentes bioldgicos
no bacterianos (virus, hongos, protozoos y metazoos) detectadas en distintas especies de peces
planos se resumen en la Tabla 1.

Entre los virus, se han encontrado, asociados a patologias, miembros de las familias
Birnaviridae, Rhabdoviridae, Nodaviridae, Iridoviridae y Herpesviridae, entre otras. Entre las
enfermedades mas importantes, capaces de causar mortalidades significativas, estan la necrosis
pancreatica infecciosa (IPN) y la septicemia hemorragica viral (VHS), ambas de caracter
septicémico-hemorragico; la necrosis nerviosa viral (VNN) que provoca la vacuolizacion y
necrosis del sistema nervioso central, y la hiperplasia epidérmica viral (VEH), que causa
hiperplasia en la epidermis de piel y aletas, y en estados mas avanzados, necrosis (Munday et al.

2002, Muroga 2001, Wolke et al. 2000, Feist 1998). Otra enfermedad importante es la
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Tabla 1. Principales enfermedades infecciosas y parasitarias de origen no bacteriano detectadas en peces planos.

Enfermedad o agente etiologico

Hospedador

Referencia

VIRUS

Necrosis pancreatica infecciosa (IPN)
(birnavirus)

Deformidad viral (birnavirus)

Otros birnavirus (solevirus y otros)

Septicemia hemorragica viral (VHS)
(rhabdovirus)

Rhabdovirus olivaceus (virus del hirame o
HIRRV) (rhabdovirus)

Encefalitis viral de peces (FEV) (nodavirus)
Encefalopatia y retinopatia viral (VER) o
necrosis nerviosa viral (VNN) (nodavirus)

Otros nodavirus
Linfocistis (iridovirus)

Necrosis eritrocitica viral (VEN) (iridovirus)
Iridovirus del pargo (Red sea bream
iridovirus, RSIV)

Oros iridovirus

Paramyxovirus
Picornavirus
Aquareovirus del rodaballo (reovirus)

Hiperplasia epidérmica viral (VEH)
(herpesvirus)

Necrosis epidérmica viral (VEdN)
(herpesvirus)

Herpesvirus scophthalmi

HONGOS

Exophiala salmonis, Exophiala sp.
(ascomiceto)

Hormonconis resinae (deuteromiceto)
Ichthyophonus hoferi (incertae sedis)

Ichthyophonus sp. (incertae sedis)
Aphanomyces sp. (oomiceto)

Saprolegnia sp. (oomiceto)

PROTOZOOS

Paramoeba sp. (ameba) (amebiasis
branquial)

Platyamoeba sp. (ameba) (amebiasis
branquial)

Amyloodinium sp. (dinoflagelado)

Cryptobia sp. (flagelado)
Cryptocaryon irritans (ciliado)
Cryptocaryon sp. (ciliado)

Trichodina hippoglossi (ciliado)
Trichodina sp. (ciliado)

Uronema marinum (ciliado)
Haemogregarina sachi (cocidio)
Ictyobodo sp.

Mpyxobolus aeglefini (mixosporidio)
Unicapsula muscularis (mixosporidio)
Enteromyxum scophthalmi (mixosporidio)
Enterocytozoon sp. (microsporidio)

Halibut, rodaballo

Platija japonesa
Rodaballo, halibut, platija

japonesa, lenguado senegalés,

lenguado comin
Rodaballo, platija japonesa

Platija japonesa

Rodaballo
Platija japonesa, lenguado
comun, halibut, rodaballo

Halibut, lenguado senegalés
Rodaballo, platija japonesa,
platija de invierno', lenguado
senegalés

Rodaballo

Platija japonesa

Rodaballo

Rodaballo
Rodaballo
Rodaballo

Platija japonesa
Platija japonesa

Rodaballo

Platija de verano, rodaballo

Halibut

Rodaballo, limanda amarillal,
solla

Rodaballo

Lenguado de Florida’,
lenguado de tres manchas’
Lenguado de Florida,
lenguado de tres manchas

Rodaballo
Rodaballo

Lenguado, lenguado
senegalés

Lenguado senegalés

Platija japonesa

Rodaballo, platija japonesa,
lenguado senegalés

Halibut

Halibut, rodaballo

Rodaballo, solla
Rodaballo

Platija japonesa, rodaballo
Solla

Halitut del Pacifico'
Rodaballo

Halibut

Castric et al. 1987, Mortensen et al. 1990,
Novoa et al. 1993b, Wolke et al. 2000
Wolke et al. 2000, Oh et al. 2005

Novoa et al. 1993a, Rodriguez et al. 1997,
Feist 1998, Wolke ef al. 2000, Muroga
2001, Pérez-Prieto et al. 2001

Schlotfeldt et al. 1991, Feist 1998, Wolke
et al. 2000, Takano et al. 2000, Isshiki et
al. 2001, Kin et al. 2001,

Kimura et al. 1986, Wolke et al. 2000,
Muroga 2001, Oh et al. 2005

Wolke et al. 2000

Boch et al 1991, Grotmol et al. 1997,
Wolke et al. 2000, Munday et al. 2002,
Borghesan et al. 2003, Oh et al. 2005,
Montes et al. 2010

Wolke et al. 2000, Thiery et al. 2004
Murchelano 1976, Wolke et al. 2000,
Alonso et al. 2005,

Lamas et al. 1996, Wolke et al. 2000
Wolke et al. 2000

Bloch & Larsen 1993, Wolke et al. 2000,
Kim et al. 2005

Toranzo et al. 1997, Wolke et al. 2000
Wolke et al. 2000

Lupiani et al. 1989, Ledo et al. 1990,
Wolke et al. 2000

Wolke et al. 2000, Muroga 2001, Oh et
al. 2005

Wolke et al. 2000, Miyazaki 2005

Buchanan & Madeley 1978, Wolke et al.
2000

Wolke et al. 2000, Gatica 2000

Wolke et al. 2000

McVicar 1986, Rand 1994, Feist 1998,
Wolke et al. 2000

Franco-Sierra et al. 2005

Noga et al. 1991, Feist 1998

Noga et al. 1991, Feist 1998

Dykova et al. 1998, Hemmingsen 2006
Feist 1998, Leiro et al. 2008
Wolke et al. 2000, Padros et al. 2003

Padros et al. 2003

Wolke et al. 2000

Wolke et al. 2000, Gatica 2000, Padros et
al. 2003

Wolke et al. 2000

Gatica 2000, Wolke et al. 2000,
Hemmingsen 2006

Feist 1998

Wolke et al. 2000, Hemmingsen 2006
Gatica 2000, Wolke et al. 2000
Roberts 1981

Roberts 1981, Feist 1998

Redondo et al. 2003

Wolke et al. 2000

1 Platija de invierno, Pseudopleuronectes americanus; Limanda amarilla, Limanda ferruginea; Lenguado de florida, Paralichthys lethostigma;
Lenguado de tres manchas, Ancylopsetta dilecta; Solleta, Citharus linguatula; Halibut del Pacifico, Hippoglossus stenolepis
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Tabla 1. Continuacion.

Enfermedad o agente etiologico Hospedador Referencia

PROTOZOOS

Tetramicra brevifilum (microsporidio) Rodaballo Feist 1998, Gatica 2000, Wolke et al.
2000, Hemmingsen 2006

Glugea stephani (microsporidio) Solla Roberts 1981, Feist 1998, Hemmingsen
2006

Pleistophora hippoglossoides Lenguado comun Feist 1998

(microsporidio)

METAZOOS

Lepeoptheirus hippoglossi (copépodo) Halibut Wolke et al. 2000, Hemmingsen 2006

Lepeophtheirus pectoralis (copépodo) Platija Kabata 1979, Hemmingsen 2006

Lepeophtheirus thompsoni (copépodo) Rodaballo, rombo Kabata 1979, Hemmingsen 2006

Lernaeocerus sp. (copépodo) Rodaballo Wolke et al. 2000

Acanthocephaloides propinquus Acedia Belghyti ez al. 2005

(acantocéfalo)

Hemibdella sp. (hirudineo) Rodaballo, lenguado Roberts 1981

Platybdella soleae (hirudineo) Lenguado Barahona-Fernandes & Dinis 1992,
Hemmingsen 2006

Hirudineos no identificados Acedia Herrera et al. 2003

Anisakis sp. (nematodo) Acedia, lenguado senegalés, Marques et al. 2006

platija

Gyrodactylus sp. (monogeneo) Rodaballo Wolke et al. 2000

Neoheterobothrium affine (monogeneo) Platija de verano Feist 1998

Entobdella sp. (monogeneo) Lenguado comun Feist 1998

Neobenedenia girilla (monogeneo) Platija japonesa Wolke et al. 2000

Bothriocephalus gragarius (cestodo) Rodaballo Robert et al. 1988

Bothriocephalus andresi (cestodo) Solleta® Belghyti et al. 2005

linfocistis, causada por un iridovirus que provoca la hipertrofia de las células epidérmicas,
formandose lesiones en forma de perlas en la piel. Aunque la enfermedad no suele causar
mortalidad, los peces quedan desfigurados, perdiendo todo valor comercial (Roberts 1981, Feist
1998, Alonso et al. 2005). Otros virus, como el de la necrosis eritrocitica viral (VEN), pueden
provocar altas mortalidades, cursando cuadros septicémicos, o bien provocar una fuerte anemia
en los peces, volviéndolos mas susceptibles a otros patdgenos o a condiciones de bajos niveles
de oxigeno (Feist 1998, Lamas et al. 2006). Por ultimo, ciertos virus parecen ocasionar la
aparicion de tumores, habiéndose demostrado, por ejemplo, la implicacidon de un herpesvirus en
el desarrollo de tumores en la platija japonesa (Anders & Yoshimizu 1994). En Espaiia se han
detectado, asociados a enfermedad en cultivos de peces planos (lenguado senegalés y rodaballo),
los virus de la linfocistis, de la septicemia hemorragica viral y de la necrosis eritocitrica viral,
asi como birnavirus similares al de la IPN, paramyxovirus y aquaerovirus; no obstante las
repercusiones patologicas no siempre son importantes (Ledo ef al. 1990, Novoa et al. 1993a,
Rodriguez et al. 1997, Toranzo et al. 1997, Toranzo et al. 2003, Padros et al. 2003, Alonso et al.
2005, Lamas et al. 2006).

Entre las enfermedades fingicas, la mas importante es la ictiofoniasis, causada por
Ichthyophonus hoferi, un hongo de clasificacion incierta que provoca una granulomatosis
generalizada, afectando a distintos Organos y tejidos. Aunque en Espafia no se ha descrito
ningun caso debido a esta especie, si se han detectado otros miembros del género asociados a

patologias en rodaballo (Franco-Sierra et al. 2005). Otras enfermedades detectadas en peces
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planos son las debidas a miembros del género Exophiala, que también provocan granulomatosis
generalizadas, e infecciones tegumentarias causadas por Saprolegnia sp. y Aphanomyces spp.,
que se manifiestan con la aparicion de parches algodonosos y tlceras en la superficie del pez
(micosis ulcerativas).

Por ultimo, las enfermedades parasitarias descritas en peces planos estan causadas por
una amplia variedad de organismos eucariotas, incluyendo tanto protozoos como metazoos.
Aunque en muchos casos las repercusiones patoldgicas debidas a la presencia de estos parasitos
no estan claras o no son importantes, en otros casos (por ejemplo, si se dan las condiciones para
la répida proliferacion de parasitos de ciclo directo en cultivos masificados) pueden provocar
altas mortalidades, aumentar la susceptibilidad de los peces a otras infecciones o causar lesiones
que hacen que los peces sean comercialmente inviables (Roberts 1981, Feist 1998, Hemmingsen
2006).

Entre los ectopardsitos mas importantes se incluyen protozoos pertenecientes a distintos
grupos, como Platyamoeba sp. (ameba), Amyloodinium sp. (dinoflagelado), Cryptocaryon
irritans (ciliado) y Trichodina hippoglossi (ciliado), mientras que dentro de los metazoos tienen
importancia distintas especies de copépodos de los géneros Lepeoptheirus y Lernaeocerus,
hirudineos o sanguijuelas como Hemibdella sp. y platelmintos monogeneos como Gyrodactylus
sp. La alimentacion y multiplicacion de estos parasitos puede causar obstruccion o disfuncion
branquial, lesiones importantes en piel y branquias (lo que favorece la aparicion de infecciones
secundarias), y en ciertos casos, como el de las sanguijuelas, anemia o la transmision de otros
parasitos (Roberts 1981, Feist 1998, Wolke et al. 2000, Hemmingsen 2006).

Entre los endoparasitos, los grupos mas importantes de protozoos son los mixosporidios
y microsporidios, parasitos intracelulares que provocan la hipertrofia de las células afectadas,
apareciendo quistes cargados de esporas. Destacan el mixosporidio Unicapsula muscularis y el
microsporidio Tetramicra brevifilum, que afectan al musculo, y el microsporidio Glugea
stephani, que afecta al epitelio intestinal. Dentro de los metazoos, se han descrito infestaciones
por nematodos como Anisakis sp. y por cestodos como Bothriocephalus spp (Roberts 1981,

Robert et al. 1988, Feist 1998, Belghyti et al. 2005, Hemmingsen 2006).

= Enfermedades de etiologia bacteriana

Como ya se menciono anteriormente, las enfermedades mas problematicas para el
desarrollo de la acuicultura marina son aquellas de origen bacteriano (Austin & Austin 1999),
principalmente debido a su transmision, directa, y a su capacidad para proliferar rapidamente,
siendo las causadas por bacterias Gram negativas las mas frecuentes e importantes. Una gran

parte de las patologias descritas en peces planos han sido previamente detectadas en otras
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especies, marinas (por ejemplo en dorada y lubina en el caso de nuestro pais) o de agua dulce, lo
que permite suponer que en el futuro el nimero de estas se ampliara, especialmente si los
cultivos se realizan junto a esas otras especies sin adoptarse medidas preventivas adecuadas
(Feist 1998, Padros et al. 2003).

En la Tabla 2 se resumen los principales patdgenos bacterianos descritos en distintas
especies de pleuronectiformes. De las tres especies de peces planos en las que se basa este
trabajo (acedia, rombo y lenguado senegalés), solamente en el caso del lenguado senegalés se
dispone de publicaciones acerca de las patologias bacterianas que le afectan. En el caso de la
acedia y el rombo no hay hasta el momento bibliografia disponible, por lo que a continuacién se
hace un resumen de los principales patdogenos bacterianos detectados en otras especies de peces

planos.

- Tenacibaculum maritimum

T. maritimum, antes denominado Flexibacter maritimus o Cytophaga marina
(Wakabayashi et al. 1986, Holmes 1992, Suzuki et al. 2001), es una bacteria filamentosa Gram
negativa de metabolismo oxidativo perteneciente al filo Bacteroidetes, familia
Flavobacteriaceae. Es el agente causal de la tenacibaculosis o flexibacteriosis, una enfermedad
ulcerativa que causa mortalidades masivas e importantes pérdidas econdmicas en cultivos de un
gran nimero de especies marinas, con una distribucion a nivel mundial (Toranzo et al. 2005,
Avendafio-Herrera et al. 2006b).

La enfermedad fue descrita por primera vez en 1977 por Masumura y Wakabayashi en
Japon, causando altas mortalidades en peces marinos cultivados. En peces planos ha sido
descrita en lenguado comun, lenguado senegalés, platija japonesa, rodaballo y platija europea
(Rhombosolea tapirina) (McVicar & White 1979, Baxa et al. 1986, Devesa et al. 1989,
Bernardet er al. 1990, Alsina & Blanch 1993, Soltani et al. 1996, Handlinger et al. 1997,
Cepeda & Santos 2002). Los principales sintomas son lesiones en la superficie corporal (ulceras,
necrosis), erosion de la boca, y aletas deshilachadas o putrefactas. En ocasiones pueden llegar a
darse cuadros septicémicos. La enfermedad presenta una mayor prevalencia y severidad con
temperaturas por encima de los 15°C, y cuando se dan situaciones de estrés.

El aislamiento de la bacteria a partir de los peces enfermos es a menudo problematico
debido al lento crecimiento del patdgeno, pudiendo ser ocultado y/o inhibido su crecimiento por
otras especies bacterianas presentes en las lesiones. Dado que estas lesiones favorecen la entrada
de otras bacterias, tanto saprofitas como patogenas, asi como de protozoos, T. maritimum a
menudo aparece en infecciones mixtas (McVicar & White 1979, Devesa et al. 1989, Kimura &

Kusuda 1983, Handlinger et al. 1997). La identificacion del patdgeno puede realizarse a partir
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Tabla 2. Principales enfermedades de origen bacteriano descritas en peces planos.

Enfermedad o agente etiologico

Hospedador

Referencia

Tenacibaculum maritimum

Tenacibaculum ovolyticum
Tenacibaculum soleae
Chryseobacterium scophthalmum
Flexibacter sp.

Pseudomonas anguilliseptica
Aeromonas salmonicida

Aliivibrio fischeri*
Listonella anguillarum

Listonella pelagia

Moritella viscosa
Salinivibrio costicola
Vibrio alginolyticus

Vibrio campbellii
Vibrio campbellii-like

Vibrio fluvialis

Vibrio gazogenes

Vibrio harveyi

Vibrio ichthyoenteri
Vibrio parahaemolyticus

Vibrio splendidus

Vibrio tapetis*

Vibrio tubiashii

Vibrio sp. (necrosis intestinal larval)
Photobacterium damselae subsp. damselae
Photobacterium damselae subsp. piscicida
Edwardsiella tarda

Serratia liquefaciens

Yersinia ruckeri

Streptococcus iniae
Streptococcus parauberis

Streptococcus sp.
Enterococcus sp.
Lactococcus garvieae

Mycobacterium marinum

Nocardia seriolae

Lenguado comun, lenguado
senegalés, rodaballo, platija
japonesa, platija europea

Halibut

Lenguado senegalés
Rodaballo

Halibut, platija japonesa
Rodaballo

Halibut, rodaballo, platija
japonesa, platija de verano

Rodaballo

Rodaballo, solla, platija
japonesa, platija de invierno,
lenguado, halibut

Rodaballo

Solla
Platija de verano
Rodaballo, platija japonesa

Platija japonesa

Rodaballo de Nueva
Zelanda', rombo de Nueva
Zelanda'

Solla, platija japonesa
Platija japonesa
Rodaballo, lenguado
senegalés, platija japonesa,
platija de verano

Platija japonesa, platija de
verano

Platija de verano
Rodaballo, rodaballo de
Nueva Zelanda, rombo de
Nueva Zelanda, solla
Halibut

Platija japonesa

Halibut, platija japonesa
Rodaballo, platija japonesa,
platija de verano
Lenguado comun, lenguado
senegalés, platija japonesa
Rodaballo, platija japonesa

Rodaballo
Rodaballo, lenguado comun

Platija japonesa
Rodaballo

Platija japonesa
Rodaballo
Platija japonesa

Halibut, rodaballo

Platija japonesa

McVicar & White 1979, Baxa et al. 1986,
Devesa et al. 1989, Bernardet et al. 1990,
Alsina & Blanch 1993, Soltani et al.
1996, Handlinger et al. 1997, Cepeda &
Santos 2002

Hansen et al. 1992

Pifieiro-Vidal et al. 2008

Mudarris et al. 1994

Wolke et al. 2000

Romalde 2005, Toranzo et al. 2005
Toranzo & Barja 1992, Pedersen &
Larsen 1996, Feist 1998, Wolke et al.
2000

Buller 2004

Pedersen et al. 1999, Wolke et al. 2000,
Buller 2004, Toranzo et al. 2005

Buller 2004

Lunder et al. 2000

Wolke et al. 2000

Austin et al. 1993, Wolke et al. 2000,
Buller 2004

Wolke et al. 2000

Diggles et al. 2000b

Pedersen et al. 1999

Wolke et al. 2000

Soffientino et al. 1999, Wolke et al. 2000,
Arijo et al. 2005a, Gauger et al. 2006,
Rico et al. 2008, Sun et al. 2009
Ishimaru et al. 1996, Wolke et al. 2000,
Gauger et al. 2006

Wolke et al. 2000

Angulo ef al. 1994, Pedersen et al. 1999,
Diggles et al. 2000b, Thompson et al.
2005

Reid et al. 2003a

Lee et al. 1991

Wolke et al. 2000

Lee et al. 1991, Fouz et al. 1992a, Wolke
et al. 2000, Gauger et al. 2006

Wolke et al. 2000, Padros et al. 2003,
Toranzo et al. 2003, 2005

Nakatsugawa 1983b, Plumb 1993, Austin
& Austin 1999, Wolke et al. 2000,
Mohanty & Sahoo 2007

Vigneulle & Laurencin 1995, Buller 2004
Horne & Barnes 1999, Wheeler et al.
2009

Toranzo et al. 2005

Domenech et al. 1996, Toranzo et al.
2005

Wolke et al. 2000, Jong-Hun & Eunheui
2003

Nieto et al. 1995

Lee et al. 2001, Vendrell et al. 2006

Dos Santos et al. 2002, Toranzo et al.
2005

Kudo et al. 1988

* Patogenicidad dudosa. TRodaballo de Nueva Zelanda, Colistium nudipinnis; Rombo de Nueva Zelanda, Colistium guntheri.

de caracteristicas morfologicas y bioquimicas, o mediante distintos métodos moleculares

basados en la técnica de la PCR (Toyama et al. 1996, Bader & Shotts 1998, Wilson et al. 2002,

Wilson & Carson 2003, Warsen et al. 2004). Estudios serologicos han demostrado la existencia
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en T. maritimum de al menos tres O-serogrupos, aparentemente relacionados con la especie
hospedadora (Avendafio-Herrera et al. 2004a, Avendafio-Herrera et al. 2006b). En la actualidad
se dispone de vacunas comerciales efectivas.

Dentro del género Tenacibaculum, otras especies como Tenacibaculum ovolyticum y
Tenacibaculum soleae también han sido descritas como patdogenos de peces planos. T.
ovolyticum fue descrito en 1992 a partir de huevos de halibut atlantico, y es considerado un
patogeno oportunista de huevos y larvas de esta especie (Hansen ef al. 1992). T. soleae es una
especie descrita recientemente, aislada en 2004 en Galicia a partir de ejemplares enfermos de
lenguado senegalés. Ensayos de virulencia realizados con la cepa tipo han mostrado que esta es
virulenta no solo para alevines de lenguado sino que también para los de rodaballo (Pifieiro-

Vidal et al. 2008).

- Pseudomonas anguilliseptica

P. anguilliseptica es un bacilo Gram negativo de metabolismo oxidativo, perteneciente
al filo Proteobacteria, familia Pseudomonadaceae. Originalmente descrito en 1972 causando
mortalidades masivas en cultivos de anguila en Japon (Wakabayashi & Egusa 1972), desde
entonces ha sido detectado en un gran numero de especies marinas de cultivo, siendo por
ejemplo el agente causal de la “enfermedad de invierno” de la dorada, afectando también a
salmoénidos. En el afio 2000 se detectaron brotes causados por este patdgeno en piscifactorias de
rodaballos en Espafia (Romalde 2005, Toranzo et al. 2005).

La enfermedad tiene lugar a bajas temperaturas (por debajo de los 16°C), generalmente
en los meses de invierno, y es de curso septicémico, siendo los principales sintomas distension
abdominal y la aparicion de petequias (puntitos rojos de naturaleza hemorragica) en la piel y
organos internos, pudiendo darse también muertes asintomaticas.

La bacteria es bioquimicamente homogénea, pero se han descrito dos serotipos en
funcién del antigeno O. Estos coinciden con los dos grupos genéticos establecidos con técnicas
RAPD vy estéan relacionados con la especie hospedadora, situandose por un lado los aislados de
anguila y por otro los de rodaballo, dorada, besugo, etc. (Romalde 2005, Toranzo et al. 2005).
La identificacion del patdgeno puede realizarse también por métodos moleculares, habiéndose
descrito varios protocolos de PCR basados en el gen ARNr 16S (Blanco et al. 2002, Romalde et
al. 2004). En el caso del rodaballo, se han ensayado distintas bacterinas que parecen ser
efectivas (Romalde et al. 2005).

Otras especies del género, como Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida,

Pseudomonas plecoglossicida o Pseudomonas chlororaphis han sido también descritas como
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patoégenos de peces, pero no han sido detectadas en peces planos (Nishimori et al. 2000,

Romalde 2005).

- Aeromonas salmonicida subespecie salmonicida

A. salmonicida subsp. salmonicida es un bacilo Gram negativo fermentativo,
perteneciente al filo Proteobacteria, familia Aeromonadaceae. Es el agente causal de la
furunculosis, una enfermedad con amplia distribucion geografica que causa grandes pérdidas
principalmente en cultivos de salménidos. La enfermedad, no obstante, afecta también a peces
no salmoénidos, incluidos peces planos como el rodaballo, el halibut, la platija japonesa o la
platija de verano, constituyendo de hecho un factor limitante para el cultivo de rodaballo en
Espafia (Toranzo & Barja 1992, Pedersen & Larsen 1996, Feist 1998, Wolke et al. 2000). La
enfermedad, que puede aparecer de forma cronica o aguda, presenta un cuadro septicémico-
hemorragico, siendo no obstante frecuente la aparicion de lesiones ulcerativas profundas.

El patdégeno es bioquimica, antigénica y genéticamente homogéneo, no mostrando
diferentes biotipos, serotipos o genotipos, lo que facilita su identificacion, existiendo ademas un
buen niimero de protocolos de PCR especificos, basados en distintos genes (Toranzo et al. 2005,
Beaz-Hidalgo er al. 2008). Aunque existe una amplia gama de vacunas disponibles en el
mercado, en salménidos no son particularmente efectivas y en rodaballo la proteccion parece ser
de muy corta duracién (unos 3 meses) incluso cuando se aplica mediante inyeccion

intraperitoneal (Wolke 2000, Toranzo et al. 2005).

- Listonella anguillarum

L. anguillarum (Vibrio anguillarum) es un bacilo Gram negativo fermentativo,
perteneciente al filo proteobacteria, familia Vibrionaceae. Es el principal agente causal de la
vibriosis “tipica” o “clasica”, una enfermedad que causa graves pérdidas econdmicas en un
elevado niimero de especies de peces, tanto marinas como de agua dulce, incluyendo
pleuronectiformes como el rodaballo y la platija japonesa.

El patogeno, aislado por primera vez en 1893, es considerado el agente etiologico de la
primera enfermedad bacteriana descrita en peces (1718), la peste roja de las anguilas (Roberts
1981, Wolke et al. 2000). Los peces afectados muestran los sintomas tipicos de una septicemia
hemorragica, como exoftalmia, anorexia, melanosis, hemorragias y palidez branquial, pudiendo
también aparecer Ulceras en la piel. En rodaballo la enfermedad suele darse con temperaturas

superiores a los 10-11°C, pero este umbral de temperatura varia seglin las especies.
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Basandose en el antigeno O, se han descrito hasta 23 serotipos, aunque solo tres de ellos
(01, O2 y 0O3) han sido asociados con enfermedades en peces (Serensen & Larsen 1986,
Toranzo et al. 2005). La identificacion del patdogeno puede realizarse a partir de pruebas
bioquimicas, métodos seroldgicos, sondas de ADN y mediante PCR con cebadores especificos.
Se dispone de vacunas comerciales aplicables tanto por inmersidon como por inyeccion,
abarcando generalmente su formulacion los serotipos O1 y O2 (Toranzo et al. 2005).

Otras especies como Vibrio alginolyticus, Vibrio harveyi o Vibrio splendidus son

también agentes causales de vibriosis en peces planos (Tabla 2).

- Vibrio harveyi

V. harveyi, que ahora incluye a V. carchariae y V. trachuri como sinébnimos (Pedersen
et al. 1998, Thompson et al. 2002), es un bacilo Gram negativo fermentativo perteneciente al
filo Proteobacteria, familia Vibrionaceae. Ubicuo en el medio marino, es un miembro normal de
la microbiota intestinal de muchos vertebrados e invertebrados marinos. Aunque muchas cepas
son consideradas patogenos oportunistas, otras han mostrado ser altamente virulentas para la
fauna acuatica.

V. harveyi es considerado el principal agente causal de la vibriosis “luminosa” (la
luminiscencia es frecuente en la especie), una enfermedad que afecta a una variedad de
invertebrados marinos cultivados, especialmente langostinos, causando grandes pérdidas
econdmicas, sobre todo en Asia y Sudamérica (Liu et al. 1996, Robertson ef al. 1998, Diggles et
al. 2000a, Oakey et al. 2003). No obstante, también ha sido detectado causando mortalidades
significativas en distintas especies de peces cultivados, entre ellas el rodaballo, la platija
japonesa, la platija de verano y el lenguado senegalés, constituyendo uno de los patogenos
bacterianos mas frecuentemente aislados (Soffientino et al. 1999, Wolke et al. 2000, Arijo et al.
2005a, 2005b, Austin & Zhang 2006, Gauger et al. 2006, Sun et al. 2009). Los sintomas
observados en estos casos incluyen tlceras, hemorragias en aletas o boca, lesiones en el ojo y
gastroenteritis (Zorrilla et al. 2003, Arijo et al. 2005a, Austin & Zhang 2006, Rico et al. 2008).

La bacteria, descrita en 1936 por Johnson y Shunk como “Achromobacter harveyi’, ha
estado sometida a una continua revision taxonomica hasta su inclusion en el género Vibrio por
Baumann et al. (1980), y esta estrechamente relacionada con V. alginolyticus, V. campbellii y V.
parahaemolyticus. La identificacion de V. harveyi es problematica debido a la alta
heterogeneidad fenotipica -y genotipica- que muestra la especie, siendo extremadamente dificil
de identificar solo a partir de test bacteriologicos convencionales (Oakey et al. 2003, Congjero

& Hedreyda 2003, Vandenberghe et al. 2003, Thompson et al. 2007).
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Entre los métodos moleculares utilizados para su identificacion estan la secuenciacion
del ADNTr 168, el analisis de secuencias multilocus (MLSA), los polimorfismos en la longitud
de fragmentos amplificados (AFLP), la hibridacion ADN-ADN, y protocolos de PCR con
cebadores especificos basados en distintos genes, aunque en algun caso se han registrado casos
de falsos positivos y falsos negativos (Conejero & Hedreyda 2003, Oakey et al. 2003, Gomez-
Gil et al. 2004, Thompson ef al. 2004, Pang et al. 2006, Thompson et al. 2007).

Por ultimo, se ha desarrollado una variedad de vacunas contra V. harveyi utilizando
células enteras, productos extracelulares y proteinas recombinantes, mostrado ser efectivas en
rodaballo, lenguado senegalés y platija japonesa, entre otras especies (Arijo ef al. 2005b, Sun et

al. 2009, Cheng et al. 2010).

- Vibrio tapetis

V. tapetis es el agente causal de la enfermedad del anillo marrén, una enfermedad que
afecta a cultivos de distintas especies de almeja en un gran niimero de paises incluido Espafia,
provocando importantes pérdidas economicas. La enfermedad, que se caracteriza por la
produccion de un deposito organico de color marron en la parte interna de la concha, fue
descrita por vez primera en 1987 en Francia afectando a cultivos de almeja japonesa (Ruditapes
philippinarum), pero no seria hasta 1990 que se aislase al agente responsable (Paillard & Maes
1990, Borrego et al 1996, Paillard 2004).

Aunque es principalmente conocido por ser el causante de la enfermedad del anillo
marrén en bivalvos, V. tapetis también ha sido asociado a mortalidades en peces cultivados,
concretamente de porredana (Symphodus melops) en Noruega (Jensen et a. 2003) y de halibut
atlantico (Hippoglossus hippoglossus) en Escocia, Reino Unido (Reid et al. 2003a). No obstante,
mientras que V. tapetis parece ser patdogeno para la porredana, la relacion entre esta bacteria y la
mortalidad observada en el halibut no esta clara.

Aunque inicialmente V. tapetis fue considerado un taxéon homogéneo, cepas obtenidas a
partir de distintos origenes geograficos y hospedadores han mostrado cierta variabilidad
intraespecifica, describiéndose tres serotipos distintos. Por otro lado, mediante distintas técnicas
de tipado (REP-PCR, ERIC-PCR, RAPD) se han establecido tres grupos genéticos que guardan
relacion con el hospedador y que muestran una buena correlacion con los serotipos descritos
(Balboa et al. 2006, Read 2006, Rodriguez et al. 2006).

La identificacion del patogeno puede hacerse a partir de pruebas bioquimicas
convencionales, por métodos seroldgicos o mediante distintos protocolos de PCR con cebadores

especificos (Paillard et al. 2006, Romalde et al. 2007).
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- Photobacterium damselae

P. damselae es un cocobacilo Gram negativo fermentativo perteneciente al filo
Proteobacteria, familia Vibrionaceae. Consta de dos subespecies, facilmente distinguibles
fenotipicamente y que causan enfermedades distintas, pero con secuencias idénticas para el gen
ARNTr 168 y una alta similitud en la hibridacion ADN-ADN.

P. damselae subsp damselae (antes Vibrio damsela) causa una enfermedad septicémica
(vibriosis) que afecta a un gran numero de especies de peces de aguas frias y templadas, siendo
los sintomas mas tipicos Ulceras cutaneas y hemorragias, especialmente en boca, ojos y
musculatura (Fouz et al. 2000). Aunque generalmente es descrito como un patéogeno secundario,
algunos aislados son capaces de provocar la enfermedad en peces sanos, e incluso septicemia en
humanos (Fouz et al. 1992a, Shin et al. 1996). En peces planos ha sido descrito en platija
japonesa y en cultivos de rodaballo en Espaiia (Fouz ef al. 1992b, Wolke et al. 2000).

P. damselae subsp piscicida (antes Pasteurella piscicida), es el agente causal de la
pasteurelosis o photobacteriosis, una enfermedad septicémica que causa mortalidades
devastadoras en cultivos de muchas especies de peces marinos. Fue aislado por vez primera en
1963 en la Bahia de Chesapeake (EUA), provocando mortalidad en poblaciones naturales de
peces marinos. Desde entonces, ha sido descrito en un gran niamero de especies en Europa, Asia
y América del Norte, y constituye uno de los principales factores limitantes para el cultivo tanto
del lenguado senegalés como del lenguado comun (Solea solea) (Padros et al. 2003, Toranzo et
al. 2003, Toranzo et al. 2005). Los sintomas externos mas comunes de la enfermedad son
coloracion oscura y una menor actividad natatoria, no presentando, por lo general, lesiones.
Internamente, la enfermedad se caracteriza por la presencia de hemorragias y nddulos blancos
(granulomas) en higado, bazo y rifion (Zorrilla ef al. 1999). La enfermedad se transmite tanto
horizontal como verticalmente. Suele darse de forma mas severa con temperaturas por encima
de los 18-20°C (por debajo de esa temperatura puede permanecer en los peces por largos
periodos de tiempo como una infeccion subclinica), dependiendo la susceptibilidad a la misma
también de la especie de pez y del tamano del individuo (en dorada, por ejemplo, los peces de
mas de 50 g son resistentes a la enfermedad) (Magarifios et al. 2001, Toranzo et al. 2005).

P. damselae subsp piscicida es bioquimica y serologicamente homogéneo, por lo que
puede identificarse facilmente tanto por métodos bioquimicos (métodos convencionales, API
20E) como serologicos (aglutinacion, ELISA), existiendo ademas un gran nimero de protocolos
de PCR especificos para esta especie (Osorio et al. 1999, Kvitt et al. 2002, Rajan et al. 2003,
Gonzalez et al. 2004, Toranzo et al. 2005). Para la diferenciacion de las dos subespecies de P.
damselae, Osorio et al. (2000) propusieron una PCR multiple con cebadores dirigidos a los
genes ARNr 16S y ureC. La diferenciacion de las dos subespecies se basa en la ausencia o

presencia del gen de la ureasa.

22



Introduccion

En lo que respecta a la prevencion de la enfermedad, existen vacunas comerciales frente
a P. damselae subsp. piscicida, aunque su eficacia puede variar en funcion de factores como la

especie y la edad del pez (Toranzo et al. 2005).

- Edwardsiella tarda

E. tarda (Ewing et al. 1965) es un bacilo Gram negativo fermentativo perteneciente al
filo Proteobacteria, familia Enterobacteriaceae. Con una distribucion mundial, puede causar
enfermedad en peces tanto de agua dulce como marinos, asi como en anfibios, reptiles, aves y
mamiferos, incluido el hombre. En acuicultura marina fue descrito por primera vez en 1962 a
partir de anguilas en Japon. Desde entonces, las infecciones causadas por este microorganismo
han provocado importantes mortalidades en distintas especies marinas cultivadas, entre ellas la
platija japonesa y, especialmente en los Ultimos afios, en rodaballo (Nakatsugawa 1983b, Plumb
1993, Austin & Austin 1999, Mohanty & Sahoo 2007). La enfermedad es de curso septicémico,
siendo los principales sintomas la decoloracion de la piel, hemorragias externas (principalmente
en la cabeza), tumefaccion en torno a los 0jos, ascitis y hemorragias en 6rganos internos, aunque
en otros casos no hay signos aparentes de enfermedad.

La bacteria es bioquimicamente homogénea, pero se han descrito varios serotipos. El
tratamiento y la prevencion de la enfermedad es complicado debido a la resistencia a
antibioticos que presentan muchas cepas, y a que aunque se han descrito muchas posibles
vacunas, no se dispone de ninguna efectiva a nivel comercial. Por otro lado, el uso de
inmunoestimulantes, ensayados a nivel experimental, parecen dar buenos resultados (Castro et

al. 2006, Mohanty & Sahoo 2007).

- Streptococcus spp.

La “estreptococosis” es una enfermedad reemergente que afecta a muchas especies de
peces tanto salvajes como cultivadas, de acuicultura marina y continental, a lo largo de todo el
mundo. Estd causada por distintas especies de cocos Gram positivos (principalmente
estreptococos, lactococos y vagococos), siendo en pleuronectiformes las mas importantes las del
género Streptococcus (filo Firmicutes, familia Streptococcaceae), concretamente Streptococcus
iniae en platija japonesa y Streptococcus parauberis en rodaballo. Estas dos especies causan la
“estreptococosis de agua caliente”, causando mortalidades cuando la temperatura supera los
15°C. La enfermedad causa dafos en el sistema nervioso central, caracterizandose por la
presencia de exoftalmia supurativa y meningoencefalitis (Nakatsugawa 1983a, Doménech et al.

1996, Austin & Austin 1999, Toranzo et al. 2005).
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En S. iniae se han descrito, en funcioén de la composicion de la capsula, dos serotipos,
mientras que S. parauberis parece ser serologicamente homogéneo (Bachrach er al. 2001,
Toranzo et al. 2005). La identificaciéon basada tnicamente en pruebas bioquimicas puede ser
complicada, no obstante se pueden utilizar también métodos serologicos y protocolos de PCR
especificos, disponibles para ambas especies.

Se dispone de vacunas tanto contra S. iniae como para S. paruberis, aunque la eficacia
de las mismas (grado de proteccion y duracion de la misma) puede variar considerablemente

dependiendo de la especie de pez y de la ruta de administracion (Toranzo et al. 2005).

- Mycobacterium marinum

M. marinum es un bacilo Gram positivo perteneciente al filo Actinobacteria, familia
Mycobacteriaceae. Se trata de un patogeno intracelular facultativo, principal responsable de la
mycobacteriosis o tuberculosis de los peces, una enfermedad cronica que ha sido descrita en
casi 200 especies, tanto de aguas dulces como marinas a nivel mundial, y que puede causar
también enfermedad en humanos. En peces planos ha sido descrito en halibut salvajes y en
rodaballo, constituyendo una amenaza para el cultivo de este tltimo en Europa.

La enfermedad es progresiva, pudiendo permanecer asintomatica durante largos
periodos de tiempo, pero a menudo es fatal o provoca que los peces no sean comercializables.
Se manifiesta principalmente por la aparicion de granulomas blanquecinos en bazo, riiidn e
higado, aunque pueden aparecer en otros dOrganos y tejidos. Otros sintomas observados son
decoloracion de la piel, pérdida de peso, exolftalmia, deformidades en la espina dorsal y ulceras
(Dos Santos et al. 2002, Pasnik & Smith 2005, Toranzo et al. 2005).

La identificacion del patdégeno puede realizarse a partir de pruebas fenotipicas,
secuenciacion del gen ARNr 16S y mediante PCR con cebadores especificos (Toranzo et al.
2005). No existen tratamientos quimioterapicos efectivos, no obstante Pasnik y Smith (2005)

han descrito una vacuna ADN que parece ser efectiva para la prevencion de la enfermedad.

= Enfermedades de etiologia desconocida

De las enfermedades de etiologia desconocida, la que afecta a los cultivos larvarios es
sin duda la mas importante en el cultivo de peces planos, pudiendo causar mortalidades de hasta
el 70-80% (Wolke et al. 2000). La enfermedad, cuyos tinicos sintomas son la aparicion de altas
mortalidades en peces de entre 6 y 40 dias, ha sido descrita en especies como el rodaballo, el
halibut, la platija de verano o la platija japonesa, y aunque hay evidencias de que las bacterias

juegan un papel en las mismas, su etiologia parece ser multicausal y sigue sin estar clara
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(Ishimaru et al. 1996, Ringo & Vadstein 1998, Alves et al. 1999, Wolke et al. 2000, Bergh et al.
2001, Gauger et al. 2006).

En lo que respecta al componente bacteriano de las mortalidades, la principal fuente de
infeccion parece estar en la cadena alimentaria, especialmente en los cultivos de artemias, que
favorecen la proliferacion de bacterias, particularmente V. alginolyticus (Planas & Cunha 1999,
Schreiber 2001, Villamil et al. 2003b, Verner-Jeffreys et al. 2004, Planas et al. 2006). Entre las
especies bacterianas que se han encontrado asociadas a mortalidades en larvas figuran
Aeromonas caviae, Aeromonas hydrophila, L. anguillarum, L. pelagia, V. alginolyticus y V.
splendidus en rodaballo (Gatesoupe 1990, Munro et al. 1995, Ringo & Vadstein 1998,
Gatesoupe et al. 1999, Villamil et al. 2003a, Thomson et al. 2005), Aeromonas salmonicida, L.
anguillarum, V. splendidus y T. ovolyticum en halibut (Bergh et al. 2001, 1997), y V.
ichthyoenteri en platija japonesa (Ishimaru et al. 1996, Gauger et al. 2006).

1.4. TAXONOMIiA BACTERIANA. CLASIFICACION E IDENTIFICACION DE
BACTERIAS PATOGENAS DE PECES

La taxonomia o sistematica, entendida como la ciencia de la clasificacidon, constituye
hoy dia una de las principales disciplinas en microbiologia, abarcando subdisciplinas como la
filogenia, clasificacidon, nomenclatura e identificacidon de los aislados bacterianos (Vandamme et
al. 1996, Thompson et al. 2004). La clasificacion consiste en la ordenaciéon de los organismos
en grupos taxonomicos basandose en su similitud, mientras que la identificacién abarca los
procesos que determinaran si un organismo desconocido pertenece a alguno de los grupos
taxonomicos ya definidos.

Al igual que en otros ambitos de las ciencias de la vida (plantas y animales), la especie
es la unidad basica en taxonomia bacteriana. Sin embargo, el tradicional concepto biologico de
especie (aquella poblacion de organismos que puede entrecruzarse produciendo descendencia
fértil y que esta aislada reproductivamente de otras poblaciones por causas como por ejemplo el
reconocimiento de pareja o la infertilidad) no es aplicable a los procariotas dado que estos se
reproducen asexualmente (Rosello-Mora 1999, Madigan et al. 2004).

El concepto de especie en procariotas, y por tanto el esquema de clasificacion, se ha ido
modificando a medida que han ido evolucionando los métodos de obtencién de informacion,
pasandose de una taxonomia bacteriana tradicional, basada en los analisis fenotipicos
(morfologia, fisiologia, etc.), a la actual taxonomia polifasica, basada en la utilizacion de
métodos fenotipicos, genotipicos (hibridacion genomica, secuenciacion de genes, etc.) y

filogenéticos (Colwell 1970, Vandamme et al. 1996).
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En la actualidad, las fronteras de especie se demarcan basicamente en funcion del grado
de similitud genomica obtenido mediante hibridacion ADN-ADN, que debe ser de al menos el
70% para miembros de una misma especie. Sin embargo estos deben a su vez mostrar unas
caracteristicas fenotipicas coherentes, por lo que la especie procariota se podria definir como
aquel conjunto de cepas, incluyendo la cepa tipo, que muestran un elevado grado de similitud
global, fenotipica y genotipica, y que se diferencian considerablemente de otros grupos
relacionados en estos dos aspectos (Wayne et al. 1987, Rosell6-Mora 1999). Los principales
métodos utilizados en la caracterizacion de bacterias, cuyos niveles de resolucion taxondmica se

muestran en la Figura 2, se describen a continuacion.

=  Meétodos fenotipicos

Los métodos fenotipicos comprenden todos aquellos que no estan dirigidos contra los
acidos nucleicos (ADN y ARN), derivando la informacion obtenida de las proteinas y sus
funciones, de distintos marcadores quimiotaxondmicos (por ejemplo acidos grasos), asi como de
un amplio rango de otras caracteristicas expresadas (morfologia, fisiologia, serologia, etc.). Es
importante recordar que el fenotipo es la expresion observable del genotipo, y por tanto depende

de las condiciones ambientales, reflejando tinicamente una parte de la informacion genotipica.

— Meétodos fenotipicos clasicos y sistemas miniaturizados

La caracterizacion fenotipica clasica en bacterias comprende el estudio de las
caracteristicas morfologicas, fisiologicas y bioquimicas. Las caracteristicas morfologicas
abarcan tanto las propias de la célula (forma, presencia de flagelos, endosporas, tincion Gram,
etc.) como las de las colonias (forma, color, tamafio, etc.). Las caracteristicas fisiologicas y
bioquimicas abarcan aspectos como el crecimiento con distintas temperaturas, concentraciones
salinas, valores de pH o condiciones atmosféricas, presencia de distintas enzimas, utilizacion de
distintos compuestos, resistencia a agentes quimioterapicos, etc.

Este tipo de pruebas son utilizadas en la mayor parte de los laboratorios de
microbiologia de forma rutinaria y constituyen una parte esencial en la descripcion de cualquier
taxon, desde especie o subespecie hasta género o familia, sin embargo presentan también una
serie de inconvenientes. Ademas del cultivo del microorganismo, su realizacion requiere una
considerable cantidad de tiempo y trabajo, y es necesaria una alta estandarizacion de los
procedimientos a fin de que los resultados sean reproducibles, dentro y entre laboratorios, dado
que los resultados pueden variar dependiendo de multiples factores, por ejemplo, por la edad del

cultivo o la temperatura de incubacion.
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Técnica Familia Genero Especie Cepa
Caracterizacion fenotipica (clasica, AP, Biolog )
Analisis de acidos grasos (FAME)
Analisis de quinonas

Andlisis de la composicion de la pared celular

Técnicas serologicas (monoclonales v policlonales)
Pairones electroforéticos de proteinas celulares totales
% G+C

Hibridacion ADN-ADN

Secuenciacion ADN

Secuenciacién ADNr

Sondas de ADN

PCR

RFLP

PFGE

Ribotipado

Técnicas de tipado basadas en la amplificacion de ADN
(AFLP, RAPD, Rep-PCR)

Figura 2. Resolucion taxondmica de alguna de las técnicas utilizadas para la caracterizacion de bacterias (Vandamme
et al. 1996).

La realizacion de muchas de estas pruebas ha venido facilitada por la aparicion de
sistemas miniaturizados como las galerias API o el sistema BIOLOG, que incluyen baterias de
sustratos deshidratados, iniciandose la reaccion (crecimiento, actividad enzimatica, etc.) al
afiadirse un indculo estandarizado. La identificacion se realiza de acuerdo a las bases de datos
proporcionadas por el fabricante. Los resultados obtenidos para un mismo test mediante un
procedimiento cldsico y un sistema miniaturizado pueden en ocasiones diferir, no obstante esto
mismo es aplicable a menudo cuando se utilizan dos procedimientos clasicos diferentes
(Vandamme et al. 1996).

La identificacion de bacterias patogenas de peces, basada Unicamente en criterios
fenotipicos, resulta problematica por varias razones. Muchas de estas especies presentan o una
alta variabilidad intraespecifica, o un alto grado de semejanza con especies relacionadas, o son
inertes para muchos de los test utilizados de forma rutinaria, siendo dificil o imposible la

identificacion a nivel de especie. La utilizacion de claves dicotdomicas, como las propuestas por
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Alsina & Blanch (1994) y Noguerola & Blanch (2008) para la identificacion de bacterias del
género Vibrio, son de utilidad pero pueden dar resultados engafiosos por estas mismas razones
(Thompson et al. 2004). Asimismo, las discrepancias entre distintos autores para un test dado,
relativo a una especie o incluso a una misma cepa no son infrecuentes. Por ltimo, muchas de
las especies patogenas de peces no aparecen incluidas en las bases de datos de los sistemas
miniaturizados, por lo que estos no serian validos como herramientas de diagnostico, aunque si

de caracterizacion (Toranzo et al. 2005).

— Métodos seroldgicos

Los estudios seroldgicos en bacterias se basan en la variabilidad de los antigenos
(sustancias capaces de provocar la formacién de anticuerpos, generalmente proteinas o
carbohidratos) presentes en distintos componentes de la célula (capsula, pared celular, flagelos,
moléculas intracelulares, etc.) asi como de productos de secrecion (enzimas, toxinas, etc.). Entre
los antigenos bacterianos mas utilizados estan los antigenos K (capsular) y H (flagelar), ambos
termolabiles, y el antigeno O (somatico), termoresistente y que forma parte del lipopolisacarido
(LPS) presente en la membrana externa de las bacterias Gram negativas.

De la variedad de métodos seroldgicos disponibles, uno de los mas utilizados en la
identificacidon y diagndstico de bacterias patogenas de peces son los test de aglutinacion. Estos
se basan en que al poner en contacto una colonia bacteriana con un suero que contiene
anticuerpos especificos frente a esa bacteria, se producira una aglutinacion visible a simple vista
debido a la reaccion antigeno-anticuerpo. Se trata de un método barato, rapido y especifico, que
muestra por lo general pocos problemas de reacciones cruzadas (Romalde et al. 1995). Existen
kits comerciales (por ejemplo los de la marca Bionor) disponibles para varias especies
patogenas de peces, como A. salmonicida, L. anguillarum y P. damselae subsp. piscicida, entre
las descritas en peces planos.

El serotipado es importante también para el disefio de vacunas dado que, al menos en
ciertas especies, la variacion en el grado de virulencia entre cepas de una misma especie parece
estar relacionada con el serotipo al que pertenecen. Por otra parte, esta relacion parece estd
asociada a los antigenos somaticos termoestables, mas que a los antigenos termolabiles

(Toranzo et al. 1987).

— Métodos quimiotaxondmicos

Los métodos quimiotaxondmicos abarcan aquellos que obtienen informacion a partir de

los constituyentes quimicos de la célula. El mas utilizado en identificacion bacteriana es el
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analisis de acidos grasos o FAME, consistente en la caracterizacion de los tipos y proporciones
de los acidos grasos presentes en los lipidos de la membrana citoplasmatica y de la membrana
externa de la pared celular (bacterias Gram negativas). Los acidos grasos extraidos de
hidrolizados celulares se modifican quimicamente para formar sus correspondientes metil
ésteres, identificandose estos derivados volatiles por cromatografia de gases. El método requiere
una estandarizacion rigida, pero dado que la composicion de los 4cidos grasos en procariotas es
tan variable (se han identificado mas de 300 tipos, que se diferencian en la longitud de la
cadenas, presencia o ausencia de grupos insaturados, grupos hidroxilos, etc.) el perfil de acidos
grasos de una bacteria particular puede ser util para su identificacion (Vandamme et al. 1996,
Portal 2003, Madigan et al. 2004).

Otros métodos quimiotaxondémicos utilizados son el analisis de la composicion de la
pared celular y el analisis de las quinonas isoprenoides. Entre los componentes de la pared
celular, la determinacion del tipo de peptidoglicano es de utilidad en bacterias Gram positivas,
habiendo tipos que son especificos de género o especie. En Gram negativas, sin embargo, el tipo
de peptidoglicano es bastante uniforme y proporciona poca informacion (Vandamme et al. 1996,
Portal 2003). Las quinonas isoprenoides aparecen en las membranas citoplasmaticas de la
mayoria de los procariotas. Desempefian importantes funciones en la célula, por ejemplo en el
transporte de electrones, y presentan una importante variabilidad, por lo que se han utilizado

para la caracterizacion de bacterias a distintos niveles taxonomicos (Vandamme ef al. 1996).

— Analisis de proteinas totales

La comparacion de los perfiles de proteinas totales obtenidos mediante electroforesis
desnaturalizante en geles de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) ha probado ser una herramienta
util en la identificacion de bacterias, existiendo una correlacion entre una alta similitud en los
patrones de proteinas totales con los datos obtenidos mediante hibridacion ADN-ADN (Costas
1992). El método es rapido y econdomico, no obstante solo proporciona informacion util para la

identificacion a nivel de especie o de cepa (Vandamme et al. 1996).

= Métodos genotipicos

Los métodos genotipicos son aquellos dirigidos a la obtencion de informacion derivada
de los acidos nucleicos, ADN y ARN. En la actualidad estos métodos dominan los estudios
taxonémicos, debido tanto al progreso tecnoldgico como a que reflejan las relaciones naturales

de los distintos taxones bacterianos.
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— Determinacién del porcentaje guanina citosina (G+C)

La determinacion del contenido en guanina y citosina (G+C) del ADN gendmico fue
una de las primeras aproximaciones para la caracterizacion de genomas, siendo atn utilizado en
la descripcion de nuevos taxones. No obstante, su utilidad es limitada ya que no proporciona
informacién sobre la filogenia, y aunque distintos porcentajes de G+C indican diferentes
organismos, valores similares no indican que se esté necesariamente trabajando con organismos
relacionados. La composicion de G+C en procariotas varia considerablemente, desde el 24% al
76%. Por el contrario, la variacion intraespecifica no suele ser mayor del 3%, y no mas del 10%

a nivel de género (Vandamme et al. 1996, Ludwig 2007).

— Hibridacion ADN-ADN

Los ensayos de hibridacion ADN-ADN constituyen una herramienta fundamental en
taxonomia bacteriana ya que permiten realizar una estimacion de la semejanza de secuencias
que presentan dos genomas distintos, siendo por tanto utiles para la diferenciacion de
organismos estrechamente relacionados que pueden resultar indistinguibles mediante otros
métodos, como el andlisis fenotipico o la secuenciacion del ADNr 16S.

La técnica se basa en las propiedades de desnaturalizacion y reasociacion de los acidos
nucleicos, siendo el objetivo final la cuantificacion de la reasociacion de cadenas simples de
ADN de origen heterologo. Para ello, los ADNs de los dos microorganismos a ensayar son
mezclados y desnaturalizados, quedando el ADN en cadena simple. A continuacion se lleva a
cabo la reasociacion (hibridacion) de dichas moléculas, en condiciones astringentes que solo
permitan la renaturalizacion de secuencias complementarias. A mayor similitud de secuencias
de los ADN de los dos microorganismos, mayor cantidad de hibridos heterdlogos (heteroduplex)
se formaran. Se han desarrollado una variedad de protocolos y formatos, que miden la cantidad
de hibridos heter6logos, la cinética de la hibridacion heterdloga, o la estabilidad de los hibridos
heterologos (Portal 2003, Ludwig 2007).

Los resultados se expresan en porcentaje de hibridacion o en diferencias en grados
centigrados de temperatura de fusion homologo-hibrido (diferencia en el punto medio de
desnaturalizacion térmica, AT,). El primer concepto refleja la cantidad relativa de los
heteroduplex respecto de los homoduplex, que se considera que representan una reasociacion
del 100%. El segundo concepto se refiere a la estabilidad térmica del ADN de doble cadena,
siendo la temperatura media de fusion aquella a la que se desnaturaliza el 50% del ADN de

doble cadena (Portal 2003).
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Aunque no se ha establecido ningin acuerdo sobre el grado de hibridacion entre dos
DNAs necesario para asignar a dos organismos el mismo rango taxondmico, se recomiendan
valores de hibridacion del 70% o superiores, o una AT, inferior a 5°C, para asignarlos a una
misma especie, y se requieren valores de al menos el 20-30% para incluirlos en un mismo
género (Wayne et al. 1987, Rosello-Mora 1999, Madigan et al. 2004).

Entre las desventajas que presentan estos ensayos es que son largos y tediosos,
presentan un importante nivel de error experimental y los resultados no son acumulativos, no
siendo posible la comparacion de los resultados obtenidos en distintos ensayos ni la creacion de

bases de datos (Rosell6-Mora 2006).

— Analisis comparativo de secuencias de ADN

La comparacion de secuencias de ADN constituye una herramienta indispensable en
taxonomia polifasica, aplicandose para la identificacion y clasificacion de bacterias al tiempo
que aportan informacion sobre las relaciones filogenéticas de los microorganismos. Los acidos
nucleicos son macromoléculas que experimentan cambios en el transcurso del tiempo, por lo
que pueden ser consideradas como relojes o crondmetros moleculares, medidores del cambio
evolutivo. Para que una determinada molécula de ADN pueda ser considerada como marcador
evolutivo debe cumplir varios requisitos, como estar universalmente distribuida, que sea
funcionalmente homologa en todos los organismos, que permita la realizacion de alincamientos
(incluyendo zonas conservadas y zonas variables) y que cambie con una velocidad proporcional
a la distancia filogenética que se va a determinar (Madigan et al. 2004).

Los crondometros mas ampliamente utilizados en la actualidad son los genes de los ARN
ribosomicos (ADNr). En procariotas, el ribosoma consta de tres ARNr, de tamafios 5S, 16S y
23S (S indica unidades de masa “Svedberg”). La primera molécula ARNT en ser secuenciada en
un numero importante de bacterias fue el 5S (Wolters & Erdmann 1988), sin embargo hoy dia la
principal herramienta filogenética en bacterias, utilizada de forma universal, la constituye la
secuenciacion del gen que codifica el ARNr 16S (ADNr 16S). La utilizacion del ARNr 16S fue
introducida a principios de la década de 1970 y su impacto ha sido tal que los dos tratados
fundamentales de bacteriologia, el Bergey,s Manual of Systematic Bacteriology y The
Prokaryotes, basan la estructuracion del mundo procariota en las relaciones filogenéticas
establecidas con esta macromolécula, al tiempo que su utilizacion, junto con su homodlogo en
eucariotas, el ARNr 188S, ha propiciado la distribucion de todos los organismos celulares en tres
dominios (Bacteria y Archaea, procariotas, y Eukarya, eucariotas).

El ARNr 16S esta presente en todas las bacterias y estd compuesto por dominios

altamente conservados y otros variables, siendo de gran utilidad para la identificacion a nivel de
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género y las comparaciones entre bacterias alejadas filogenéticamente. Sin embargo, debido a su
alta conservacion a lo largo de la evolucion, aunque el ADNr es util para la identificacion a
nivel de especie, su resolucion a este nivel es menor, pudiendo presentar especies relacionadas
secuencias practicamente idénticas, con porcentajes de similitud por encima del 99%. Aunque
no es posible establecer unos valores numéricos de similitud de secuencias de ADNr 16S como
frontera de una especie bacteriana, Stackebrandt & Ebers (2006) establecieron, tras comparar
los resultados de hibridaciones ADN-ADN vy el analisis de secuencias ADNr 16S, que cepas de
una misma especie deben compartir al menos un 98,7% de similitud en la secuencia del ADNr
168, en vez del valor del 97% propuesto previamente por Stackebrandt & Goebel (1994).

En bacterias, los genes de los ARNr 16S y 23S estdn separados por una region
espaciadora que se transcribe junto con los genes ribosomales y que ha sido también
ampliamente utilizada en estudios taxonoémicos. Esta regién, denominada espaciador interno
transcrito (ITS1), esta sometida a una menor presion evolutiva que los genes ribosdmicos ya que
es eliminada en el proceso de maduracion del ARNTr, por lo que presenta una tasa de evolucion
mas rapida y un alto grado de variabilidad entre especies e incluso entre cepas de una misma
especie. Por otra parte, muchas especies poseen varios operones ribosomales en sus genomas,
por lo que incluso dentro de una cepa se pueden presentar distintos tipos de ITS1. La
variabilidad de los ITS1 viene dada por diferencias tanto de tamafio como de secuencia, debidas
principalmente a que estas regiones pueden incluir distintas combinaciones, en niimero Yy tipo,
de genes que codifican ARN de transferencia (ARNt). Por otro lado, los ITS1 a menudo
presentan una composicion modular que alterna bloques de secuencias (variables o conservadas),
que se cree se debe a procesos de recombinacion homologa (Osorio et al. 2005, Stewart &
Cavanaugh 2007).

Otros marcadores moleculares de interés en microbiologia son los genes que codifican
proteinas esenciales para el funcionamiento general de las células, los llamados genes
“housekeeping”. Entre estos estan el recA, el rpoB, el rpoD y el gyrB, que codifican para la
proteina multifuncional recA, las subunidades beta y sigma 70 de la ARN polimerasa, y la
subunidad beta de la ADN girasa, respectivamente. Estos genes tienen tasas de cambio mas
bajas que otros genes codificantes para proteinas, pero mayores que las de los genes ARNr, por
lo que muestran un grado de resolucion mayor que el ADNr 16S y son mas apropiados que este
para la diferenciacion de especies proximas. Por otra parte, los resultados obtenidos con estos
marcadores suelen ser congruentes con los obtenidos mediante hibridacion ADN-ADN (Mulet
et al. 2010, Yamamoto et al. 1999), y dado que su analisis es facil, rapido y altamente
reproducible, constituyen una alternativa a la hibridacion ADN-ADN a la hora de asignar
aislados bacterianos a especies (Zeigler 2003).

Otra alternativa a la hibridacion ADN-ADN la constituye el analisis de secuencias

multilocus 0 MLSA, consistente en la utilizaciéon de las secuencias concatenadas de varios
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genes “housekeeping” para la realizacion de los analisis filogenéticos. Los datos del MLSA
pueden almacenarse en bases de datos, son comparables entre si, facilmente reproducibles y
muestran una buena correlacion con los resultados de la hibridacion ADN-ADN, mostrando ser
de utilidad para la identificacion y estudio de la filogenia dentro de distintos géneros, como por
ejemplo Ensifer, Pseudomonas y Vibrio (Stackebrand et al. 2002, Thompson et al. 2005, Gevers
et al. 2005, Martens et al. 2008, Mulet et al. 2010). En principio, divergencias de mas del 3% en
la identidad de nucledtidos al utilizarse esta técnica implicaria que las cepas comparadas
pertenecen a especies diferentes (Rosello-Mora 2009). No obstante, en el futuro sera la
secuenciacién de genomas completos la que aportard una indicacion exacta de las relaciones

evolutivas de las distintas especies de microorganismos.

— Meétodos de tipificacion genotipicos

En las tltimas décadas se ha desarrollado toda una variedad de métodos de tipado
molecular basados en la generacion y visualizacion de fragmentos de ADN, presentando una
reproducibilidad y poder de discriminacion mayor que el observado con los métodos fenotipicos.

Los fragmentos de ADN, generados mediante la utilizacion de enzimas de restriccion o
bien mediante amplificacion por PCR, se separan por electroforesis, obteniéndose patrones de
bandas que permiten la diferenciacion de los microorganismos (Vandamme et al. 1996, Tang et
al. 1997, Altinok & Kurt 2003, Ludwig 2007). Entre las técnicas que se basan en la utilizacion
de enzimas de restriccion estan los polimorfismos de longitud de los fragmentos de restriccion
(RFLP) y el ribotipado, en el que los fragmentos generados se revelan mediante sondas de ARN
ribosémico. Entre los basados en la PCR esta la amplificacion aleatoria del ADN (RAPD), con
cebadores que hibridan aleatoriamente en el genoma, y la reaccion en cadena de la polimerasa
de elementos repetitivos (rep-PCR).

Aunque la mayor parte de estas técnicas se utilizan para el tipado de aislados
pertenecientes a una misma especie, en ciertos casos han sido también utilizadas con éxito como
sistemas de identificacion. Entre estas, las mas importantes son la rep-PCR ya mencionada y la
técnica de polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados (AFLP).

La rep-PCR se basa en la amplificacion, mediante cebadores especificos, de las regiones
comprendidas entre secuencias repetitivas altamente conservadas que se dan en un gran nimero
de bacterias, aunque en numero y localizacion variable, como son las secuencias ERIC, de 123
pb (ERIC-PCR), o las secuencias REP, que tienen un tamarfio de 38 pb y una frecuencia mucho
menor que las secuencias ERIC (REP-PCR). Es una técnica sencilla, barata y con alto poder de

discriminacion (Versalovic ef al. 1991).
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La técnica del AFLP se basa en la amplificacion por PCR de fragmentos de ADN
obtenidos por restriccion enzimatica del ADN gendmico, dado que los fragmentos de restriccion
son ligados a adaptadores que proporcionan las dianas para los cebadores durante la PCR. Los
cebadores tienen bases adicionales selectivas que reducen el ntimero de dianas al que se unen
correctamente, dando patrones de bandas menos complejos que otras técnicas como los RFLP o
RAPD. Es una técnica mas laboriosa y costosa que las demas, pero posee una mayor
reproducibilidad y poder de discriminacion, habiéndose descrito un buen niimero de especies de
la familia Vibrionaceae basandose en estudios AFLP, con resultados que concuerdan con los de

la hibridacion ADN-ADN (Vandamme et al. 1996, Ludwig 2007, Beaz-Hidalgo 2008).

— Identificacion mediante PCR con cebadores especificos

La reaccion en cadena de la polimerasa o PCR es una técnica desarrollada por Kary
Mullis en 1983 (Mullis et al. 1986) que permite amplificar de manera selectiva fragmentos del
ADN de un determinado organismo, siempre y cuando se conozcan las secuencias de
nucleotidos que flanquean la region a amplificar (Portal 2003). Por su rapidez, especificidad y
sensibilidad, la PCR se ha convertido en una técnica de gran aplicacion en la identificacion de
microorganismos, resultando de gran utilidad en los casos en los que la caracterizacion
fenotipica no es concluyente o cuando el aislamiento del microorganismo es dificil. Ademas,
permiten la realizacion de un diagnostico rapido del agente patdogeno para poder iniciar el
tratamiento especifico lo antes posible.

La deteccion de bacterias patdgenas mediante PCR se desarrolla en varias etapas. En
primer lugar debe extraerse el ADN de la muestra (cultivos bacterianos, sangre o tejidos de
peces infectados, muestras de agua, etc.). A continuacion tiene lugar la amplificacion en si, que
se desarrolla en tres fases. En la primera fase (desnaturalizacion), el ADN de la muestra es
desnaturalizado, de forma que se encuentre en forma de cadena sencilla. Esto se consigue
aplicando temperaturas de 90-95°C que producen la rotura de los puentes de hidrogeno
intercatenarios, separandose las dos hebras de ADN. Este paso se mantiene unos minutos para
conseguir la completa desnaturalizacion de toda la muestra. En la siguiente fase (hibridacion o
anillamiento) se baja la temperatura hasta un rango de 40-60°C, permitiendo que los cebadores o
primers (oligonucleodtidos sintéticos de unos 15-20 nucleétidos que son complementarios a las
zonas que flanquean la region que se quiere amplificar) se apareen con las secuencias
homologas del ADN de la muestra. En la tercera fase (extension) la enzima ADN polimerasa
sintetiza la nueva cadena de ADN, incorporando nucledtidos en el extremo 3’ del cebador,
utilizando como molde la cadena de ADN previamente desnaturalizada. La ADN polimerasa

mas frecuentemente utilizada es la Tag polimerasa, una enzima aislada de la bacteria termofila
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Thermus aquaticus, capaz de crecer a temperaturas de 79-85°C. La fase de extension suele
realizarse a 72°C, debido a que a esta temperatura la Tag polimerasa alcanza su mayor actividad.
La elevada temperatura 6ptima de esta enzima permite la utilizacion de altas temperaturas para
la union de los cebadores y para la extension, contribuyendo a una mayor especificidad de la
reaccion. Estas tres fases se repiten un nimero determinado de veces (25-40), consiguiéndose de
esta manera un incremento exponencial del nimero de copias del fragmento de ADN delimitado
por los cebadores (amplicon) (Tang et al. 1997, Portal 2003). Finalizada la amplificacion, los
amplicones se separan por tamafio mediante electroforesis en geles de agarosa, y se visualizan
con tincion de bromuro de etidio o similares y luz UV.

En acuicultura se han desarrollado protocolos especificos para el diagndstico de un gran
numero de patogenos de peces, incluyendo especies problemadticas para el cultivo de peces
planos como 4. salmonicida, L. anguillarum, M. marinum, P. anguilliseptica, P. damselae, S.
iniae, T. maritimum o V. harveyi (Buller 2004, Pang et al. 2006), utilizandose para ello una gran
variedad de dianas (ADNTr 168, region ITS1, genes “housekeeping” como el gyrB, etc.). Aunque
la mayor parte de los protocolos descritos se basan en la utilizacidon de la PCR convencional y
sirven para la deteccion de un Uinico microorganismo, también se han desarrollado protocolos
que permiten la deteccion simultanea de varios patogenos (PCR multiple), asi como protocolos
mediante PCR en tiempo real (Del Cerro ef al. 2002b, Romalde 2005). No obstante, dado que
en la PCR la identificacion se realiza en funcion del tamafio del ADN amplificado, incluso en
una PCR multiple el nimero de patéogenos que puede detectarse simultdneamente es limitado
(generalmente no mayor de seis) dada la dificultad de discriminar el tamafio de los amplicones

mediante electroforesis convencional.

— Meétodos basados en la utilizacién de sondas de ADN

Junto con los protocolos de PCR especificos de especie, los métodos basados en la
utilizacion de sondas de ADN constituyen hoy dia las principales herramientas para la
identificacion rapida de patdgenos, utilizandose a distintos niveles taxondmicos. Entre las
técnicas mas utilizadas estan la hibridacion fluorescente in situ (FISH), los microarrays o chips
de ADN y la hibridacion reversa en linea o hibridacion “reverse line blot” (RLB).

La técnica FISH fue desarrollada en la década de 1980. Tras la fijacion y
permeabilizacion de las células bacterianas, estas son identificadas in sifu en la muestra original,
al hibridar intracelularmente las sondas marcadas con fluorocromos con las dianas
(generalmente ADNr). Sondas con distintas especificidades se pueden marcar con distintos
fluorocromos, permitiendo la identificacion de varios patdgenos en una misma muestra (Ludwig

2007).
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En los microarrays de ADN, las sondas especificas son fijadas a superficies solidas,
generalmente de vidrio. A continuacion los productos de PCR o ADN genomico obtenidos a
partir de la muestra de interés son marcados e hibridados con las sondas, detectandose las
hibridaciones mediante fluorescencia. Ademas de para la identificacion de microorganismos, los
microarrays han sido utilizados ampliamente en estudios de expresion génica y en ecologia. En
acuicultura, se han desarrollado varios protocolos que permiten la deteccion simultanea de un
nimero importante de patogenos, como A. salmonicida, L. anguillarum, P. damselae subsp.
damselae, T. maritimum, M. marinum, S. iniae o Yersinia ruckeri (Warsen et al. 2004, Gonzalez
et al. 2004).

Otra técnica basada en el uso de sondas es la hibridacion RLB, descrita originalmente
por Kaufhold et al. (1994). En esta técnica, las sondas son unidas a membranas de nylon
formando lineas paralelas (no puntos). Durante la hibridacidn, los productos de PCR marcados,
obtenidos a partir de las muestras de interés, se colocan en lineas perpendiculares a las sondas,
con lo que se pueden testar simultaneamente multiples muestras con multiples sondas (hasta 43,
segun el modelo de miniblotter utilizado). Se trata de un método mas sencillo de realizar, barato
y flexible que los microarrays de ADN (Kong & Gilbert 2006), que ha sido utilizado con éxito
para la deteccion de multiples virus, bacterias y hongos (Zwart et al. 2003, Coiras et al. 2005,
Zeng et al. 2007), aunque no hay protocolos disponibles para la identificacion de patdogenos de
peces.

La principal ventaja de estas técnicas frente a la PCR con cebadores especificos radica
en que permiten, especialmente en el caso de los microarrays y la hibridacion RLB, Ia
identificacion simultanea de un numero elevado de microorganismos, presentando como

desventajas que son mas laboriosas y costosas.
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Objetivos

Los objetivos perseguidos en la realizacion de este trabajo fueron los siguientes:

Caracterizacion ¢ identificacion de bacterias aisladas asociadas a episodios de
mortalidad en cultivos de tres especies de peces planos de interés en acuicultura: acedia

(D. cuneata), rombo (S. rhombus) y lenguado senegalés (S. senegalensis).

Evaluacion de la virulencia de los aislados obtenidos, mediante la realizacion de

ensayos por inmersion ¢ inyeccion intraperitoneal con cepas representativas.

Desarrollo de métodos moleculares de identificacion rapida basados en la técnica de la
PCR y en la hibridacion RLB, dirigidos contra los principales patogenos bacterianos
encontrados. Evaluacion de su eficacia con cultivos bacterianos puros y de su

aplicabilidad para la deteccion directa de los patégenos en tejidos de peces.
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Material y Métodos

3.1. AISLAMIENTO DE BACTERIAS ASOCIADAS A EPISODIOS DE MORTALIDAD

= Muestreos

Los muestreos se realizaron durante los afios 2004-2007 y afectaron a cultivos de
distintas edades (larvas, alevines, juveniles y adultos) de tres especies de peces planos: acedia
(D. cuneata), rombo (S. rhombus) y lenguado senegalés (S. senegalensis), que presentaban
episodios de mortalidad. En algin caso también fueron muestreados peces aparentemente sanos
y cultivos de artemias o rotiferos.

Las muestras se obtuvieron a partir de 3 piscifactorias situadas a lo largo de la costa de
Huelva. La piscifactoria A (IFAPA Centro Agua del Pino), de donde se obtuvieron la mayor
parte de las muestras, esta situada en Cartaya y se trata de una instalacion experimental donde se
cultivan moluscos, cefalépodos y peces, mantenidos en la mayor parte de los casos a una
temperatura constante de 20°C. Las piscifactorias B y C, situadas en Isla Cristina y Punta
Umbria respectivamente, son instalaciones comerciales dedicadas al cultivo exclusivo de peces,

incluyendo especies como la lubina y la dorada.

= Aislamiento de bacterias asociadas a episodios de mortalidad

Las muestras se tomaron en el momento de las mortalidades, en la mayor parte de los
casos a partir de peces aun vivos. Las larvas, muestreadas en grupos de 10-30 individuos segiin
su edad, fueron sumergidas en povidona yodada (Betadine) durante 10-15 min y entonces
lavadas, trituradas y homogeneizadas en agua de mar estéril. A partir de estas suspensiones se
realizaron diluciones seriadas que fueron sembradas en medio FMM (Pazos et al. 1996). Las
muestras de rotiferos y artemias fueron diluidas y sembradas en el mismo medio de cultivo.

El aislamiento bacteriano a partir de alevines, juveniles y adultos se realizo por siembra
directa en FMM a partir de lesiones externas, higado y rifion, tras lavar la superficie del pez con
etanol 70%. Las placas se incubaron a una temperatura de 20°C, durante 1-7 dias. Las
resiembras se realizaron en FMM en el caso de las cepas de T. maritimum y en medio TSA
(Difco) con agua de mar (TSA-SW) en los demas casos, hasta la obtencion de cultivos puros.
En los casos en que los peces presentaban lesiones externas se realizaron improntas con
portaobjetos, que fueron tefiidas con azul de metileno (Panreac) y observadas al microscopio.

Los aislados bacterianos obtenidos fueron conservados a -80°C en una solucion de agua

de mar estéril con glicerol al 20%.
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3.2. ESTABLECIMIENTO DE FENONES Y EVALUACION DE LA VIRULENCIA

= Establecimiento de fenones

Los aislados obtenidos se sometieron a una caracterizacion fenotipica preliminar con el
fin de ser clasificados en fenones o grupos de aislados fenotipicamente similares. Los caracteres
utilizados fueron: morfologia celular, morfologia de la colonia, caracter Gram, oxidasa, catalasa,
movilidad, test de actividad metabodlica oxidativa/fermentativa (OF), crecimiento en agar TCBS,
requerimiento de agua de mar para el crecimiento, indol, arginina dihidrolasa, lisina y ornitina
decarboxilasa, sensibilidad a los agentes quimioterapicos 0129, novobiocina y ampicilina, asi
como las pruebas incluidas en el sistema miniaturizado API 20E (bioMérieux). La realizacion
de estos test se explica en detalle en la parte 3.3 de este trabajo. Con los datos fenotipicos
obtenidos se realizd un dendrograma, utilizando el programa MEGA v.3.0 y el algoritmo

UPGMA.

=  Evaluacion de la virulencia de los aislados

La virulencia de los aislados se estim6 mediante un ensayo por inyeccion intraperitoneal
de una dosis fija de 10° UFC/pez, utilizando representantes de los principales fenones
encontrados. Los fenones virulentos fueron sometidos a ensayos por inmersion con una dosis
fija de 10" UFC/ml. Finalmente, el grado de virulencia, expresado como dosis letal 50 (DLsy),
fue determinado Ginicamente en aquellos fenones que provocaron mortalidad por las dos rutas de

infeccion utilizadas. En alglin caso se realizaron ademas otros ensayos adicionales.

—  Preparacion de los indculos

Las cepas utilizadas fueron crecidas en caldo FMM a 20°C, recolectadas por
centrifugacion a 13.200 rpm durante 2 min, lavadas en PBS estéril y finalmente resuspendidas
en PBS (y posteriormente en agua de mar filtrada en el caso de los ensayos por inmersion) en la
concentracion adecuada.

La concentracion bacteriana en los cultivos se estimdé mediante lectura de la densidad
optica o absorbancia a 600 nm (Absggp) con un espectrofotometro NanoDrop 1000. Los valores
de absorbancia se interpretaron de acuerdo a una curva patron previamente obtenida,
considerandose que un cultivo en fase exponencial con una Absgo de 0,5 tiene una

concentracion bacteriana de aproximadamente 10° UFC/ml. Para determinar si la dosis real de
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bacterias en el indculo era la correcta se realizaron diluciones decimales seriadas de la

suspension original, sembrandose 0,1 ml de cada una de estas en placas de FMM.

— Ensayos por inyeccion intraperitoneal con una tinica dosis

Para cada cepa ensayada se utilizaron dos grupos de 10 peces (acedias): uno de alevines
con un peso aproximado de 2 g y otro de juveniles con un peso de aproximadamente 15 g, todos
ellos procedentes de la piscifactoria A y aparentemente sanos. Los peces fueron anestesiados
con fenoxietanol (diluido 1:1000) e inoculados intraperitonealmente con una unica dosis de 10°
UFC/pez, en un volumen de 0,05-0,1 ml. Como control se utilizaron peces inoculados con PBS
estéril. Los peces se mantuvieron sin alimentacion en tanques de 18 1 en circuito abierto a 20°C,
con flujo continuo de agua de mar sometida a filtracion y tratamiento con luz ultravioleta, y
aireacion constante. Las muertes se registraron diariamente durante un periodo de 18 dias. Los
animales muertos fueron retirados de los tanques y examinados con vistas a la recuperacion del

patogeno a partir de érganos internos.

— Ensayos por inmersion con una unica dosis

Para cada cepa se utilizaron 1-2 grupos de 10 alevines de acedia de aproximadamente 4
g de peso. Los peces se mantuvieron en una suspension bacteriana con 10’ UFC/ml, en vasos de
precipitados de 600 ml con aireacion y a 20°C, durante 18 h de acuerdo al procedimiento
descrito por Avendafo-Herrera ef al. (2006a). Se incluyd también un grupo control. Tras la
exposicion los peces fueron trasladados a tanques de 18 1, manteniéndose durante 18 dias en las
mismas condiciones descritas para los ensayos por inyeccion intraperitoneal.

En el caso de ciertos aislados, se realizé también un ensayo con larvas de acedia de 20
dias. Las condiciones fueron basicamente las mismas, pero en este caso los grupos estaban
compuestos por 100 larvas, la dosis bacteriana fue menor (10° UFC/ml) y el ensayo tuvo una

duracion de 5 dias.

— Calculo de la dosis letal 50 (DLs)

La DLs, se define como la cantidad minima de bacterias que, administradas por una ruta
de infeccion adecuada a animales susceptibles, son necesarias para provocar la muerte de la
mitad de estos, al término de un periodo de tiempo dado.

Para calcular la LDs, los peces fueron mantenidos durante 18 h en suspensiones

bacterianas de 10*, 10°, 10° y 10" UFC/ml. Para cada dosis se ensayaron simultineamente dos
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grupos de 10 alevines de acedia de 1 g. En cada ensayo se incluyd un grupo control. Tras la
exposicion los peces fueron trasladados a tanques de 18 1, manteniéndose durante 10 dias en las
condiciones ya descritas. Finalizado el ensayo, se calculo la media de mortalidad obtenida en
cada dosis, utilizandose estos valores para el calculo de la DLsy. En el caso de P. damselae
subsp. piscicida, la DLs, fue calculada también mediante inyeccion intraperitoneal de distintas
dosis de bacteria (10'-10* UFC/pez) en alevines de 3 g. La determinacion de la DLs, se realizo

con el método de Reed & Muench (1938) como se detalla a continuacion:

1. Calculo de los porcentajes de mortalidad: en primer lugar, se anota el numero de peces
vivos y muertos observados en cada una de las dosis ensayadas. A continuacion se hace
el calculo acumulativo de vivos y muertos en cada grupo, acumulando los vivos de dosis
mayor a menor y los muertos en sentido inverso. A partir de estos datos se calcula el
porcentaje de mortalidad de cada una de las dosis.

2. Calculo del factor de proporcionalidad (P), mediante la siguiente formula: P =
(porcentaje de mortalidad superior al 50%) - 50 / (porcentaje de mortalidad superior al
50%) - (porcentaje de mortalidad inferior al 50%).

3. Al logaritmo de la dosis que mostr6 el porcentaje de mortalidad por encima del 50% se
le resta el valor del factor de proporcionalidad. El antilogaritmo del valor resultante es la

DLs,.
3.3. IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE LOS FENONES
= Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Para identificar las bacterias asociadas a los episodios de mortalidad estudiados se
realizé una caracterizacion en mayor profundidad de aislados representativos de cada uno de los
fenones establecidos, asi como de algunas de las cepas no incluidas en los mismos. También se
utilizaron cepas de referencia provenientes de distintas colecciones de cultivo. Todas las cepas

se sembraron en TSA-SW, salvo las de T. maritimum que se crecieron en FMM, incubandose a

20°C.

= Caracterizacion fenotipica

La caracterizacion fenotipica de los aislados se llevo a cabo utilizando simultdneamente

métodos convencionales de cultivo en tubo y placa, siguiendo los protocolos descritos por Mc
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Faddin (1980) y Smibert & Krieg (1981), asi como los sistemas miniaturizados API 20E, API
20NE, API ZYM (bioMérieux), y el sistema de identificacion microbiana BIOLOG (BIOLOG).

— Metodologia clésica

Las pruebas morfoldgicas, bioquimicas y fisiologicas utilizadas para la identificacion de
los aislados mediante métodos clasicos se indican a continuacion. Los periodos de incubacion
fueron de 48 h, si no se indica otro periodo, a una temperatura de 20°C. La composicion de los

medios de cultivo y reactivos utilizados se detalla en el Anexo L.

e Morfologia y movilidad celular: se determinaron mediante observacion directa al
microscopio de contraste de fases de una suspension bacteriana en PBS, obtenida a partir

de un cultivo fresco en placa.

e Gram: se determinod mediante el método propuesto por Buck (1982). Se disgrega con un
asa una colonia de un cultivo joven en un portaobjetos y se afiaden unas gotas de KOH al
3%. Las bacterias Gram negativas producen un aumento de la viscosidad de la solucion,

las Gram positivas no.

* Oxidasa: se realizo mediante el método de Kovacs (1956). Esta prueba se utiliza para
determinar la presencia de la enzima citocromo-oxidasa, que cataliza la oxidacion del
citocromo C, utilizando oxigeno molecular (O2) como aceptor de electrones. Sobre un
papel de filtro impregnado con el reactivo de Kovacs (bioMérieux) se deposita una
colonia de un cultivo joven. En presencia de oxigeno atmosférico, la enzima oxida la
fenilenediamina del reactivo a un compuesto violeta, el indofenol, en unos 10-30 s. La
aparicion de este color en torno a la colonia al cabo de ese tiempo indica una prueba

positiva. La enzima se da en organismos aerobios pero no en anaerobios estrictos.

e Catalasa: la presencia de esta enzima, que cataliza la descomposicion del perdxido de
hidrogeno (H,O,) en agua y oxigeno, se determind resuspendiendo una colonia en unas
gotas de perdxido de hidrogeno al 3%. La formacion de burbujas indica la presencia de la

enzima.

* Oxidacion-fermentacion de la glucosa (OF): se realizo utilizando el medio basal OF de
Hugh & Leifson (1953) pH 6,8 (Difco) suplementado con glucosa (1%), extracto de
levadura (0,1%) y utilizando agua de mar estéril en vez de agua destilada. Para evitar la

caramelizacion del azucar el medio fue autoclavado a 110°C durante 10 min. Con
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bacterias de la familia Flavobacteriaceae también se utiliz6 el medio ZOF, adaptado para
bacterias marinas (Lemos et al. 1985). El microorganismo es inoculado en dos tubos con
el medio, uno de los cuales es mantenido en aerobiosis, mientras el otro se mantiene en
condiciones anaerobicas mediante la adicion de vaselina estéril (Panreac). Si el
microorganismo cataboliza la glucosa por fermentacion, producira acido a partir de la
misma independientemente de la presencia de oxigeno, con lo que el color del medio
virara a amarillo en los dos tubos. En ambos tubos se podra ver asimismo crecimiento. Si
tiene metabolismo oxidativo, Unicamente virard y se vera crecimiento en el tubo
mantenido en condiciones aerobias. Si la bacteria no utiliza la glucosa como fuente de

carbono, ninguno de los tubos virara.

* Decarboxilacion de aminodcidos: se utiliz6 el medio base Decarboxilasa de Moeller
(Moeller 1955) (Difco), afiadiéndole los aminoacidos L-arginina, L-lisina o L-ornitina a
una concentracion final del 1%, usando agua de mar estéril en vez de agua destilada, y
ajustandose el pH a 6. Con esta prueba se pone de manifiesto la capacidad de un
microorganismo para realizar la decarboxilaciéon enzimatica de un aminoacido
produciendo aminas, con la consiguiente alcalinizacién del medio. La reaccién ocurre en
anaerobiosis, por lo que los tubos van sellados con vaselina. Tras la incubacion, la
presencia de turbidez y la alcalinizacion del medio (viraje a color purpura o violeta)
indican una reaccion positiva. La reaccion es negativa si no se producen cambios o el

medio vira a amarillo (acidificacion debida a la fermentacion de la glucosa).

o Utilizacion del citrato: se realizé en el medio Citrato de Simmons (Simmons 1926), en
tubos de agar inclinados. Con esta prucba se determina la capacidad de un
microorganismo para utilizar el citrato soédico como uUnica fuente de carbono. Su

utilizacion provoca una alcalinizacion del medio, virando el medio a azul.

* Produccion de indol: esta prueba permite detectar la enzima triptofanasa, que actia sobre
el aminoacido triptofano produciendo indol y alanina. El microorganismo se inocula en
caldo de triptona, con un alto contenido en triptofano. Tras la incubacion, la adiccion del
reactivo de Kovacs (Kovacs 1928) (Panreac) permite detectar el indol generado mediante
la aparicion de un anillo rojo en la parte superior del tubo. Si el anillo es de color amarillo

la prueba es negativa.

e Prueba del rojo metilo: el metabolismo de la glucosa en bacterias puede seguir varios
ciclos, uno de los cuales es la fermentacion acido mixta, en la que los productos finales
son acidos organicos (acidos formico, acético, lactico, etc.). Estos provocan un fuerte

descenso del pH inicial del medio que puede detectarse mediante el indicador rojo de
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metilo. Para la realizacion de esta prueba, el microorganismo se inocula en el medio de
Clark & Lubs (1915), incubandose como minimo durante 48 h (un periodo de incubacion
menor puede dar lugar a falsos positivos). Se afiaden unas gotas de rojo de metilo al

medio. Si este vira a rojo, la prueba es positiva, si permanece amarillo es negativa.

e Prueba de Voges-Proskauer: otra via de degradacion de la glucosa es la fermentacion
butano-diolica, en la que se produce 2,3 butanediol (neutro) como principal producto
terminal. La prueba se basa en la deteccion de la acetoina, un compuesto intermediario en
esta ruta. EI microorganismo se incuba en el medio de Clark & Lubs (1915), tras lo cual
se anaden los reactivos VP de Barrit (VP1 y VP2, por este orden). El resultado se
considera positivo si al cabo de 10-15 min aparece una coloracién marrén-rojiza en la

parte superior del tubo.

* Gas de glucosa: con esta prueba se determina la produccion de acido y gas en el
metabolismo de la glucosa. Se inocula el microorganismo en caldo base rojo fenol con
glucosa al 1% y una campana de Durham. La producciéon de 4cido provoca el viraje del

medio a amarillo. La aparicion de burbujas en la campana indica la produccion de gas.

* Produccion de dacido a partir de aziicares: con esta prueba se determina si la bacteria es
capaz de producir 4cido al utilizar distintos azucares. Se utilizo el medio OF descrito por
Hugh & Leifson (1953) modificado, con una mayor concentracion de agar y distribuido
en placas. Los azucares utilizados fueron manosa, manitol, sorbitol, arabinosa, sacarosa,
celobiosa, lactosa y salicina, a una concentracion final del 1% (0,5% en el caso de la
salicina). Tras una incubacion de 24 h, si el azucar es utilizado, el medio se acidifica,

virando a amarillo.

* Reduccion de nitratos: sirve para determinar la capacidad de un microorganismo de
reducir el nitrato (NO3’) en nitrito (NO,"). Este ultimo puede a su vez ser reducido a
nitroégeno libre (N,) gaseoso (desnitrificacion). Para la realizacion de la prueba, se inocula
la bacteria en el caldo nitrato. Con aislados de la familia Flavobacteriaceae, este se hizo
con agua de mar estéril. Tras una incubacion de 24 h, se adicionan los reactivos A y B de
Griess-llosvay, que reaccionan con el nitrito dando una coloracion roja (prueba positiva).
Si la prueba resulta negativa se afiade al tubo polvo de zinc, que reduce el nitrato a nitrito.
Si la bacteria no redujo el nitrato del medio, tras la adicion del zinc aparecera una
coloracion rojiza. Si no se desarrolla color, el nitrato fue reducido a nitrito y este a su vez

en nitrogeno libre (detectable con una campana de Durham).
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* Hidrolisis de la gelatina: con esta prueba se determina la capacidad de producir enzimas
proteoliticas que lictian la gelatina (gelatinasas). Como medio basal se us6 TSA-2 o
FMM (familia Flavobacteriaceae), afiadiéndosele gelatina al 0,4%. Tras la incubacion se
inunda la placa con el reactivo de Frazier (Frazier 1926), que provoca la precipitacion de
proteinas. La aparicion de halos mas claros en torno a las colonias indica que la gelatina

ha sido hidrolizada.

* Hidrdlisis del almidon: se utiliza para determinar la presencia de la enzima amilasa,
necesaria para que la bacteria pueda utilizar el almidon. Los aislados fueron sembrados
en TSA-2 o FMM (familia Flavobacteriaceae) suplementado con almidon al 0,4%. Tras
la incubacion, se inunda la placa con lugol, que tifie de color violeta el almidon. La

aparicion de halos en torno a las colonias indica un resultado positivo.

* Lipasa: para detectar la presencia de enzimas lipasa. Se llevo a cabo utilizando TSA-2 o
FMM (familia Flavobacteriaceae) suplementado con tween 80 al 1% y CaCl, al 0,01%.
El tween 80 y el medio base se esterilizan por separado, mezclandose a continuacion.
Tras una incubacién de al menos 48 h, la aparicion de un halo opaco (cristales de oleato

calcico) en torno a las colonias indica un resultado positivo.

* Hidrolisis de la esculina: se utiliza para determinar la capacidad de un organismo de
hidrolizar el glucésido esculina a esculetina y glucosa. Se utilizaron placas de AN o
FMM con esculina al 0,1% y citrato férrico al 0,05%. La apariciéon de un halo negruzco
en torno a la colonia, debido a que la combinacién de la esculetina con los iones hierro
lleva a la formacién de un complejo de color marrén oscuro-negro, se considera un

resultado positivo.

e Hidrdlisis de la caseina: para detectar la enzima caseinasa, que cataliza la hidrélisis de la
proteina caseina en aminoacidos. Se utilizd AN suplementado con caseina al 2%. Para
preparar este medio se preparan dos soluciones de igual volumen concentradas al doble,
una de leche descremada (4%) y la otra de AN-1, que se esterilizan separadamente,
mezclandose a continuacion. La aparicion de halos claros en torno a las colonias tras la

incubacion se considera como resultado positivo.

* Hidrolisis de la urea: se utiliza para detectar la enzima ureasa, que cataliza la hidrolisis
de la urea formando dos moléculas de amoniaco. Se utiliza el medio urea de Christensen,
sin agar. Debido a que se degrada con el calor, la urea se esteriliza separadamente por
filtracion (Millipore 0,45u), anadiéndose al medio de cultivo, ya autoclavado, una vez

que este se ha enfriado (50°C). La incubacion puede prolongarse entre 1-6 dias. La
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produccion de amoniaco por los microorganismos ureasa positivos provoca una
alcalinizacion del medio de cultivo, virando el indicador de pH adicionado al medio (rojo
fenol) a rojo-violeta. Los microorganismos ureasa negativos no viran el color del medio,

que permanece amarillo.

Produccion de hemolisinas: la presencia de enzimas hemoliticas se evalud utilizando el
medio agar Columbia con sangre de cordero al 5% (BBL). Alfa hemolisis: se observa una
zona poco definida de destruccion parcial de los eritrocitos alrededor de la colonia, a
menudo acompaiiada de una coloracion verde a marréon del medio. Beta hemolisis: se
observa un halo claro alrededor de las colonias, debido a la destruccion completa de los
eritrocitos. En agar Columbia puede también aparecer una coloracion verdosa en el

medio.

Crecimiento en TCBS: debido a su pH alcalino y a la inclusion de sales biliares, este
medio se utiliza para el aislamiento selectivo del género Vibrio, principalmente. Las
colonias pueden ser amarillas o verdes, en funcion de que el microorganismo utilice o no

la sacarosa del medio.

Crecimiento a distintas temperaturas: los microorganismos se sembraron en TSA-SW o
FMM (familia Flavobacteriaceae), incubandose en un rango de temperaturas de entre 4 y

44°C durante 10 dias.

Requerimiento de sodio y agua de mar para el crecimiento: el requerimiento de sodio se
determin6 sembrando los aislados en medio basal con distintas concentraciones de NaCl
(0, 3, 6, 8, 10, 12%). El requerimiento de agua de mar se determind en caldo FMM con
diferentes concentraciones de agua de mar (rango 10%-100%) y en TSA suplementado

con NaCl al 1%. Los cultivos se incubaron a 20°C durante 10 dias.

Prueba de la flexirrubina: esta prueba permite detectar la presencia de pigmentos tipo
Flexirrubina, presentes en la pared celular de algunos microorganismos de la familia
Flavobacteriaceae. Se realizé de acuerdo al método propuesto por Bernardet ef al. (2002).
En un portaobjetos se hace un frotis con colonias de 3 dias, inundandose a continuacion
con una solucion de KOH al 20%. Dado que en este tipo de pigmentos el color depende
del pH, si la colonia vira inmediatamente a un color rojizo-pirpura o marrén, la prueba es
positiva. La colonia vuelve a su color original si se elimina el KOH y se afiade una

solucion acida. Si los pigmentos son de tipo carotenoides el color no varia con el pH.

Absorcion de Rojo Congo: se realizd de acuerdo al método propuesto por Bernardet et al.

(2002). Las colonias crecidas en placa son cubiertas por una solucion de Rojo Congo
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(Sigma) al 0,01%. Tras dos minutos, las colonias son aclaradas con agua. Si desarrollan
un color rojo, la prueba es positiva. En el caso de Flavobacterium columnare, el material

tefiido son los glicanos galactosamina, extracelulares (Johnson & Chilton 1966).

* Deteccion de pigmentos fluorescentes: se utilizo el medio de cultivo King B (Agar F)
(Difco) (King et al. 1954). Este medio incorpora glicerol, que favorece la produccion de
pigmentos, y peptonas ricas en fosforo, que favorecen la produccion de fluoresceina o
pioverdina, un pigmento fluorescente amarillo-verdoso difusible en el medio de cultivo.
Tras la incubacion de las placas, la produccion del pigmento se detecta con luz

ultravioleta (254 nm).

* Deteccion de piocianina: la piocianina es un pigmento azul verdoso no fluorescente
difusible en el medio de cultivo. Para su deteccion se siembran las cepas en el medio de
cultivo King A (Agar P) (Difco). Este medio contiene también glicerol, pero a diferencia
del King B, incorpora peptonas con bajo contenido en fésforo, minimizdndose asi la
produccion de fluoresceina, que podria enmascarar la de piocianina. Tras la incubacidn,
la presencia del pigmento puede confirmarse afiadiendo varias gotas de cloroformo en la

placa. Dado que el pigmento es soluble en cloroformo, este tomara una tonalidad azul.

* Luminiscencia: se determindé de acuerdo al método propuesto por Buller (2004). Los

aislados fueron sembrados en agar luminiscente y observados en completa oscuridad tras

18 y 24h de incubacion a 20°C.

— Sistemas miniaturizados API 20E, API 20NE y API ZYM

Los sistemas miniaturizados API 20E, API 20NE y API ZYM consisten en galerias de
20 microtubos que contienen sustratos deshidratados que se inoculan con suspensiones
bacterianas, reconstituyéndose entonces los test (Tabla 3). Las reacciones producidas durante el
periodo de incubacién se traducen en cambios de color espontaneos o revelados mediante la
adicion de reactivos, o en la aparicion de turbidez en el medio.

El API 20E es un sistema de identificacion para bacterias de la familia
Enterobacteriaceae y otros bacilos Gram negativos no exigentes. El API 20NE identifica
bacilos Gram negativos no enterobacterias y no fastidiosos. Por ultimo, el API ZYM es un
método semicuantitativo de investigacion de actividades enzimaticas. Cada sistema se utilizo de
acuerdo a las instrucciones del fabricante, excepto que los indculos se hicieron con agua de mar

y la temperatura de incubacion fue de 20°C. Los inoculos se ajustaron a una densidad similar al
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patron 5 de la escala de McFarland (1,5 x 10° células/ml), excepto en el caso del API 20NE, que

se ajustaron al 0,5 (1,5 x 10® células/ml). La lectura de los resultados se realizé a las 48 h.

Tabla 3. Test de los sistemas miniaturizados API 20E, API 20NE y API ZYM.

API 20E API 20NE APIZYM

Test Reaccion/enzima Test Reaccion/enzima Test  Enzima

ONPG B-galactosidasa NO; Reduccion de nitratos 1 Control negativo

ADH Arginina dihidrolasa TRP Produccién de indol 2 Fosfatasa alcalina

LDC Lisina decarboxilasa GLU Fermentacion glucosa 3 Esterasa (C4)

OoDC Ornitina decarboxilasa ADH Arginina dihidrolasa 4 Esterasa lipasa (C8)

CIT Utilizacién del citrato URE Ureasa 5 Lipasa (C14)

H.S Produccion de H,S ESC Hidrolisis esculina 6 Leucina arilamidasa

URE Ureasa GEL Hidrolisis gelatina 7 Valina arilamidasa

TDA Triptofano desaminasa PNPG B-galactosidasa 8 Cistina arilamidasa

IND Produccién de indol GLU Asimilacion glucosa 9 Tripsina

VP Produccion de acetoina ARA Asimilacion arabinosa 10 a-quimotripsina

GEL Hidrolisis gelatina MNE Asimilaciéon manosa 11 Fosfatasa acida

GLU Fermentacion/oxidacion MAN Asimilacion manitol 12 Naftol-AS-BI-
glucosa fosfosfohidrolasa

MAN Fermentacion/oxidacién NAG Asimilacion N-acetil- 13 a-galactosidasa
manitol glucosamina

INO Fermentacion/oxidacion MAL Asimilacion maltosa 14 B-galactosidasa
inositol

SOR Fermentacion/oxidacion GNT Asimilacion gluconato 15 B-glucuronidasa
sorbitol potasico

RHA Fermentacion/oxidacién CAP Asimilacion acido céprico 16 a-glucosidasa
rhamnosa

SAC Fermentacion/oxidacion ADI Asimilacion acido adipico 17 B-glucosidasa
sacarosa

MEL Fermentacion/oxidacion MLT Asimilacion acido malico 18 N-acetil-B-glucosaminidasa
melibiosa

AMY Fermentacion/oxidacion CIT Asimilacion citrato 19 a-mannosidasa
amygdalina trisodico

ARA Fermentacion/oxidacion PAC Asimilacion acido 20 a-fucosidasa
arabinosa fenilacético

NO; Reduccion de nitratos

N, Desnitrificacion

— Sistema BIOLOG

Se trata de un sistema que permite la identificacion de bacterias Gram negativas y Gram
positivas, asi como levaduras y mohos. La identificacion se basa en el perfil de utilizacion de
fuentes de carbono, utilizandose microplacas con 96 pocillos, 95 de los cuales contienen una
fuente de carbono Unica y un indicador de actividad respiratoria, el cloruro de tetrazolium. Si la
fuente de carbono de un pocillo es utilizada por el microorganismo, el cloruro de tetrazolium es
reducido de forma irreversible a formazan, de color violeta. Las fuentes de carbono utilizadas se
indican en la Tabla 4.

El protocolo utilizado en la mayor parte de los casos fue el indicado por el fabricante.
Los microorganismos Gram negativos fueron crecidos en medio BUG suplementado con sangre
de cordero (5%), incubados 24h a 30°C, y resuspendidos en el fluido de inoculacion GN/GP,

ajustandose la turbidez al 52%. La suspension bacteriana fue entonces distribuida en placas
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GN2, incubandose durante 24h a 30°C. Las placas se leyeron con el sistema BIOLOG MicroLog
3 MicroStation. Los resultados fueron interpretados con la base de datos y software MicroLog 3
v.4.20.05. El protocolo utilizado con cepas incapaces de crecer a 30°C o que necesitan agua de
mar para su crecimiento (especies no incluidas en la base de datos BIOLOG. Ej. V. tapetis) fue
similar, con algunas modificaciones: los aislados fueron crecidos en TSA-SW e incubados a
20°C. Como fluido de inoculacion se utilizo agua de mar estéril, y las placas fueron incubadas
durante 24-96 h a 20°C. Varias cepas de referencia de los géneros Vibrio, Photobacterium y

Pseudomonas fueron incluidas como controles positivos.

Tabla 4. Fuentes de carbono incluidas en las microplacas GN2 del sistema BIOLOG.

Polimeros a-ciclodextrina, dextrina, glicogeno, tween Amidas Acido succinamico, glucuronamida, L-
40, tween 80 alaninamida

Azlcares y N-acetil-D-galactosamina, N-acetil-D- Aminoacidos, D-alanina, L-alanina, L-alanil-glicina, L-

derivados glucosamina, adonitol, L-arabinosa, D- péptidos y asparagina, acido L-aspartico, acido L-
arabitol, D-celobiosa, i-eritritol, D-fructosa, relacionados glutamico, acido glicil-L-aspartico, acido
L-fucosa, D-galactosa, gentiobiosa, a-D- glicil-L-glutamico, L-histidina, hidroxi-L-
glucosa, m-inositol, a-D-lactosa, lactulosa, prolina, L-leucina, L-ornitina, L-
maltosa, D-manitol, D-manosa, D- fenilalanina, L-prolina, acido L-
melibiosa, B-metil-D-glucosido, D-psicosa, piroglutamico, D-serina, L-serina, L-
D-rafinosa, L-ramnosa, D-sorbitol, treonina, D,L-carnitina, acido y-
sacarosa, D-trehalosa, turanosa, xylitol aminobutirico, acido urocanico

Metil-ésteres Metil piruvato, mono-metil-succinato Nucleosidos Inosina, uridina, timidina

Acidos Acido acético, acido cis-aconitico, acido Aminas Fenietilamina, putrescina

carboxilicos citrico, acido formico, lactona de acido D- Alcoholes 2-aminoetanol, 2,3-butanodiol, glicerol
galactonico, acido D-galacturénico, acido
D-gluconico, dcido D-glucosaminico, dcido Azlcares- D,L-a-glicerol fosfato, glucosa-1-fosfato,
D-glucurénico, acido a-hidroxibutirico, fosfato glucosa-6-fosfato

acido B-hidroxibutirico, acido y-
hidroxibutirico, cido p-hidroxi-
fenilacético, acido itaconico, acido a-ceto
butirico, acido a-ceto glutarico, acido a-
ceto valérico, acido D,L-lactico, acido
malonico, acido propiodnico, acido quinico,
acido D-sacarico, acido sebacico, acido
succinico, acido bromo-succinico

— Sensibilidad a antibidticos y quimioterapicos

La sensibilidad de los aislados a distintos agentes quimioterapicos se determinéd
utilizando la técnica de difusion en placa con discos impregnados (Bauer et al. 1966) en placas
de agar Mueller-Hinton (Difco) suplementadas con NaCl (2%). En el caso de miembros de la
familia Flavobacteriaceae, se utilizaron placas de FMM (Avendafio-Herrera et al. 2005). Las
cepas se resuspendieron en PBS hasta alcanzar una turbidez similar al patron 5 de la escala de
McFarland, sembrandose entonces en las placas con un hisopo estéril. Después de 15 minutos a
temperatura ambiente, se colocaron los discos comerciales (Oxoid) de los siguientes agentes
antimicrobianos (pg/disco): ampicilina (10), compuesto vibriostatico O129 (10, 150) y

novobiocina (30). La lectura de las placas se realizo tras un periodo de incubacion de 48h a
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20°C. La aparicion de halos de inhibicion del crecimiento en torno a los discos indica

sensibilidad de esa cepa al agente quimioterapico.

Caracterizacion serolégica

Antisueros utilizados

Los antisueros utilizados fueron cedidos por las doctoras Alicia E. Toranzo e Ysabel

Santos y el doctor Jestis L. Romalde de la Universidad de Santiago de Compostela. En todos los

casos se trata de anticuerpos policlonales obtenidos con conejos de raza Nueva Zelanda

siguiendo la metodologia descrita por Serensen & Larsen (1986). Se emplearon los siguientes

antisueros:

Anti-ATCC 17911. Antisuero obtenido de animales inmunizados con la cepa
Photobacterium damselae subsp. piscicida ATCC 17911, aislada de perca. Detecta todas

las cepas conocidas de esta subespecie.

Anti-NCIMB 14368. Antisuero obtenido de animales inmunizados con la cepa

Tenacibaculum soleae NCIMB 14368 (cepa tipo), aislada de lenguado.

Anti-PC503.1. Antisuero obtenido de animales inmunizados con la cepa Tenacibaculum
maritimum PC503.1, aislada de lenguado. Presenta reactividad especifica frente al

serotipo O1 de esta especie.

Anti-PC424.1. Antisuero obtenido de animales inmunizados con la cepa 7. maritimum
PC424.1, aislada de rodaballo. Presenta reactividad especifica frente al serotipo O2 de

esta especie.

Anti-ACCI13.1. Antisuero obtenido de animales inmunizados con la cepa 7. maritimum
ACC13.1, aislada de lenguado. Presenta reactividad especifica frente al serotipo O3 de

esta especie.

Anti-CECT 4600. Antisuero obtenido de animales inmunizados con la cepa Vibrio tapetis
CECT 4600 (cepa tipo), aislada de almeja. Reacciona con la mayoria de las cepas de esta

especie.
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e Anti-0202RD. Antisuero obtenido de animales inmunizados con la cepa V. tapetis
0202RD, aislada de almeja, y que parece representar un serotipo distinto dentro de esta

especie (no reacciona con el antisuero Anti-CECT 4600).

e Anti-6087. Antisuero obtenido de animales inmunizados con la cepa V. tapetis 6087,
aislada de halibut. Esta cepa parece representar un serotipo distinto dentro de esta especie,
si bien algunos autores han reportado resultados positivos con el antisuero Anti-CECT

4600.

— Antigenos utilizados

Se utilizaron tanto células bacterianas enteras como antigenos O. En el primer caso, se
resuspendieron colonias crecidas en placa en solucion salina estéril (NaCl 0,9% pH 7,4),
ajustandose a una turbidez similar al patron n° 4 de la escala de McFarland (aproximadamente
10° células/ml). En el segundo caso, las suspensiones bacterianas en soluciéon salina se
calentaron a 100°C durante 1h, guardandose a 4°C hasta su utilizacién. De esta manera se
eliminan antigenos termolabiles como el capsular (K) o el flagelar (H), quedando solo el

antigeno somatico (O), termoestable.

— Aglutinacion en portaobjetos

Se realiz6 de acuerdo al método propuesto por Toranzo et al. (1987). En un portaobjetos
se mezclan volumenes iguales (20 ul) de suspension antigénica (células enteras o antigenos O) y
antisuero. Como control negativo se utilizd suero de conejo no inmune mezclado con la
suspension antigénica. Solo una aglutinacion rapida y clara se consider6 un resultado positivo.
Una aglutinacion débil al cabo de unos minutos se considerd negativo. Como control de

autoaglutinacion, se mezcld la suspension antigénica con solucion salina estéril.

— Ensayo “Dot-Blot”

Se realiz6 basicamente de acuerdo al método propuesto por Cipriano et al. (1985). Se
utilizaron antigenos O y células enteras, estas ultimas inactivadas con formol para evitar
interferencias por la actividad fosfatasa propia de las bacterias. La inactivacion se llevo a cabo
resuspendiéndose las colonias en PBS con formaldehido al 0,7%, con una turbidez similar al

patron n° 4 de la escala de McFarland. Tras 1 h a 4°C, se lavaron dos veces en solucion salina
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estéril, resuspendiéndose finalmente en esta solucion. El ensayo Dot-Blot se llevo a cabo como

se describe a continuacion:

1. En una membrana de ésteres de celulosa (Millipore) previamente humedecida en PBS y
secada al aire, depositar 1 pl de la suspension antigénica y 1 pl de PBS (control
negativo).

2. Incubar la membrana en TBS con gelatina al 3% (solucion bloqueante) durante 1h a 25
°C. Todas las soluciones con gelatina deben calentarse previamente a 37°C para
disolverla.

Lavar la membrana dos veces con TTBS (TBS con tween 20 al 0,05%).

4. Incubar la membrana con una solucion del antisuero de conejo correspondiente durante
1 h. El antisuero va diluido 1:1000 en TBS con gelatina al 1%. Como control negativo,
también fue usado suero no inmune.

5. Retirar el antisuero y lavar la membrana dos veces con TTBS (15 min).

6. Incubar la membrana durante 1 h con suero comercial anti-inmunoglobulina G de
conejo conjugado con fosfatasa alcalina (Biorad). El antisuero va diluido 1:3000 en
TBS con gelatina al 1%.

7. Lavar la membrana dos veces con TTBS y una vez con TBS.

8. Para realizar el revelado, incubar la membrana en 100 ml de tampdn carbonato con 700
pul de NBT (0,03% en N,N dimetilformamida) y 1 ml de BCIP (0,015% en N,N
dimetilformamida) hasta el desarrollo del color. El revelado se detiene con bafos de
agua destilada. Se consideran positivas las reacciones con una intensidad de color

similar a las obtenidas con la cepa homologa.

= Secuenciacion de genes ribosomicos y “housekeeping”. Analisis filogenético.

—  Extraccion y cuantificacion de ADN

La extraccion de ADN a partir de cultivos bacterianos puros se realizoé por hervido. Se
resuspendieron colonias en agua destilada hasta alcanzar una turbidez similar al patron n® 5 de
la escala de McFarland, calentandose entonces la suspension a 99°C durante 10 min. Tras
centrifugar a 13.200 rpm durante 1 min, se recogio el sobrenadante, guardandose a -20°C hasta
su uso.

La cantidad de ADN se cuantifico por espectrofotometria midiendo la absorbancia de la

muestra a 260 nm.
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— Cebadores utilizados

La amplificacion parcial del gen ARNr 16S se llevd a cabo utilizando dos parejas de
cebadores, los Aerosppl y Vibriospp4, descritos por Labella et al. (2006), y los cebadores 20F y
1500R, descritos por Weisburg et al. (1991). Los primeros amplifican un fragmento de 833 pb,
y se disefiaron en principio para amplificar a partir de especies de los géneros Aeromonas y
Vibrio. Los segundos amplifican la practica totalidad del gen, y son universales.

Para la amplificacion parcial del gen ARNr 23S se utilizaron los cebadores universales
16/23S-F y 16/23S-R, descritos por Lee et al. (2002), que amplifican las primeras 400 pb del
gen, aproximadamente. El gen gyrB fue amplificado utilizando los cebadores degenerados UP1
y UP2r, propuestos por Yamamoto & Harayama (1995). Estos cebadores son en principio
universales y dan un amplicon de tamafio variable seglin la especie que se trate. El gen rpoD se
amplificé con los cebadores 70F y 70R, también degenerados y descritos por Yamamoto &
Harayama (1998). Las secuencias de los cebadores utilizados para cada uno de los casos se

recogen en la Tabla 5.

Tabla 5. Cebadores utilizados para la amplificacion de los genes ARNr 16S, ARNr 23S, gyrB y rpoD.

Cebador Secuencia 5°-3° Gen diana  Referencia
Aerosppl GGCTCACCAAGGCGACGATCCCTA 16S ARNr  Labella et al.
Vibriospp4 GGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAG 2006

20F AGAGTTTGATCATGGCTCAG 16S ARNr  Weisburg et al.
1500R GGTTACCTTGTTACGACTT 1991

16/23S-F TTGTACACACCGCCCGTC 23S ARNr  Lee et al. 2002
16/23S-R CCTTTCCCTCACGGTACTG

UP1 GAAGTCATCATGACCGTTCTGCAYGCNGGNGGNAARTTYGA gyrB Yamamoto &
UP2r AGCAGGGTACGGATGTGCGAGCCRTCNACRTCNGCRTCNGTCAT Harayama 1995
70F ACGACTGACCCGGTACGCATGTAYATGMGNGARATGGNACNGT rpoD Yamamoto &
70R ATAGAAATAACCAGACGTAAGTTNGCYTCNACCATYTCYTTYTT Harayama 1998
— Amplificaciéon por PCR

La reaccion de amplificacion se llevo a cabo en una mezcla con 200 nM de cada primer,
200 uM de cada ANTP (Invitrogen), tampén de PCR con MgCl, 2 mM (Biotools), 1,25 unidades
de Tag ADN polimerasa (Biotools), 1 ul de ADN diana, y agua MilliQ estéril hasta un volumen
de reaccion de 50 pl.

Las condiciones de PCR fueron las siguientes: una desnaturalizacion inicial de 5 min a
94°C; 35 ciclos de: 94°C durante 1 min, 54°C (60°C en el caso de los cebadores aerosspl y
vibriospp4) durante 45 s y 72°C durante 45 s; finalmente, una extension final a 72°C durante 5
min. Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un termociclador Mastercycler

gradient (Eppendorf).
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— Visualizacién del producto amplificado

Una muestra de 15 ul del producto de PCR con tampén de carga (Sigma) fue sometida a
electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1% con Sybr Green (Invitrogen) a 80 voltios.
Como tampén se utilizo TBE 0,5x. El ADN se visualizd con un transiluminador de luz
ultravioleta. Como marcador de peso molecular se utilizd6 el 100 bp ladder (Amersham

Biosciences).

—  Purificacion del producto amplificado

El producto de PCR fue purificado con el kit comercial GenElute PCR Clean-up (Sigma)
siguiendo las instrucciones del fabricante. El kit se basa en el uso de columnas con matrices de
silice, a las que los acidos nucleicos se unen en presencia de altas concentraciones salinas,
mientras que proteinas y otros contaminantes son eliminados durante los pasos de lavado. El
ADN es liberado de la matriz mediante una solucion eluyente o agua ultra pura. El protocolo

utilizado es el siguiente:

1. Anadir a la columna 500 pl de la soluciéon “Column Prep Solution” y centrifugar a
13.000 rpm durante 1 min.

2. Anadir al producto de PCR 5 volimenes de “Binding Solution” y pasar la mezcla a la
columna.
Centrifugar a 13.000 rpm durante 1 min.

4. Aiadir a la columna 500 ul de “Wash Solution” y centrifugar a 13.000 rpm durante 1
min. Pasar la columna a un tubo nuevo.

5. Afadir a la columna 40 ul de agua MilliQ estéril y dejar incubar 1 min.

6. Centrifugar a 13.000 rpm durante 2 min. Guardar el eluido.

— Reaccion de secuenciacion

La reaccion de secuenciacion se llevo a cabo de acuerdo al método enzimatico de
Sanger et al. (1977), utilizando el kit comercial BigDye Terminador v3.1 Cycle Sequencing
(Applied Biosystems), basado en el uso de terminadores fluorescentes. Se siguieron las
recomendaciones del fabricante, con ligeras modificaciones.

A la mezcla de reaccion del kit (3 pl), que incluye los dideoxinucleotidos marcados con
fluorocromos y Taq ADN polimerasa FS, se le afiadio el cebador correspondiente (el directo o el

reverso utilizado en la amplificacion) a una concentracion de 3,2 pmol, DMSO a una

59



Material y Métodos

concentracion final de 5%, aproximadamente 500 ng de ADN, buffer (1x), y agua MilliQ hasta
un volumen final de 20 pl.

Las condiciones de la reaccion de secuenciacion fueron las siguientes: una
desnaturalizacion inicial de 3 min a 94°C; y 25 ciclos de: 96°C durante 10 s, 50°C durante 5 s y

60°C durante 4 min; por ltimo las muestras se mantuvieron a 4°C.

— Precipitacion del ADN

Tras la reaccion de secuenciacion el ADN fue precipitado para eliminar restos de
reactivos y dideoxinucledtidos marcados que podrian interferir en la lectura de la secuencia.

Para ello se realizaron los siguientes pasos:

1. Afadir a cada tubo:

¢ Acetato de sodio 3M pH 4,6: 3 ul
¢ Etanol 95%: 62,5 ul
¢ Agua MilliQ estéril: 14,5 pl.

Mezclar por vortex e incubar durante 15 min a temperatura ambiente en oscuridad.
Centrifugar a 14.000 rpm durante 20 min a 4°C. Eliminar el sobrenadante.
Afadir 250 pl de etanol 70%.

Centrifugar a 14.000 rpm durante 15 min a 4°C. Eliminar el sobrenadante con una

wok wN

pipeta y dejar secar. Se puede guardar a — 20°C hasta su uso.

— Carga en el secuenciador

El pellet con el ADN precipitado se resuspendié en una solucion desnaturalizante de
formamida (20 pl) y fue cargado en un secuenciador automatico de electroforesis multicapilar
ABI Prism 3130 (Applied Biosystems), capaz de separar fragmentos de ADN que se diferencian
en una sola base. La lectura de la secuencia se realiza segun la longitud de onda que van
emitiendo, tras ser excitados por un laser, los distintos fluorocromos presentes en la cadena de

ADN, asociandose cada longitud de onda a una determinada base nitrogenada.

— Analisis de las secuencias vy construccion de arboles filogenéticos
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El analisis de las secuencias se llevd a cabo utilizando distintos programas informaticos.
Para la visualizacion del cromatograma, correccion de errores de secuenciacion y ensamblaje de
las secuencias que requirieron la secuenciacion por ambos extremos forward y reverse se
utilizaron los programas Chromas Lite v2.01 (Technelysium) y SeqMan II (DNASTAR).

La busqueda de secuencias relacionadas publicadas en la base de datos
DDBJ/EMBL/GenBank se llevo a cabo con los programas de red BLAST (Altschul et al. 1990,
1997) y FASTA (Pearson & Lipman 1988). Los porcentajes de similitud entre secuencias se
calcularon con el programa MatGAT 1.8 (Campanella et al. 2003).

Para la realizacion de andlisis filogenéticos, las secuencias obtenidas fueron alineadas
con secuencias de especies relacionadas y no relacionadas con los programas Clustal X y
Clustal W (Higgins & Sharp 1988, Thompson et al. 1994, Larkin et al. 2007). Los arboles
filogenéticos se realizaron de acuerdo al método de Neighbor-Joining (Saitou & Nei 1987), con
el programa informatico MEGA 3.1 (Kumar et al. 2004). Las matrices de distancias utilizadas
como base de dicho analisis fueron calculadas siguiendo el modelo de Kimura 2-pardmetros
(Kimura 1980). Como fest filogenético se utilizé el método de remuestreo con reemplazamiento

(bootstrap) (Felsestein 1985), con 1.000 replicas.

= Identificacion mediante PCR con cebadores especificos

La identificacion de los aislados se confirmd, cuando fue posible, mediante
amplificacion por PCR con cebadores especificos de especie disponibles en la bibliografia. Los
cebadores utilizados y sus caracteristicas se resumen en la Tabla 6. La extraccion de ADN a
partir de cultivos puros se realizo por hervido o mediante el kit Insta-Gene Matrix (Bio-Rad). La
reaccion de amplificacion se llevo a cabo como se ha descrito en el apartado anterior o con el kit
Ready-To-Go PCR Beads (Amersham), ajustandose la cantidad de ADN molde a
aproximadamente 100 ng. La temperatura de anillamiento utilizada fue en cada caso la descrita
en la bibliografia para cada uno de los cebadores empleados.

En cada ensayo se incluyeron como controles positivos cepas de referencia de las
especies ensayadas. Como control negativo se utilizdo agua MilliQ estéril y en algun caso
también cepas de referencia relacionadas.

La visualizacion de los productos de PCR se llevo a cabo por electroforesis en geles de
agarosa al 1%. Los marcadores de peso molecular utilizados fueron el 100 bp Ladder (Biotools),

1 Kb Ladder (Biotools) y 50-2000 pb Ladder (Sigma).
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Tabla 6. Cebadores especificos de especie utilizados.

Especie diana Cebador Secuencia 5°-3’ Region diana T' pb? Referencia
Tenacibaculum MARI1 AATGGCATCGTTTTAAA Gen ARNr 16S 45 1088 Toyama et al.
maritimum MAR2 CGCTCTCTGTTGCCAGA 1996
Marl TGTAGCTTGCTACAGATGA Gen ARNr 16S 54 400 Bader & Shotts
Mar2 AAATACCTACTCGTAGGTACG 1998; Cepeda
et al. 2003
Photobacterium Ure3 CTTGAATATCCATCTCATCTGC Gen ureC 60 448 Osorio et al.
damselae subsp. Ure5 TCCGGAATAGGTAAAGCGGG 2000
damselae
Photobacterium CPSF AGGGGATCCGATTATTACTG Gen polisacarido 55 410 Rajan et al.
damselae (ambas ~ CSPR TCCCATTGAGAAGATTTGAT capsular 2003
subespecies)
Pseudomonas 16SPSEfluF  TGCATTCAAAACTGACTG Gen ARNr 16S 60° 850 Scarpellini et
fluorescens 16SPSER AATCACACCGTGGTAACCG al. 2004
Vibrio harveyi ToxRF1 GAAGCAGCACTCACCGAT Gen foxR 55 382 Pang et al.
ToxRR1 GGTGAAGACTCATCAGCA 2006
Vibrio splendidus ~ VSPN-F GATTTAGTTAAAGCCAGAGC ITS1 55 240, Leeetal 2002
VSPN-R CCTGATAACTGTTTGCCG 294
Vibrio tapetis Vtf CGAGCGGAAACGAGAAGTAG Gen ARNr 16S 63 416 Paillard et al.
Vitr GGATGCACGCTATTAACGTACA 2006
Jvt-1 TACGTTAATAGCGTGCATCC Gen ARNr 16S 64 816 Romalde et al.
Jvt-2 TCACCATCGCTGGTTGGCTG 2007
Aliivibrio fischeri  LuxA-F GTTCTTAGTTGGATTATTGG Gen luxA4 40 428 Lee & Ruby
LuxA-R TCAGTTCCATTAGCTTCAAATCC 1995

'T: temperatura de anillamiento (°C); “pb: tamafio del producto de PCR en pares de bases; *Scarpellini ef al. 2004 no indica ninguna
temperatura de anillamiento.; basandose en la Tm de los cebadores, se utilizaron temperaturas de 55 y 60°C.

= Hibridacién ADN-ADN

La hibridacion ADN-ADN determina el grado de similitud de secuencias entre genomas
completos, siendo por tanto util para diferenciar organismos estrechamente relacionados. La
técnica consta de varias etapas: extraccion y marcaje del ADN de la cepa de interés; hibridacion
del ADN marcado con un exceso de ADN no marcado de la cepa homoéloga y de cepas
heter6logas; separacion y deteccion del ADN de cadena simple y ADN de cadena doble
resultantes de la hibridacion; y por ultimo, determinacion del porcentaje de hibridacion,
comparando con el control (ADN homologo), al que se le asigna el 100%. La comparacion de
los resultados obtenidos con la mezcla de ADNs heterdlogos y la mezcla del ADN homologo
nos da una idea de la similitud de las secuencias.

El protocolo de hibridacion seguido aqui se corresponde al descrito por Ziemke et al.
(1998) con ligeras modificaciones, combinandose el método de la hidroxiapatita para la
separacion de cadenas simples y dobles (Brenner ef al. 1969; Pactkau & Langman 1975; Lind &
Ursing 1986), con la deteccion no radiactiva del ADN.

— Extraccion de ADN

Se utilizé el kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen) de acuerdo a las instrucciones del

fabricante para bacterias Gram negativas. Los pasos son los siguientes:
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Resuspender varias colonias bacterianas en 1 ml de PBS.
Centrifugar a 7.500 rpm 10 min. Decantar el sobrenadante.

Resuspender el pellet en 180 pl de “Buffer ATL” (Tissue Lisis Buffer).

L b=

Anadir 20 pl de Ia solucion de Proteinasa K. Mezclar por vortex e incubar en agitacion

(600 rpm) a 56°C durante 2-4 h.

5. Anadir 4 pl de ARNasa A (100 mg/ml). Mezclar por vortex e incubar a temperatura
ambiente durante 2 min. Dar un vortex 15 seg.

6. Afadir 200 pl de “Buffer AL” (Lisis Buffer) y 200 pl de etanol 96-100% frio. Mezclar
por vortex.

7. Pasar la muestra a una columna DNeasy Mini spin.

8. Centrifugar a 8.000 rpm 1 min a 4°C. Descartar el tubo colector.

9. Pasar la columna a un nuevo tubo colector y afadir 500 pl de “Buffer AW1” (Wash
Buffer 1).

10. Centrifugar a 8.000 rpm 1 min a 4°C. Descartar el tubo colector.

11. Pasar la columna a un nuevo tubo colector y afadir 500 pl de “Buffer AW2” (Wash
Buffer 2).

12. Centrifugar a 14.000 rpm 3 min a 4°C. Descartar el tubo colector.

13. Pasar la columna a un nuevo tubo. Afiadir 50 pl de agua MilliQ e incubar al menos 1

min a temperatura ambiente.

14. Centrifugar a 8.000 rpm 1 min a 4°C. Recoger el eluido.

La concentracion de ADN se determin6 midiendo la absorbancia de la muestra a 260
nm con un espectrofotometro. El cociente de absorbancias a 260 nm y 280 nm (Abs,s0/ Absygo)
se utilizo para valorar la pureza del ADN extraido. Un valor inferior a 1,8 o mayor o igual a 2

indica la presencia de impurezas. El ADN utilizado debe estar entre esos dos valores.

— Marcaje del ADN

El ADN se marcod doblemente con Digoxigenina-11-dUTP y Biotina-16-dUTP (Roche)
utilizando el kit comercial Nick-Translation (Roche) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. El marcaje de ADN mediante nick-translation (Rigby et al. 1977) se basa en la
utilizacion de dos enzimas, la DNasa [ y la ADN polimerasa 1. La primera crea muescas en la
cadena de ADN que son utilizadas por la segunda como punto de partida de sintesis. La
actividad exonucleasa de la ADN polimerasa I remueve los nucleodtidos en la direccion de
sintesis, de forma que la antigua cadena de ADN es reemplazada por una nueva que incorpora

los nucledtidos marcados. Estos van marcados con biotina, una vitamina que muestra una alta
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afinidad por proteinas como la estreptavidina, o con digoxigenina, un esteroide que es

considerado un hapteno. El protocolo detallado se indica a continuacion:

1. Preparar una mezcla de los nucledtidos dATP, dCTP, dGTP, dTTP, dUTP-
Digoxigenina y dUTP-Biotina en una proporcion 3:3:3:2:0,75:0,25.

2. Paracada ADN que se quiera marcar, afiadir en un tubo:

Mezcla de nucleotidos: 5 ul

Mezcla de enzimas DNasa I y ADN polimerasa I: 1 pl
Buffer 10x: 1 pl

ADN a marcar: 1 pg

* & & oo o

Agua MilliQ estéril: hasta un volumen final de 10 pl.

3. Incubar los tubos durante 1 h 30 min a 15°C.

4. Precipitar el ADN marcado. Anadir a cada tubo:

¢ Acetato de sodio 3M pH 5,2: 40 pl
¢ Etanol absoluto (frio): 890 ul
¢ Agua MilliQ estéril: 390 ul

5. Incubar a — 20°C toda la noche.
6. Centrifugar a 13.000 rpm 10 min a 4°C. Decantar el sobrenadante y dejar secar.

7. Resuspender el pellet en 100 pl de agua MilliQ estéril. Guardar a — 20°C hasta su uso.

Para evaluar la eficiencia del marcaje, se utilizo 1 ul de la suspension final, siguiendo el

protocolo de revelado que se cita mas adelante.

— Hibridacion ADN-ADN

Los ensayos de hibridacion se llevaron a cabo usando una modificacion del método
usado por Lind & Ursing (1986). En cada ensayo se enfrentdo el ADN marcado de la cepa

problema con el ADN no marcado de la cepa homologa y de cepas heterdlogas.

1. En cada tubo de hibridacion anadir:

¢ ADN marcado: 70-120 ng (segun calidad del marcaje)
¢ ADN no marcado (competidor): 11 pg
¢ Agua MilliQ estéril: hasta un volumen final de 72 ul

64



Material y Métodos

Incubar la mezcla de hibridacion en hielo durante 5 min.
Incubar a 99°C durante 15 min (desnaturalizacion).
Incubar en hielo durante 3 min.

Anadir a cada tubo 28 pl de tampon PB 1 M pH 6,8.

AN R

Afadir a cada tubo 100 pl de aceite mineral e incubar a la temperatura de hibridacion

seleccionada (65°C) durante 16 h.

— Separacion de las cadenas simples y cadenas dobles

La separacion de las cadenas simples y dobles resultantes de la hibridacion se realizo
usando una modificacion del método de centrifugacion con hidroxiapatita descrito por Brenner
et al. (1969). La hidroxiapatita es un mineral que muestra una alta afinidad por las cadenas
dobles de ADN, pero no por las simples. Las eluciones se llevaron a cabo por duplicado para

cada tubo de hibridacion.

*  Equilibrado de la hidroxiapatita

1. Resuspender la hidroxiapatita en agua MilliQ (0,1 g/ml) con cuidado (usar pipeta).
Repartir en alicuotas de 1 ml.

2. Centrifugar a 10000 rpm durante 30 s a 4°C. Eliminar el sobrenadante.

3. Afadir a cada tubo 1 ml de tampon PB 0,14 M con SDS 0,2%. Resuspender con
cuidado.

4. Centrifugar a 10000 rpm durante 30 s a 4°C. Eliminar el sobrenadante.

5. Lavar otras dos veces en tampéon PB 0,14 M con SDS 0,2%. En el tltimo lavado repartir
la suspension en alicuotas de 200 pl. Tras eliminar el sobrenadante cada tubo contendra

unos 20 mg de hidroxiapatita, equilibrada en tampon fosfato 0,14 M.

*  Obtencion de las cadenas simples

La obtencion de las cadenas simples se llevo a cabo como se indica a continuacion:

1. Recuperar la mezcla de hibridacion y afadir un volumen similar de agua MilliQ.

2. Afadir 50 pl de la mezcla de hibridacion diluida a un tubo con hidroxiapatita
equilibrada en tampoén fosfato 0,14 M. Resuspender con cuidado (usar pipeta).

3. Incubar a la temperatura de hibridacion (65°C) durante 15 min.

4. Centrifugar a 10000 rpm durante 30 s a 4 °C. Recuperar el sobrenadante, donde se

encuentran las cadenas simples.
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5.

Lavar otras dos veces con tampén PB 0,14 M con SDS 0,2%, hasta recuperar un
volumen final de 1 ml. Entre cada lavado incubar a la temperatura de hibridacion

durante 5-7 min.

e Obtencion de las cadenas dobles

Para la obtencion de las cadenas dobles se usaron los tubos utilizados para la obtencion

de las cadenas simples:

Afiadir a cada tubo 200 pl de tampon PB 0,4 M. Resuspender por vortex.
Centrifugar a 10000 rpm durante 30 seg a 4°C. Recuperar el sobrenadante, donde se
encuentran las cadenas dobles.

Lavar de nuevo con tampon PB 0,4 M, hasta recuperar un volumen final de 400 pl.

— Recta patrén y revelado

Paralelamente a la hibridacion, se prepararon diluciones en base 2, en tampon PB 0,14

M, del ADN marcado. Estas diluciones se revelaron junto con los datos de la hibridacion,

utilizandose para la realizacion de una recta patron. El revelado se realiza como sigue:

10.

11.

Incubar a 99 °C durante 15 min los tubos con cadenas dobles y recta patron.

Incubar en hielo durante 5 min los tubos de cadenas dobles, cadenas simples y recta
patron.

Anadir a todos los tubos albumina de suero bovino (BSA) (Sigma) hasta una
concentracion final de 0,1%.

Pasar 200 pl de cada tubo a pocillos de una placa StreptaWell (Roche). Los pocillos de
la placa estan recubiertos de estreptavidina.

Incubar la placa a temperatura ambiente durante 1-2 h en agitacion (300 rpm).

Lavar los pocillos 3 veces con 200 ul de PBS pH 7,16.

Afadir a cada pocillo 200 pl de una solucion de PBS con albiimina al 0,1% y anticuerpo
anti-digoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina (Roche) en dilucién 1:5000.

Incubar a temperatura ambiente 1 h en agitacion (300 rpm)

Lavar los pocillos dos veces con PBS y una vez con Coating buffer pH 9,8.

Afadir a cada pocillo 250 pl de Coating buffer con p-nitrofenilfosfato (pNPP) (Sigma)
1 mg/ml. El pNPP es un sustrato de la fosfatasa alcalina que al ser utilizado genera o-
nitrofenol, de color amarillo.

Incubar la placa a 37°C sin agitacion y en oscuridad 30 min-4 h.
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12. Medir el desarrollo de color en un lector de placas a 405 nm.

— Tratamiento de los datos de hibridacion

Las reasociaciones homologas y heter6logas se procesaron de manera simultanea. El
grado de reasociacion (ratio de union) se expresé como el porcentaje de ADN marcado liberado
con tampon fosfato 0,4 M (cadenas dobles) comparado con el total de ADN marcado liberado.
El grado de reasociacion relativo del ADN heterdlogo se expresdé como el porcentaje de union

homologa, considerada el 100%.

3.4. DESARROLLO DE METODOS MOLECULARES DE IDENTIFICACION
BASADOS EN LA PCR

= Anadlisis de la region ITS1

— Cepas bacterianas utilizadas

Para el analisis de la region ITS1 se seleccionaron cepas representativas de cada uno de
los fenones patogenos encontrados. Con fines comparativos se incluyeron también algunas
cepas de fenones no patogenos y las cepas de referencia 7. ovolyticum LMG 13025 y P.

anguilliseptica CECT 899.

— Extraccion de ADN y amplificacion por PCR

La extraccion de ADN a partir de cultivos bacterianos puros se realizd por hervido. Se
utilizaron los cebadores universales 16/23S-F y 16/23S-R, descritos por Lee et al. (2002), que
amplifican el extremo 3’ del gen ARNr 16S, el espaciador intergénico (ITS1) completo y el
extremo 5’ del gen ARNr 23S.

La reaccion de PCR se llevé a cabo en una mezcla con 200 nM de cada primer, 200 uM
de cada ANTP (Invitrogen), tampén de PCR con MgCl, 2 mM (Biotools), 1,25 U de ADN
polimerasa (Biotools), 1 ul de ADN diana, y agua destilada hasta un volumen de reaccion de 50
ul. Las condiciones de PCR fueron las siguientes: una desnaturalizacion inicial de 5 min a 94°C;
35 ciclos de: 94°C durante 1 min, 54°C durante 45 s y 72°C durante 45 s; finalmente, una

extension final a 72°C durante 5 min.
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— Visualizacion vy purificacion del producto de PCR

Los productos de amplificacion se analizaron mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1%. La purificacion del producto de PCR se realizé con el kit comercial GenElute
PCR Clean-up (Sigma), excepto cuando se observaron bandas de ADN de distintos tamafios en
el gel de agarosa. En este caso las bandas seleccionadas fueron cortadas y purificadas
individualmente con el kit GFX PCR DNA & Gel Band Purification Kit (Amersham
Biosciences) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Este kit se basa en la utilizacion de
un “buffer de captura” que contiene agentes caotropicos que desnaturalizan las proteinas,
disuelven la agarosa, y favorecen la unién del ADN a una matriz de fibra de vidrio. Las
proteinas y sales contaminantes son eliminadas en los pasos de lavado. El protocolo utilizado es

el siguiente:

1. Cortar la porcion de gel de agarosa que contiene la banda de ADN de interés. Por cada 1
mg de peso afadirle 1 pl de “Capture Buffer”. Vortex.

2. Incubar a 60°C durante 5-15 min, hasta que el gel se funda.

3. Pasar la muestra a una columna con tubo colector e incubar durante 1 min a temperatura
ambiente.

4. Centrifugar a 13.000 rpm durante 1 min. Eliminar el eluido.

5. Afadir a la columna 500 pl de “Wash Buffer” y centrifugar a 13.000 rpm durante 1 min.
Pasar la columna a un nuevo tubo.

6. Anadir 20 ul de agua MilliQ estéril a la columna e incubar durante 1 min a temperatura
ambiente.

7. Centrifugar a 13.000 rpm durante 2 min. Guardar el eluido.

— Clonacion

Parte de los productos de PCR fueron clonados con el kit pPGEM-T Easy Vector System
I (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante. El kit se basa en la utilizacion del
plasmido pGEM-T Easy Vector. Este cuenta con timinas terminales anadidas en el extremo 3’
que evitan su recircularizacion a la vez que favorecen la unidén de los productos de PCR
generados por ADN polimerasas que afiaden un nucleotido adenina en el extremo 3°.

El vector contiene multiples sitios de corte para varias enzimas de restriccion, un gen
que codifica una -lactamasa que confiere resistencia a la ampicilina y el gen LacZ que codifica
la enzima [-galactosidasa. Este tltimo gen esta interrumpido por la zona de unién del inserto y
puede por tanto ser inactivado por este, permitiendo la seleccion de transformantes por color en

presencia de los substratos adecuados (Sambrook & Russell 2001).
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* Ligacion

La unién del producto de PCR purificado al plasmido pGEM-T se llevo a cabo de la

siguiente manera:

1.

En un tubo mezclar:

Tampon de ligacion 2x: 5 pl
Vector pGEM-T: 1 ul (50 ng)
ADN ligasa T4: 1 ul (3 U)
Producto de PCR: 3 pl

* & & o o

Agua MilliQ: hasta un volumen final de 10 pl.

2. Homogeneizar con cuidado con una pipeta e incubar durante 1 h a temperatura

ambiente o toda la noche a 4°C.

*  Transformacion de células competentes

Se utilizaron las células competentes Escherichia coli IM109. Una vez descongeladas y

homogeneizadas, se transformaron como sigue:

Mezclar 50 pl de la suspension de células competentes con 5 ul de la reaccion de
ligacion e incubar en hielo durante 20 min.

Incubar en un bafio a 42°C sin agitacion durante 45 s. Este choque térmico permite la
entrada del plasmido dentro de la célula.

Inmediatamente después incubar en hielo durante 2 min.

Anadir a cada tubo 950 ul de medio SOC ¢ incubar en agitacion a 37°C durante 1 h 30
min.

Sembrar 100 ul del cultivo en placas de medio LB suplementadas con ampicilina (50
ug/ml), IPTG (0,5 mM) y X-Gal (80 pg/ml). Incubar a 37°C durante toda la noche,

después guardar a 4°C.

El IPTG es un inductor de la enzima B-galactosidasa. El X-Gal es un sustrato (incoloro)

de la misma enzima, que al ser metabolizado genera una coloracion azul. Tras la incubacion, en

las placas apareceran colonias azules y blancas. Por norma general, las colonias azules

presentaran el plasmido sin inserto, mientras que las colonias blancas presentan el plasmido con

el producto de PCR insertado, inactivando este el gen de la -galactosidasa e impidiendo el

desarrollo de color. El crecimiento de bacterias no transformadas es prevenido por la ampicilina

presente en el medio.
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*  Purificacion del ADN plasmidico

Las colonias seleccionadas fueron crecidas en medio LB con ampicilina (10 ml) durante

toda la noche a 37°C, en agitacion. La purificacion de los plasmidos se realizo con el kit

comercial “Perfectprep Plasmid Mini” (Eppendorf), basado en el método de lisis alcalina. Este

método explota las diferencias en las propiedades de desnaturalizacion y renaturalizacion entre

el ADN plasmidico y el ADN cromosomico. La alcalinizacion de una suspension bacteriana,

con una solucién de NaOH y SDS provoca la lisis celular y la desnaturalizacion del ADN y

proteinas. A continuacion, la neutralizaciéon del medio mediante una solucidén con alta

concentracion de sal (acetato potasico) provoca la precipitacion de las proteinas, del SDS y del

ADN cromosomico, pero no del ADN plasmidico, que se renaturaliza correctamente y queda

soluble en el sobranadante. Los pasos son los siguientes:

AN T

8.
9.

Pasar 2 ml del cultivo bacteriano a un tubo, centrifugar a 13.000 rpm durante 1 min y
eliminar el sobrenadante. Repetir hasta procesar el volumen total del cultivo.

Anadir 100 ul de “Solucién 17 y resuspender el pellet por vortex.

Anadir 100 ul de “Solucién 2” (lisis), mezclar por inversion.

Afadir 100 pl de “Solucion 3” (neutralizacion), mezclar por inversion.

Centrifugar a 13.000 rpm durante 5 min.

Recoger el sobrenadante (en el pellet queda el ADN gendmico) y pasarlo a una columna
con tubo colector.

Afadir a la columna 450 pl de “DNA Binding Matrix”. Mezclar con pipeta.

Centrifugar a 13.000 rpm durante 1 min. Eliminar el filtrado.

Afadir 400 pl de “Purification Solution Concentrate”.

10. Centrifugar a 13.000 rpm durante 1 min. Eliminar el filtrado. Repetir.

11. Pasar la columna a un nuevo tubo y afiadir 50-70 pl de agua MilliQ estéril.

12. Centrifugar a 13.000 rpm durante 1 min. Guardar el eluido a 4°C o a -20°C.

e Analisis de los insertos

Para confirmar la presencia de insertos en los plasmidos, estos fueron cortados con la

enzima de restriccion EcoRI. Esta tiene dos sitios de corte en el vector que flanquean la zona de

union del inserto.

1.

En un tubo mezclar:

¢ ADN plasmidico: 12 ul
¢ EcoRI (10 u/ul) (Roche): 2 ul
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¢ SuRE/Cut buffer H (Roche) : 2 pl
¢ Agua MilliQ estéril: 4 pl

2. Incubar la mezcla a 37°C durante 1 h.

3. Analizar los fragmentos de restriccion mediante electroforesis en gel de agarosa.

— Secuenciacion

La reaccion de secuenciacion, la precipitacion del ADN y la lectura de las secuencias se
realizd segin el procedimiento descrito en el apartado 3.3 de esta memoria. Los cebadores
utilizados en la reaccion de secuenciacion fueron el M13 Forward en el caso de las secuencias

clonadas y el 16/23S-F para las no clonadas.

— Analisis de las secuencias

La correccion de las secuencias y la construccion de arboles filogenéticos se llevaron a
cabo con los programas mencionados anteriormente. La delimitacion de la region ITS1 se
realizO por comparacion con las secuencias disponibles para Flavobacterium johnsoniae
UW101 (nimero de acceso CP000685), Pseudomonas fluorescens Pf0-1 (CP000094) y Vibrio
parahaemolyticus IFO 12711 (AB041851). El anélisis de los genes tRNAs presentes en las
secuencias se realizo con el programa de red tRNAscan-SE 1.21 (Lowe & Eddy 1997).

= Desarrollo de un protocolo de identificacion y deteccion de Tenacibaculum soleae
mediante PCR

— Seleccion de cebadores

Para el disefio de cebadores especificos para T. soleae se utilizaron secuencias del gen
ARNr 16S y de la region ITS1 obtenidas en este trabajo, asi como otras obtenidas de la base de
datos GenBank, pertenecientes a 7. soleae y otras especies de la familia Flavobacteriaceae. Las
secuencias fueron alineadas con el programa de red Clustal W, seleccionandose dos regiones
con variabilidad interespecifica en las que, con el programa de red Primer3 (Rozen & Skaletsky,
2000), se disenaron los cebadores. Con el programa BLAST se compararon las secuencias de
los cebadores con las publicadas en la base de datos GenBank, para descartar la posibilidad de
que secuencias similares pudieran encontrarse en otras especies bacterianas. Los cebadores

fueron sintetizados por Thermo Scientific, y guardados a -20°C a una concentracion de 100 uM.

71



Material y Métodos

— Extraccion de ADN de las muestras

La extraccion de ADN a partir de cultivos bacterianos puros se realizo por hervido. La

extraccion y purificacion de ADN a partir de tejidos de peces se realizdo como se describe a

continuacion:

A

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.

17.

Homogeneizar 100 mg de tejido en 100 pl de buffer TE (Sigma).

Anadir 800 pl de buffer TE, 45 pl de SDS 20% (concentracion final 1%) y 4,5 ul de
Proteinasa K 20 mg/ml (Sigma) (concentracion final 100 pg/ml).

Incubar a 56°C 3 h o toda la noche en agitacion.

Anadir 2 ul de ARNasa A 10 mg/ml (Sigma) (concentracion final 20 pg/ml).

Incubar a 37°C 1 h en agitacion.

Pasar 500 ul de la mezcla a un tubo Phase lock gel (Eppendorf) previamente
centrifugado a 12.000 rpm 30 s.

Anadir 500 pl de la mezcla fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) (Sigma)
guardada en frio (4°C). Mezclar invirtiendo el tubo varias veces.

Centrifugar a 12.000 rpm 15 min, a 4°C. En la fase superior acuosa quedara el ADN. En
la fase inferior, bajo el gel, quedara el fenol, el cloroformo y el alcohol isoamilico.
Anadir 500 pl de la mezcla cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) guardada en frio (4°C).
Centrifugar a 12.000 rpm 5 min, a 4°C. En la fase superior acuosa quedara el ADN.
Pasar la fase superior a otro tubo. Mantener en hielo.

Afadir un volumen de isopropanol (Panreac) guardado en frio (-20°C).

Incubar 1 h o toda la noche a -20°C. E1 ADN precipita.

Centrifugar a 12.000 rpm 10 min, a 4°C. Eliminar el sobrenadante.

Anadir 50 pl de etanol 70% guardado en frio (-20°C).

Centrifugar a 12.000 rpm 5 min, a 4°C. Eliminar el sobrenadante con una pipeta y dejar
secar.

Resuspender el pellet en 50 ul de agua destilada estéril. Guardar a -20°C hasta su uso.

La concentracion y pureza del ADN extraido se cuantificaron como ya se ha descrito

con anterioridad en esta memoria.

— Protocolo de identificacion de T. soleae por PCR

La PCR se llevo a cabo con el kit comercial RedTaq Ready Mix (Sigma), con una

mezcla de reaccion con 200 nM de cada primer, 3 U de Taqg ADN polimerasa, 200 uM de cada
dNTP y MgCl, 1,5 mM. La cantidad de ADN molde y agua destilada fue variable, hasta un
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volumen final de 50 pl. Para los ensayos de optimizacion del protocolo se utilizo ADN extraido
de la cepa T. soleae a47 (1 y 100 ng/tubo de reaccion) y un termociclador con gradiente de
temperatura Mastercycler gradient (Eppendorf). Las condiciones de amplificacion fueron las
siguientes: desnaturalizacion inicial a 94 °C 5 min; 35-45 ciclos de desnaturalizacion (94 °C 1
min), anillamiento (se ensayo el rango 40-60 °C 45 s), y extension (72 °C 1-2 min); finalmente
un paso de extension a 72 °C durante 5 min. Los productos de PCR se sometieron a
electroforesis en geles de agarosa horizontal al 1% en tampon TBE 0,5x con Sybr Green
(Invitrogen), visualizandose con un transiluminador ultravioleta. Para determinar el tamafo del

fragmento obtenido se utilizo el marcador de peso molecular 1 Kb Ladder (Biotools).

— Especificidad y sensibilidad

La especificidad y sensibilidad del método fueron evaluadas una vez optimizado. La
especificidad fue determinada utilizando 9 cepas de T. soleae, aisladas de 3 hospedadores
distintos e incluyendo la cepa tipo. Ademas se utilizaron otras 81 cepas pertenecientes a otras
especies tanto proximas como alejadas taxondomicamente (Tabla 7). Para la reaccion de PCR se
utilizaron 100 ng de ADN de cada cepa ensayada. Como control negativo se utilizd agua
destilada.

La sensibilidad del método fue evaluada utilizando diluciones decimales seriadas de
ADN de T. soleae a47 en un rango de 100 ng-100 fg/tubo de reaccion, asi como cantidades de
ADN entre 0,5 y 3 pg. Para evaluar la sensibilidad del protocolo en presencia de ADN de
tejidos de peces o de otras bacterias, se utilizaron las mismas diluciones decimales mezcladas
con 1 pug de ADN extraido de higado de acedia sana o de una mezcla de varias bacterias marinas
(T. maritimum, V. harveyi, P. damsela, P. baetica y Psychrobacter sp). Todos los ensayos se

hicieron al menos por duplicado.

— Aplicabilidad en tejidos

El ensayo de deteccion en tejidos de peces infectados de forma natural se realizé una
vez optimizado el método. Se utilizaron muestras congeladas de tlceras externas, higado o rifiéon
de cuatro peces (dos acedias, un lenguado y un rombo) en los que el patdogeno habia sido
previamente detectado mediante cultivo en placa. Ademas se utilizaron muestras de ulceras de
seis acedias sospechosas de sufrir tenacibaculosis por 7. soleae, por la historia clinica del tanque,
la presencia de bacterias filamentosas en las improntas de lesiones externas o el crecimiento de
colonias inviables, morfologicamente similares a las de 7. soleae. El ADN fue extraido como ya

se ha indicado, utilizandose una cantidad de 1 pg en cada reaccion de PCR.

73



Material y Métodos

= Desarrollo de un protocolo de identificacion de Tenacibaculum soleae, Tenacibaculum
maritimum, Vibrio harveyi, Photobacterium damsela y Pseudomonas baetica mediante

hibridacion RLB

La RLB es un método que permite la hibridacion de 43 muestras con hasta 43 sondas de
ADN distintas, en un tnico ensayo. El protocolo utilizado aqui se basa en el descrito por Zwart
et al. (2003). Consta de tres etapas: la extraccion del ADN de las muestras, la amplificacion de
fragmentos de interés mediante PCR con cebadores universales o especificos marcados con
biotina, y la hibridacion propiamente dicha, que permite detectar y diferenciar los amplicones
producidos. Para la realizacion de la hibridacion, las sondas son unidas covalentemente a una
membrana en lineas paralelas, usando un miniblotter. Una vez unidas, la membrana es rotada
90° y los productos de PCR son cargados en el miniblotter, quedando perpendiculares a las
sondas. La hibridacion se visualiza usando conjugado estreptavidina-peroxidasa, que se une a la

biotina de las muestras, seguido de deteccion por quimioluminiscencia.

— Disefio de sondas

Las sondas fueron disefiadas a partir de las secuencias de 7. soleae, T. maritimum, V.
harveyi, P. damsela y P. baetica obtenidas en este trabajo con los cebadores descritos por Lee et
al. (2002), que abarcan la totalidad del ITS1 y el extremo 5’ del gen ribosémico 23S, junto con
otras obtenidas de la base de datos GenBank, pertenecientes a las especies diana o a especies
relacionadas. Las secuencias se alinearon con el programa de red Clustal W, examinandose en
busca de areas de similitud intraespecifica y variabilidad interespecifica. Las sondas fueron
disefiadas para compartir una temperatura de fusion (T,,) similar, entre 58 y 62 °C, de acuerdo a
la norma de Wallace (Wallace et al. 1979). La posibilidad de que secuencias similares pudiesen
encontrarse en otras especies bacterianas fue descartada utilizando el programa de red BLAST.
Todas las sondas fueron sintetizadas por Sigma, con un grupo amino (NH;) terminal en el
extremo 5’ y sin mas purificacion que el desalado. Se guardaron a -20°C a una concentracion de

100 uM (100 pmol/ul).

— Protocolo de hibridacion RLB

e Extraccion de ADN de las muestras

La extraccion y cuantificacion de ADN, a partir de cultivos bacterianos puros y de

tejidos, se realizd como se ha descrito en el apartado anterior.
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Tabla 7. Cepas de referencia y aislados utilizados en los ensayos de especificidad.

Especie Cepas Origen Pais
Tenacibaculum soleae NCIMB 14368" Lenguado senegalés (S. senegalensis) Espaiia
all Rombo (S. rhombus) Espaiia
a47, a50, a216, a462, a467 Acedia (D. cuneata) Espafia
a410, a469 Lenguado senegalés (S. senegalensis) Espaiia
Tenacibaculum ovolyticum LMG 13025 Halibut (Hippoglossus hippoglossus) (en Noruega
huevos)
Tenacibaculum maritimum CECT 4276 Pargo de cabeza negra (Acanthopagrus Japon
schlegeli)
Lg326 Lenguado senegalés (S. senegalensis) Espaiia
a274, a388, a442, a443, ad444, a461, Acedia (D. cuneata) Espafia
a523
Tenacibaculum sp. a3 Acedia (D. cuneata) Espaiia
Polaribacter sp. a502 Acedia (D. cuneata) Espaiia
Flavobacterium marinotypicum ~ CECT 578"
Flavobacterium johnsoniae CECT 5015 Hierva UK
UW 101" (ATCC 17061") Suelo UK
Flavobacterium psychrophilum ~ NCIMB 1947" Salmoén coho (Oncorhynchus kisutch) EUA
OSU THCO2-90 Salmon coho (O.s kisutch) EUA
Aeromonas salmonicida subsp. CECT 894" Salmoén comin (Salmo salar)
salmonicida
Aliivibrio fischeri CECT 524"
Vibrio harveyi CECT 525" Anfipodo (Talorchestia sp.) EUA
CECT 5156 Lubina (Dicentrarchus labrax)
Lg 123, al0 Lenguado senegalés (S. senegalensis) Espaiia
a9, a20, a26, a82, a87, a91, al02, Acedia (D. cuneata) Espafia
al06, a417, a421, a459
Vibrio alginolyticus CECT 521" Chicharro (Trachurus trachurus) Japon
CECT 436 Comida
al34 Rombo (S. rhombus) Espaiia
a241 Acedia (D. cuneata) Espaiia
Vibrio parahaemolyticus CECT 511" Paciente humano con intoxicacién Japon
alimentaria
Vibrio campbellii CECT 523" Agua de mar EUA
(Hawaii)
Vibrio natriegens CECT 526" Lodo de ciénaga EUA
Vibrio tubiashii CECT 4196" Almeja americana (Mercenaria mercenaria) ~EUA
Vibrio tapetis CECT 4600" Almeja japonesa (Tapes philippinarum) Francia
a255 Acedia (D. cuneata) Espaiia
Vibrio splendidus CECT 528" Pez marino
Vibrio spp. a7, a29, a35, a54, al07, a256 Acedia (D. cuneata) Espaiia
a6 Lenguado senegalés (S. senegalensis) Espaiia
Photobacterium damsela subsp.  CECT 5895 Lubina (D. labrax)
piscicida Lg 122, a316, a319, a321, a335, Lenguado senegalés (S. senegalensis) Espaiia
a340, a356, a364
Photobacterium damsela subsp.  CECT 626" Castafieta (Chromis punctipinnis) EUA
damselae
Photobacterium leiognathi CECT 41917 Pez teleosteo (Leiognathus equula) Tailandia
Photobacterium angustum CECT 5690" Agua de mar
Photobacterium phosphoreum CECT 41927
Photobacterium spp. al85, al97 Acedia (D. cuneata) Espaiia
Pseudoalteromonas spp. a220, a250 Acedia (D. cuneata) Espaiia
Psychrobacter sp. a328 Acedia (D. cuneata) Espaiia
Pseudomonas fluorescens CECT 378" Tanque de agua UK
Pseudomonas putida CECT 385 Suelo
Pseudomonas anguilliseptica CECT 899" Anguila japonesa (Anguilla japonica) Japon
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Pseudomonas spp. a390, a391, a393, a398, a399, a600 Acedia (D. cuneata) Espaiia

Escherichia coli

ATCC 25922

*  Amplificacion del ADN de las muestras por PCR

La region ITS1 y parte del gen ARNr 23S fueron amplificados con los cebadores

16/23S F y 16/23S R descritos por Lee et al. (2002). El primer reverso va marcado con biotina

en el extremo 5°. La PCR se llevo a cabo con el kit comercial RedTaq Ready Mix (Sigma) de
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acuerdo a las instrucciones del fabricante, con una mezcla de reaccidon con 200 nM de cada
primer, 3 U de Taq ADN polimerasa, 200 uM de cada ANTP y MgCl, 1,5 mM. La cantidad de
ADN molde y agua destilada fue variable, hasta un volumen final de 50 pl.

Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial a 94°C
5 minutos; 45 ciclos de desnaturalizacion (94°C 1 minuto), anillamiento (54°C 45 s), y
extension (72°C 45 s); por ultimo, un paso de extension a 72°C durante 5 minutos. Los

productos de amplificacion se visualizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%.

e Union de las sondas a la membrana

Se utilizé una membrana de nylon Biodyne C (Pall). Esta dispone de una alta densidad

de grupos carboxilo en la superficie, estando cargada negativamente en un amplio rango de pH.

1. Diluir las sondas en NaHCO; 0,5M pH 8,4 hasta alcanzar la concentracion deseada (10-
6.400 pmol en un volumen final de 150 ul).

2. Cortar la membrana con unas medidas de 15x15 cm, sin quitar el papel protector
(manipular con pinzas). Marcar la cara opuesta a la que se van unir las sondas.

3. Incubar la membrana a temperatura ambiente en 10 ml de EDAC (Sigma) al 16% en
agua destilada (esta solucion debe estar recién hecha). E1 EDAC activa los grupos
carboxilo presentes en la superficie de la membrana, permitiendo la unién covalente de
las sondas.

4. Lavar la membrana dos veces con agua destilada para eliminar el EDAC.

5. Colocar la membrana en un miniblotter ECL Multiprobe XL (Amersham) (manipular
con pinzas).

6. Eliminar por aspiracion el agua residual presente en los canales del miniblotter.

7. Rellenar los canales del miniblotter con los 150 pl de las sondas diluidas. El primer y
ultimo canal se rellenan con tinta china diluida 1:100 en buffer SSPE 2x (Sigma). Los
canales no ocupados por sondas se rellenan con buffer NaHCO; 0,5M pH 8,4.

8. Incubar a temperatura ambiente 2 min. Las sondas se unen covalentemente a la
membrana.

9. Eliminar por aspiracion las sondas, en el mismo orden en que se colocaron.

10. Retirar la membrana del miniblotter e incubarla en NaOH 100 mM por no mas de 5 min.
El NaOH hidroliza los grupos carboxilos aun activos, inactivando de nuevo la
membrana.

11. Lavar la membrana en SSPE 2x con SDS 0,1% durante 5 min a 60°C. La membrana

queda lista para su uso.
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12.

10.

11.

12.

13.

Para almacenar la membrana en este momento, lavar con EDTA 20 mM phS8 durante 15
min a temperatura ambiente, en agitacion, y a continuacion guardar en la misma

solucion a 4°C.

*  Hibridacion y revelado

Mezclar 40 pl del producto de PCR con 110 pl de buffer SSPE 2x con SDS 0,1%.
Desnaturalizar incubando la mezcla a 99°C durante 10 min. Inmediatamente después
incubar en hielo durante 10 min.

Incubar la membrana en SSPE 2x con SDS 0,1% durante 5 min a temperatura ambiente,
en agitacion.

Colocar la membrana en el miniblotter de manera que los canales del mismo queden
perpendiculares a las sondas previamente unidas.

Eliminar por aspiracion el buffer residual presente en los canales.

Rellenar los canales con el producto de PCR diluido evitando la formacion de burbujas.
Incubar la membrana a 42°C durante 1 hora. Sellar los canales del miniblotter para
evitar la evaporacion de las muestras. Los productos de PCR marcados con biotina se
uniran por complementariedad a las sondas correspondientes.

Eliminar por aspiracion las muestras presentes en los canales y retirar la membrana del
miniblotter.

Lavar la membrana con 10 ml de SSPE 2x con SDS 0,5% en agitacion, durante 10 min
a 65°C, dos veces. Se ensayaron temperaturas de lavado en el rango de 42-65°C.

Incubar la membrana con 10 ml de SSPE 2x con SDS 0,5% conteniendo 1,25 u de
conjugado estreptavidina-peroxidasa (Roche) (dilucion 1:4000) durante 30 min a 42°C,
en agitacion. La estreptavidina del conjugado se une a la biotina del primer reverso.
Lavar la membrana con 10 ml de SSPE 2x con SDS 0,5% a 42°C en agitacion durante
10 min, dos veces.

Lavar la membrana con SSPE 2x a temperatura ambiente en agitacion, durante 5 min,
dos veces.

Incubar la membrana con 10 ml de los reactivos de deteccion ECL (Amersham) durante
1 min. Para ello se mezcla, inmediatamente antes de ser utilizados, un volumen similar
(5 ml) de los reactivos de deteccion 1y 2. El reactivo 1 consiste en H,0O,, sustrato de la
enzima peroxidasa; el reactivo 2 contiene luminol. La reduccién del reactivo 1 por parte
de la peroxidasa del conjugado provoca la oxidacion del luminol, que entra asi en un
estado excitado en el cual emite luz azul.

Colocar la membrana en el cassette de exposicion (BioMax Cassette, Kodak), entre dos

hojas de acetato, evitando la formacion de burbujas. En oscuridad (luz roja) poner
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encima una pelicula de autorradiografia sensible a luz azul Hyperfilm ECL (Amersham).
Incubar 15 min-1 h.

14. Revelado: sumergir el film ECL en liquido revelador (GBX developer, Kodak) durante
2 min; lavar con agua y sumergir en liquido fijador (GBX fixer, Kodak) durante 3 min;
lavar con agua y dejar secar.

15. Leer los resultados en una plantilla.

e Reutilizacion de la membrana

La membrana puede ser reutilizada al menos 10 veces. Para eliminar los productos de
PCR unidos a la membrana, esta es incubada en SDS 1% a 90°C durante 30 min en agitacion,
dos veces. A continuacion se incuba en EDTA 20 mM durante 15 min. Por altimo se guarda

sumergida en EDTA 20 mM a 4°C hasta el siguiente uso.

— Especificidad y limite de deteccioén

La especificidad y sensibilidad del método fueron determinadas una vez optimizada la
temperatura de lavado tras la hibridacion. La especificidad del método se evalud utilizando 49
cepas de referencia y/o aislados obtenidos a partir de distintos hospedadores, pertenecientes a
las especies diana T. soleae (9 cepas), T. maritimum (9 cepas), V. harveyi (15 cepas), P. damsela
(10 cepas) y P. baetica (6 cepas), asi como 41 cepas pertenecientes a otras especies, en su
mayor parte relacionadas ecologica o taxonémicamente con las especies diana (Tabla 7). La
amplificacion por PCR se realizoé con 100 ng de ADN de cada cepa, extraido a partir de cultivos
puros. Como control negativo se utilizo agua destilada.

El limite de deteccion del método se determind utilizando en la PCR diluciones
decimales seriadas del ADN extraido a partir de las cepas T. soleae a47, T. maritimum ad443, V.
harveyi a91, P. damsela subsp. piscicida a321 y Pseudomonas baetica a390, en un rango de 100

ng-100 fg/tubo de reaccion. Todos los ensayos se realizaron al menos por duplicado.

— Aplicabilidad en tejidos

El ensayo de deteccion en tejidos se realizo sobre muestras congeladas de higado, rifion
o lesiones externas, obtenidas a partir peces (acedia, lenguado o rombo) enfermos de forma
natural en los cuales se habia confirmado previamente la presencia, por cultivo o por PCR con
cebadores especificos, de 7. soleae (7 muestras), T. maritimum (4 muestras), V. harveyi (10

muestras), P. damsela subsp. piscicida (5 muestras) o P. baetica (2 muestras). En alguna de las
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muestras se detectaron varios patégenos simultdneamente. Se utilizaron también muestras de 3
acedias sospechosas (por la historia clinica del tanque y la presencia de bacterias filamentosas
en improntas de ulceras) de sufrir tenacibaculosis por 7. soleae. Las muestras correspondientes
a T. soleae, T. maritimum y V. harveyi consistieron mayoritariamente en ulceras externas,
mientras que en el caso de P. damsela y P. baetica se tratdé siempre de organos internos. El
ADN fue extraido como ya se ha indicado, utilizandose una cantidad de 1 pug en la reaccion de

PCR.
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Resultados

4.1. AISLAMIENTO DE BACTERIAS ASOCIADAS A EPISODIOS DE MORTALIDAD

Durante el periodo 2004-2007 se realizaron 50 tomas de muestras que abarcaron tanto
peces concretos que mostraban sintomas de enfermedad, sin que hubiese una mortalidad
significativa en el tanque, como episodios de alta o baja mortalidad, en los que el numero de
peces muestreados fue mayor. Estas tomas de muestras se agruparon, en funcion de la especie y
edad del pez muestreado, asi como del tanque afectado y fecha en que tuvieron lugar, en 28
muestreos cuyas caracteristicas se resumen en las tablas 8, 9 y 10.

Se muestrearon mas de 250 peces, de los cuales el 64,5% correspondieron a acedia, el
21,3% a lenguado senegalés y el 14,2% a rombo (Tabla 11).

Tanto la acedia como el lenguado presentaron niimerosos episodios de mortalidad, sin
embargo, en el caso del lenguado, debido a la existencia de nimerosos trabajos previos sobre
patologia en esta especie, solo se muestrearon unos pocos casos representativos. Por el contrario,
en el caso del rombo el bajo nimero de peces muestreados se debid a que el nimero de
episodios de mortalidad en peces destetados (alevines, juveniles o adultos) fue muy bajo o nulo
(el 79% de los peces muestreados fueron larvas, frente al 11,5% en acedia y el 35% en

lenguado).

Los sintomas observados en los peces enfermos incluyeron tanto cuadros ulcerativos
(Glceras, necrosis externas) como septicémicos (6rganos internos con necrosis, hemorragias,
decoloracion, inflamacion, granulomas, etc.) (Figuras 3, 4 y 5), no obstante en otros casos no se

observo ninguin sintoma de enfermedad:

a) Las larvas de acedia, lenguado y rombo muestreadas presentaban alta mortalidad
pero no mostraban sintomas aparentes de enfermedad. En casi todos estos casos, las
larvas se encontraban realizando la metamorfosis en el momento de las

mortalidades.

b) En alevines los sintomas mas frecuentes fueron ulceras en las aletas caudal, dorsal o
anal. Otros sintomas observados fueron ulceras cutaneas, zonas de descamacion o

zonas de inflamacion, en la piel o en la zona visceral.

¢) En juveniles de acedia y lenguado los sintomas predominantes fueron también
ulceras en la aleta caudal, aleta anal, en la piel o en la zona visceral-opercular,
pudiendo ir acompanados de alteraciones en el higado (palidez, necrosis,
hemorragias). Solo en un caso los peces afectados no presentaron, en general,

ningun tipo de lesion externa, pero si internas (higado hemorragico).
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Tabla 8. Muestreos realizados en cultivos de acedia. La salinidad del agua fue de 32 + 4 %o.

E R F S M N° aislados N°T™ N°P P TQ T Notas
Larva Al-LA10 Febrero 2005 Sin sintomas aparentes Alta 5 2 20 A LA-10 20 Larvas (30 dias) en
metamorfosis
Al1S-1 Febrero 2005 Peces sanos Ninguna 4 2 60 A LA-10 20 Larvas (8-15 dias) sanas
Alevin  A2-BI10 Octubre 2004 Ulceras en piel y aleta caudal, higado palido (anemia)  Baja 3 1 5 A BI-10 20
en alglin caso
A2-SE1 Marzo-mayo 2005 Ulceras en aleta caudal, piel con zonas de Alta/baja 19 7 20 A SE-1 19-21
descamacion; en algun caso sin sintomas externos, segun
con apatia o pérdida de equilibrio (natacion erratica, muestra
en espiral)
A2-SE1 (2) Agosto 2006 Zona visceral inflamada, en algin caso aleta caudal Alta 4 1 10 A SE-1 19
erosionada
A2-SE31 Abril-agosto 2004 Aleta caudal ulcerada Baja 9 3 29 A SE-31 19-22
Juvenil  A3-BI10 Marzo-mayo 2005 Ulceras en piel, zona opercular, aleta caudal o en Alta 23 4 32 A BI-10 12-19
aleta anal; en algun caso higado necrosado,
distension abdominal, apatia, o sin ninglin sintoma
externo
A3-BI9 Diciembre 2004 Ulceras en piel o aleta caudal, en algiin caso higado Alta 5 1 4 A BI-9 16
palido (anemia) o necrosado
A3-LA9 Octubre 2004 Aleta caudal ulcerada, higado palido (anemia) Puntual 6 1 2 A LA-9 20
A3-MA Abril-mayo 2006 Ulceras en zona opercular, aleta caudal o en aleta Alta 35 2 14 B MA 22
dorsal, higado palido (anemia) o hemorragico; en
algun caso sin sintomas externos
A3-SE1 Marzo 2006 Aleta caudal ulcerada Puntual 5 1 1 A SE-1 19
A3-SEI (2) Enero 2007 Aleta caudal inflamada, zona visceral inflamada Baja 1 1 4 A SE-1 19
A3-SES85 Septiembre- Ulceras en aleta caudal, aleta dorsal o en zona Alta 24 2 22 A SE-85 10-21  Alguno de los peces
noviembre 2004 opercular, zonas de descamacion; en algiin caso muestreados eran
higado palido (anemia) o necrosado alevines
Adulto  A4-BI6 Enero-marzo 2006 Sin sintomas externos, higado frecuentemente Baja 27 5 9 A BI-6 10-15
alterado (necrosado, inflamado o hemorragico); en
algun caso pequefias lesiones en aleta caudal
A4-SE Diciembre 2007 Ulceras en aleta caudal y rostro, pérdida de Puntual 1 1 1 A SE 20

equilibrio, alteracion del comportamiento

Leyenda (Tablas 8, 9 y 10): E, edad o fase de cultivo (se clasificaron como “Larva” los individuos antes de la metamorfosis, “Alevin” los individuos posteriores a la metamorfosis con un peso de 0,2-5 g, como “Juvenil” los individuos con un peso de

5-35 g y como “Adulto” individuos con mas de 35 g); R, referencia del muestreo; F, fecha de muestreo; SP, especie muestreada; S, sintomas observados en los peces muestreados; M, mortalidad en el momento de la toma de la muestra (se clasifico

como “Puntual” cuando afectaba a unos pocos individuos concretos, “Baja” cuando se observaba una mortalidad baja pero continuada en el tiempo y “Alta” cuando se produce un repunte en la mortalidad del tanque que causa un 5% o mas de bajas

en una semana); N° TM, nimero de tomas de muestra realizadas en cada brote o muestreo; N° P, nimero de peces muestreados; P, piscifactoria; TQ, tanque de origen de las muestras; T, temperatura del agua en el momento del muestreo en °C.



Tabla 9. Muestreos realizados en cultivos de lenguado senegalés.

E R F M N° aislados N°T™ N°P P TQ T Notas
Larva LI-LAS Mayo-junio 2005 Sin sintomas aparentes Alta 8 2 20 A LA-5 20 Larvas de 30 dias
Alevin L2-BIS Febrero 2005 Ulceras en aleta caudal, dorsal o anal Baja 3 1 6 A BI-5 16
Juvenil  L3-AR Mayo 2006 Ulceras y descamacion en abultamientos en zonas Puntual 1 1 1 A AR 19

ventral y dorsal
L3-SE Junio 2004 Ulcera en aleta caudal y piel Puntual 2 1 1 A SE 19
L3-UM Octubre 2005 Sin sintomas externos, higado hemorragico Alta 4 1 7 C UM 22
Adulto L4-BIS Mayo-junio 2005 Coloracion oscura, distension abdominal; higado Alta 23 4 11 A BI-5 19-21
hemorragico, bazo inflamado o con granulomas
blanquecinos, ascitis, congestion de la zona visceral; a
veces sin ningun sintoma externo
L4-EXT Julio 2004 Aleta caudal ulcerada, tlceras cutdneas, higado en Alta 2 1 6 A EXT 21 Dinoflagelado
algln caso ligeramente hemorragico (Amyloodinium) en
branquias
L4-SE Marzo 2006 Hemorragias en zona ventral, boca y aletas dorsal y Alta 1 1 5 A SE 19
anal, higado hemorragico en algin caso
Tabla 10. Muestreos realizados en cultivos de rombo.
E R F M N° aislados N° T™ N° P P TQ T Notas
Larva R1-LA2 Febrero 2005 Sin sintomas aparentes Alta 3 1 10 A LA-2 20 Larvas (20 dias) en
metamorfosis
R1-LA6 Febrero 2005 Sin sintomas aparentes Alta 4 1 10 A LA-6 20 Larvas (19 dias) en
metamorfosis
RI-LA7 Febrero 2005 Sin sintomas aparentes Alta 1 1 10 A LA-7 20 Larvas (17 dias) en
metamorfosis
RI1S-1 Febrero 2005 Peces sanos Ninguna 2 1 10 A LA-1 20 Larvas (31 dias) sanas
en metamorfosis
R1S-2 Febrero 2005 Peces sanos Ninguna 2 1 10 A LA-3 20 Larvas (19 dias) sanas
en metamorfosis
Alevin R2-LA Mayo 2005 Aleta dorsal ulcerada Baja 3 1 3 A LA 20
Adulto R4-BI Enero 2006 Ulcera cuténea dorsal, falta de apetito Puntual 1 1 1 A BI 10
R4-BI (2) Agosto 2007 Hemorragias en aletas y zona ventral; higado Alta Ninguno 1 4 A BI 20

hemorragico, zona visceral congestionada
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Tabla 11. Distribucion de los peces muestreados y de los aislados obtenidos por especie y fase de cultivo.

N° peces
muestreados
N° de aislados

Acedia Lenguado Rombo
Larva Alevin Juvenil Adulto Larva Alevin Juvenil Adulto Larva Alevin Juvenil Adulto
20 65 78 10 20 6 9 22 30 3 - 5
5 36 98 28 8 3 7 26 8 3 - 1

d)

En peces adultos también se dieron cuadros ulcerativos en las tres especies
estudiadas, pero en una proporcion mucho menor a la observada en alevines y
juveniles. El cuadro mas frecuente fue el de peces sin ningun tipo de lesion externa
(o de poca importancia) pero con alteraciones en los 6rganos internos (higado
inflamado, necrosado o hemorragico, bazo inflamado o con granulomas
blanquecinos), aunque también hubo peces que no mostraron ningun tipo de
sintoma, ni interno ni externo. En otros casos, los principales sintomas fueron

hemorragias en la zona ventral, boca y aletas.

La tasa de mortalidad observada vario entre los distintos muestreos realizados:

a)

b)

c)

En larvas de acedia, lenguado y rombo se registraron mortalidades muy altas,

pudiendo llegar a alcanzar a la casi totalidad del tanque en unos pocos dias.

En el caso de alevines y juveniles de acedia y lenguado, se observdé un mismo
patron de mortalidad, consistente en una mortalidad “por goteo”, baja pero
continuada, interrumpida cada cierto tiempo (1 semana-1 mes) por picos en los que
se podian alcanzar mortalidades del 5-30% en 1-3 semanas (en algunos casos de
hasta el 10-30% en un solo dia). La mortalidad acumulada en estos casos podia
alcanzar el 80-90% al cabo de 3-6 meses. La utilizacion de antibidticos
(oxitetraciclina) en estos casos lograba detener la mortalidad, pero no de forma
duradera, volviéndose a producir mortalidades (primero bajas y luego altas) al
interrumpirse el tratamiento. En alevines y juveniles de rombo no se dio ningin

episodio de importancia.

Respecto a la mortalidad en adultos, el tnico episodio importante en acedias adultas
produjo una mortalidad del 9% en dos meses, mientras que los registrados en
lenguados adultos se saldaron con mortalidades del 50-90% en un periodo de 1-2
semanas. En rombos adultos solo se dio un episodio de importancia, con una
mortalidad de alrededor del 7% en una semana; no obstante ninguna bacteria crecid

a partir de las muestras de este brote.
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Figura 3. Sintomatologia observada en alevines de acedia (1-2), rombo (3-4) y lenguado (5): 1, aleta caudal ulcerada;
2, zona visceral-dorsal inflamada; 3 y 4, tlceras en la aleta dorsal; 5, ulceras en las aletas dorsal o anal.

Figura 4. Sintomatologia observada en juveniles de acedia (1-12) y lenguado (13): 1, zonas de descamacion; 2 y 3,
ulcera en la zona opercular; 4 y 5, aleta caudal ulcerada; 6 y 7, tllceras cutaneas; 8, Ulcera en aleta anal; 9, tilcera en
aleta dorsal; 10 y 11, higado necrosado; 12, higado decolorado (anemia); 13, aleta caudal ulcerada y tulcera cutanea.
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Figura 5. Sintomatologia observada en adultos de acedia (1-2), lenguado (3-7) y rombo (8-10): 1, aleta caudal
ulcerada; 2, higado con necrosis; 3, Ulcera cutanea; 4, distension abdominal (ascitis), coloracion general oscura
(melanosis); 5, higado hemorragico; 6, bazo inflamado; 7, bazo con granulomas; 8 y 9, hemorragias en aletas y piel;
10, higado hemorragico y zona visceral congestionada (acumulacion de sangre).

En total se obtuvieron 223 aislados a partir de peces enfermos, de los cuales el 74,9%
corresponden a acedia, el 19,7% a lenguado y el 5,4% a rombo. En la Tabla 11 se muestra su
distribucion en funcion de la especie y fase de cultivo a partir de la cual fueron recuperados. Por
edades, el 9,4% de los aislados provienen de larvas, el 18,8% de alevines, el 47% de juveniles y
el 24,7% de peces adultos. De las cepas procedentes de peces destetados, el 58,8% se aislaron a
partir de lesiones externas, el 41,2% restante a partir de 6rganos internos. Por otro lado, con el
fin de dilucidar si la mortalidad en larvas se debia a un problema infeccioso o al proceso de
metamorfosis, se muestrearon larvas sanas de la misma edad a las afectadas, con el fin de
encontrar diferencias en la microbiota bacteriana en cada caso, asi como los cultivos de artemias
que servian de alimento a las larvas. A partir de estas muestras se obtuvieron otros 10 aislados.

La mayor parte de las cepas incluidas en este trabajo se aislaron a partir de cultivos
mixtos, seleccionandose en cada caso las colonias mas nimerosas o representativas. En un
nimero considerable de casos, no se obtuvo ningun aislado a partir de las muestras de peces
enfermos, lo que podria deberse a que la enfermedad fuese de etiologia no bacteriana, a la
incapacidad de las bacterias para crecer en el medio de cultivo utilizado, a una temperatura de
incubacion inadecuada o a un tratamiento con antibioticos simultaneo a la toma de muestras. En
otros casos, la impronta de las lesiones externas reveld la presencia de numerosas bacterias
filamentosas que luego no quedaban reflejadas en el medio de cultivo, bien debido a su

incapacidad para crecer en el mismo, bien porque eran inhibidas o ocultadas por otras bacterias
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presentes en la muestra. Los datos de aislamiento para cada una de las cepas obtenidas se

recogen en el Anexo II.

4.2. ESTABLECIMIENTO DE FENONES Y EVALUACION DE LA VIRULENCIA

= Establecimiento de fenones

Los aislados obtenidos fueron sometidos a una caracterizacion fenotipica preliminar
cuyos resultados se recogen en el Anexo III. Basandose en los perfiles fenotipicos obtenidos,
todos los aislados, excepto cinco, fueron agrupados en 19 fenones (G1, G7, G29, G35, G47,
G54, G91, G107, G148, G185, G197, G241, G255, G256, G321, G328, G390, G443 y G500)
(Tabla 12), que fueron designados en funcion de un aislado tipo. Esta agrupacion de los aislados
fue corroborada al realizarse con los mismos datos fenotipicos un dendrograma mediante el
método UPGMA, mostrando este una distribucion de los aislados basicamente similar a la
agrupacion en fenones (Figura 6).

La distribucion de los aislados en funcion del fenon al que pertenecen y de la muestra a

partir de la cual fueron recuperados se indica en la Tabla 13.

Tabla 12. Distribucion de los aislados obtenidos en los 19 grupos fenotipicos o fenones establecidos. Los aislados a3,
a42, al52, al53 y a246 no fueron incluidos en ningtin fenén. En negrita se indican los aislados tipo.

Fenon Numero de aislados Aislados

Gl 18 al, a4, a5, a48, a49, a57, a72, a75, a80, al08, a202, a206, a220, a230,a248, a250, a266,
2269

G7 12 a7,a90, al57,al63, al65, al67, al70, al94, a214, a234, a273, a303

G29 5 al3, al4, a28, a29, a51

G35 20 a6, a27, a31, a32, a33, a35, a36, a52 a85, a86, a92, a97, a98, a100, al01, a238, a287, a309,
a311, a439

G47 8 all, a47, a50, a216, a410, a462, a467, a469

G54 3 a54, al73, a227

G91 40 a8, a9, al0, al7, al8, al9, a20, a26, a30, a76, a82,a a7, a91, al02, al06, a417, a418,

a419, a420, a421, a422, ad23, a426, a427, a428, a429, a430, a431, a432, a433, a434, a450,
ad451, a452, a455, a456, a457, a458, a459, a460

G107 22 al6, a58,al05,a107,al17,al18,all9, al26, al33, al50, al66, al68, al74, al76, al77,
a207, a281, a295, a394, a415, a440, ad441

G148 11 al34, al42, al43, al48, al49, al54, al55, al56, al64, al72, al75

G185 3 al80, al84, al185

G197 3 al197,a199, a308

G241 20 a81, a218, a221, a233, a237, a239, a241, a242, a243, a245, a252, a257, a258, a259, a260,
a262,a271,a312,a313, a314

G255 9 al90, a196, a200, a201, a203,a 204,a 208, a213, a255

G256 8 al2, al5, a212,a 254, a256, a286, a292, a297

G321 25 a316, a318, a319, a320, a321, a329, a330, a331, a332, a333, a334, a335, a336, a337, a338,
a339, a340, a341, a342, a343, a344, a354, a356, a357, a364

G328 2 a328, a381

G390 7 a390, a391, a392, a393, a398, a399, a600

G443 8 a274, a388, ad442, a443, a444, a445, a461, a523

G500 4 a500, a501, a502, a503
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Fendn G91 (40 cepas)

Fendn G35 (20 cepas)

Fenon G148 (cepa al43)
Fendn G241 (cepa a242)
Fendn G148 (10 cepas)
Fendn G241 (19 cepas)

Fendn G54 (3 cepas)
Fendn G256 (& cepas)
Fendn G29 (5 cepas)
Cepaal53

Cepa ad2

Ccfﬂg als2

Fenan G255 (9 cepas)
Cepa a246

Fenon G197 (3 cepas)
Fendn G185 (3 cepas)
Fendn G7 (12 cepas)

Fenon G107 {22 cepas)

Fendn G321 (25 cepas)
Fenin G47 (8 cepas)
Fendn G500 (4 cepas)
Fenin G443 (8 cepas)
Cepa al

Fendn G390 (7 cepas)
Fenon G328 (2 cepas)
Fenon G1 (cepa al)
Fendn G| (cepa a230)
Fendn G1 {16 cepas)

Figura 6. Dendrograma realizado mediante el método UPGMA, utilizando los perfiles de la caracterizacion
fenotipica previa de los aislados, mostrando las relaciones entre los distintos fenones y cepas no adscritas a fenones.

Tabla 13. Distribucion de las cepas recuperadas a partir de peces enfermos, en funcion del fenoén al que pertenecen y
de la muestra a partir de la cual fueron aisladas.

Fenén Acedia Lenguado Rombo
Larva Alevin Juvenil Adulto Larva Alevin Juvenil Adulto Larva Alevin Juvenil Adulto

Gl - 9 7 - - - - - - 2 - -
G7 1 3 1 3 - - - 1 2 - - -
G29 - - 5 - - - - - - - - -
G35 - - 16 1 - - 1 2 - - - -
G47 - 1 3 1 - 1 1 - - - 1
G54 - - - 3 - - - - - - - -
G91 - 4 32 2 - - 1 1 - - - -
G107 1 - 7 6 - 1 - - 2 - - -
G148 1 - - - 2 4 - - -
G185 - - - 3 - - - - - - -
G197 - - 3 - - - - - - - - -
G241 - 10 1 - 8 - - 1 - -
G255 - 1 8 - - - - - - - - -
G256 - 4 2 - - - - - - - -
G321 - - - - 4 21 - - - -
G328 - - 2 - - - - - - - -
G390 - - - 7 - - - - - - - -
G443 - - 8 - - - - - - - - -
G500 - 4 - - - - - - - - - -
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= Evaluacion de la virulencia

Para evaluar la virulencia de los aislados se seleccionaron cepas representativas de cada
uno de los fenones descritos (Tabla 14). En los ensayos realizados con alevines (2 g) y juveniles
(15 g) de acedia mediante inyeccion intraperitoneal de una tnica dosis de 10° UFC/pez, solo las
cepas de cinco fenones, los G47, G91, G321, G390 y G443, produjeron mortalidades
significativas, del 80-100% (Tabla 15). Estas se produjeron antes de transcurridos los 6 dias de
iniciado el experimento, salvo en el caso de la cepa a443, que se produjeron mas tarde. Por otro
lado, no se observaron diferencias importantes en las tasas de mortalidad entre alevines y
juveniles a pesar de utilizar la misma dosis bacteriana en ambos casos. La mortalidad causada
por cepas de otros fenones fue nula o inferior al 40%.

Las cepas tipo de los 5 fenones virulentos se utilizaron para la realizacion de un ensayo
por inmersién con una dosis unica de 10’ UFC/ml, con alevines de acedia de aproximadamente
4 g. El resultado del ensayo se muestra en la Tabla 16. Las cepas a47, a321 y a443 provocaron
la muerte del 100% de los peces al cabo de 10 dias de iniciarse el ensayo. La cepa a443 fue la
mas virulenta, provocando la muerte de todos los peces dentro de los 3 primeros dias tras la
exposicion al patogeno. La cepa a321 registro un resultado similar a los 6 dias y la a47 a los 10
dias. Las cepas a91 y a390 no produjeron mortalidades significativas en ninguno de los dos

ensayos realizados.

Tabla 14. Cepas utilizadas en los ensayos de virulencia.

Fenén Cepa Aislamiento
Especie Edad Muestra
Gl a220 Acedia Alevin Aleta caudal (tlcera)
a250 Acedia Alevin Aleta caudal (tlcera)
G7 a7 Acedia Alevin Aleta caudal (ulcera)
G29 a29 Acedia Juvenil Aleta caudal (tlcera)
G35 a6 Lenguado Adulto Aleta caudal (tlcera)
a35 Acedia Juvenil Higado
G47 a47 Acedia Juvenil Higado
a2l6 Acedia Adulto Piel (descamacion)
G54 a54 Acedia Adulto Higado
GI1 a82 Acedia Juvenil Higado
a9l Acedia Juvenil Higado
a4l7 Acedia Juvenil Aleta caudal (ulcera)
G107 al07 Acedia Juvenil Higado
G185 al85 Acedia Adulto Higado
G197 al97 Acedia Juvenil Aleta anal (tlcera)
G148 al34 Rombo Larva Larva entera
al48 Artemia
G241 a241 Acedia Alevin Piel (descamacion)
a243 Acedia Alevin Piel (descamacion)
G255 a255 Acedia Alevin Aleta caudal (tlcera)
G256 a256 Acedia Alevin Higado
G321 a321 Lenguado Adulto Higado
G328 a328 Acedia Juvenil Aleta caudal (tlcera)
G390 a390 Acedia Adulto Higado
G443 ad443 Acedia Juvenil Aleta caudal (tlcera)
G500 a500 Acedia Alevin Higado
Otros a3 Acedia Alevin Aleta caudal (ulcera)
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Tabla 15. Porcentajes de mortalidad en alevines y juveniles de acedia en el ensayo por inyeccion intraperitoneal con
una dosis bacteriana de 10° UFC/pez. Se utilizaron cepas representativas de cada uno de los fenones descritos. La
mortalidad se registro diariamente durante los 18 dias siguientes a la infeccion.

Porcentajes de mortalidad acumulada (%)

Fenén Cepa Alevines (2 g) Juveniles (15 g)
Dia 3 Dia 6 Dia 10 Dia 18 Dia 3 Dia 6 Dia 10 Dia 18
Gl a220 - - 10 10 - - - -
a250 - - - - - - - -
G7 a7 - - - - - - - -
G29 a29 - - - - - - - -
G35 a6 - - - - ND ND ND ND
a35s - - - - - - - -
G47 ad7 50 100 100 100 60 100 100 100
a2l6 100 100 100 100 ND ND ND ND
G54 a54 10 10 10 10 - - - -
G91 a82 80 80 80 80 ND ND ND ND
a9l 90 100 100 100 90 90 90 90
a4l7 40 40 40 40 ND ND ND ND
G107 al07 - - - - - - - -
G185 al85 20 30 30 30 - - - -
G197 al97 - - - - - - - -
G148 al34 - - - - - - - -
al48 - - - - - - - -
G241 a241 - - - - - - - -
a243 - - - - - - - -
G255 a255 - - - - - - - -
G256 a256 - - - - - - - -
G321 a321 50 100 100 100 90 90 100 100
G328 a328 - - - - - - - -
G390 a390 100 100 100 100 90 90 90 90
G443 ad43 - - 30 80 - 30 80 90*
G500 aS00 - - - - - - - -
Otros a3 - - - - ND ND ND ND

* En el ensayo realizado con juveniles de acedia y la cepa a443, la dosis bacteriana real fue de 10’ UFC/pez.

Tabla 16. Porcentajes de mortalidad en alevines de acedia en el ensayo por inmersion con una dosis bacteriana de 10’
UFC/ml. Se utilizaron cepas que mostraron ser virulentas por inyeccion intraperitoneal. La mortalidad se registro
diariamente durante los 18 dias siguientes a la infeccion.

Porcentajes de mortalidad acumulada (%)

Fenén Cepa Ensayo 1 Ensayo 2

Dia3 Dia 6 Dia 10 Dia 18 Dia 3 Dia 6 Dia 10 Dia 18
G47 a47 - - 100 100 ND ND ND ND
GI1 agl - - - - - - - -
G321 a321 - 100 100 100 ND ND ND ND
G390 a390 - - 10 10 - - 10 10
G443 a443 100 100 100 100 ND ND ND ND

Para el calculo de la dosis letal 50 (DLs,) se realizaron ensayos por inmersion con dosis
de bacteria de 10°-10” UFC/ml, con alevines de acedia de 1 g, cuyos resultados se muestran en
la Figura 7. Para cada dosis utilizada se realizaron dos ensayos simultdneamente, calculandose
la dosis letal a partir del valor medio de los dos ensayos. La cepa a443 fue de nuevo la mas
virulenta, con una DLs, de 2,2 x 10° UFC/ml, seguida de la a321, con una DLs, de 3,4 x 10°
UFC/ml, y de la a47, que con una DLs, de 7,8 x 10°UFC/ml, fue la menos virulenta. En el caso
de la cepa a321 la DLs, se determind también mediante inyeccion intraperitoneal, utilizando
alevines de acedia de aproximadamente 3g con un rango de dosis de 10'-10* UFC/pez. La DL,

obtenida en este caso fue de 1,5 x 10° UF C/pez.

92



Resultados

[s—Y
[\

100 + 100 + —
90 4 90 4 -
— 8[] b o 80 T i
£ 4 £ 704 . |
T 601 T 601
= 50+ 2 50+
! !
= 204 = 24
10 + 10 +
0 ; i f { 0 : - 3 |
10* 10° 10° 107 10! 10° 10° 107
Dosis (ufc/ml) Dosis (ufc/ml)
3 100 + = 4 100 + .
90 + oo- 90 + 73
- 80t - — 804
=2 704 £ 70+ , == ensayo 1
2 604 = B07 — 2
2 5l 2 504 ensayo
E 40 + E ;g 1 —a— media
o 30 i 4 -
. 20 + = 20 4
10 + 10 +
0 ; f } 4 0 A + =4 } |
10* 10° 10¢ 107 10! 10° 10° 10*
Dosis (ufc/mil) Dosis (ufc/pez)

Figura 7. Porcentajes de mortalidad acumulada en los ensayos realizados para el calculo de la dosis letal 50, a los 10
dias del inicio del experimento. Se utilizaron las cepas que mostraron ser virulentas por inyeccion intraperitoneal e
inmersion. Grafica 1: ensayo por inmersion con la cepa a47; grafica 2: ensayo por inmersion con la cepa a443;
grafica 3: ensayo por inmersion con la cepa a321; grafica 4: ensayo por inyeccion intraperitoneal con la cepa a321.
Para cada una de las dosis se realizaron simultaneamente dos ensayos, usandose la media de ambos para el calculo de
la dosis letal.

En el curso de la realizacion de estos ensayos, solamente los peces infectados con la
cepa a443 reprodujeron con cierta frecuencia los sintomas tipicos de la enfermedad, ulceras
externas en este caso. En todos los demas casos los peces no mostraron ningin sintoma de
enfermedad, a excepcion de un pez infectado con la cepa a47 que también acabo por presentar
ulceras en la aleta caudal. La recuperacion de los patogenos a partir de los peces muertos vario
segin la cepa utilizada. En el caso de las cepas a390, a321 y a91, el patogeno fue recuperado de
la practica totalidad de los peces y en buen nimero, aunque casi siempre en cultivos mixtos. En
el caso de las cepas a47 y a443, ambas bacterias filamentosas, sin embargo, el patdogeno no
siempre fue recuperado de los peces muertos y cuando se recuperd fue en bajo numero, en
cultivos mixtos. En ninguno de los ensayos realizados con alevines y juveniles se registraron
muertes entre los peces controles.

Por otra parte, con el fin de determinar si los principales fenones detectados en larvas
(G7, G107, G148 y G241) podian resultar patdogenos para estas, se realizO un ensayo por
inmersion con grupos de larvas de acedia de 20 dias (n=100) con una dosis de 10° UFC/ml, con

representantes de estos 4 fenones. Como controles positivos, se incluyeron también las cepas
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tipo de los fenones patogenos G91 y G321. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 8.
El grupo de peces control mostro a los 5 dias una mortalidad del 61%, obteniendo las cepas de
los fenones G91, G7 y G107 resultados basicamente similares (65%, 59% y 60%
respectivamente). Unicamente el fenén G321 mostr6 ser claramente virulento (100%
mortalidad), mientras que los fenones G148 y G241 mostraron resultados extrafios, al mostrar

porcentajes de mortalidad muy inferiores a los del grupo control (43% y 35% respectivamente).

100
90
a0 1
70 1
<
3;‘;, &0 4 —— Control
T 50 4 - G91
© G321
=
40
2 G7
30 A == 5107
o G148
—— G241
10 1
0

Figura 8. Porcentajes de mortalidad acumulada en el ensayo por inmersion realizado con larvas de acedia de 20 dias,
utilizando representantes de los fenones G91 (a91), G321 (a321), G7 (a7), G107 (al07), G148 (al34) y G241 (a243).
En el grupo control no se adicioné ninguna bacteria a las larvas.

4.3. IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE LOS FENONES

= Caracterizacion fenotipica y genotipica de los fenones

Con el fin de identificar los principales tipos de bacterias presentes en los episodios de
mortalidad estudiados, se seleccionaron 109 de los 223 aislados obtenidos (Tabla 17),
incluyéndose representantes de cada uno de los fenones asi como las cepas no incluidas en estos.
Estos aislados fueron sometidos a una caracterizacion fenotipica mas extensa y a una
caracterizacion genotipica basada principalmente en la secuenciacion del gen ARNr 16S. Los
resultados obtenidos en ambos casos fueron congruentes con la clasificacion en fenones
establecida inicialmente, y permitieron tanto una mejor diferenciacion de los mismos, como su
identificacidon a nivel de género o especie, mostrando que en algliin caso incluian mas de una

especie.
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Tabla 17. Cepas bacterianas utilizadas para la caracterizacion fenotipica y genotipica de los fenones.

Fenon Numero de aislados Aislados

Gl 11 al, a5, al08, a202, a206, a220, a230,a248, a250, a266, a269
G7 4 a7,2a90, al70, a234

G29 4 al4, a28, a29, a51

G35 8 a6, a33, a35, a85, a92, a100, al01, a311

G47 8 all, a47, a50, a216, a410, a462, a467, a469

G54 2 a54,a227

G91 17 a8, a9, al0, a20, a26, a30, a82, a87, a91, al02, al06, a417, a421, a426, a428, a456, a459
G107 5 a58,al05,al07, a207, a394

G148 5 al34,al42,al43, al48, al49

G185 2 al80, al85

G197 3 al97, a199, a308

G241 7 a221, a233, a239, a241, a245, a260, a3 14

G255 4 a200, a201, a204, a255

G256 5 a212,a 254, a256, a286, a297

G321 3 a316, a319, a321

G328 2 a328, a381

G390 6 a390, a391, a393, a398, a399, a600

G443 6 a274, a388, ad443, ad444, a461, a523

G500 2 a500, a502

Las principales caracteristicas fenotipicas diferenciales de los fenones se resumen en la
Tabla 18. Basandose en estos resultados se desarrolld una clave para su diferenciacion de
acuerdo a criterios fenotipicos (Figura 9). En todos los casos se tratd de bacterias Gram
negativas oxidasa positivas, por lo que la primera division de los aislados se hizo basandose en
los resultados del test oxidacion-fermentacion de la glucosa (OF).

Entre los microorganismos de metabolismo oxidativo (6 fenones) la diferenciacion se
realiz6 inicialmente en funcion de la morfologia de la célula, la movilidad, el requerimiento de
agua de mar para el crecimiento y el crecimiento con distintas concentraciones de NaCl.

La diferenciacion de los microorganismos de metabolismo fermentativo (13 fenones) se
realizé inicialmente de acuerdo a los resultados de los test arginina dihidrolasa (ADH), lisina
decarboxilasa (LDC) y ornitina decarboxilasa (ODC), siguiendo el procedimiento descrito por
Alsina & Blanch (1994). Los grupos formados a raiz de este esquema se diferenciaron con test
como el del indol, fermentacion de azucares, hidrélisis de la gelatina o el crecimiento a distintas

temperaturas o concentraciones de NaCl.

El andlisis filogenético basado en secuencias parciales del ADNr 16S mostré una
clasificacion basicamente similar a la obtenida mediante criterios fenotipicos, aunque en algun
caso fue menos discriminante.

Con una unica excepcion, dentro de cada fendn las cepas mostraron porcentajes de
similitud iguales o superiores al 98,7% propuesto por Stackebrandt & Ebers (2006) como valor
minimo dentro de una especie, por lo que pueden considerarse, si no miembros de una misma
especie, si pertenecientes a especies estrechamente relacionadas. El tinico fenén en el que la
similitud entre sus cepas fue inferior a ese valor fue el G1, un resultado acorde con la alta

heterogeneidad fenotipica que se observa en este grupo.
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Tabla 18. Principales caracteristicas fenotipicas diferenciales entre los 19 fenones establecidos. En todos los casos se trata de bacterias Gram negativas, oxidasa y catalasa positivas. Todos los
aislados fueron negativos para los test de produccion de H,S, de produccion de gas a partir de glucosa y de produccion de acido a partir de inositol y rhamnosa. A excepcion de algunos aislados
del fenon G1, todos fueron sensibles a novobiocina. No se incluyen otros test realizados tinicamente a ciertos grupos.

Fenon
Test Gl G7 G29 G35 G47 G54 GI1 G107 G148 G185 G197 G241 G255 G256 G321 G328 G390 G443 G500
Morfologia celular B* \ B B F v B v B v v B B B B B v F F
OF o F F F o F F F F F F F F F F o O O O
Movil + + + + - + + + + + + + + + - - + - -
ADH - + + - - - - + - + + - - + + - + - -
LDC - - - + - + + - + - - + - - - - - - -
ODC - - - + - - + - + N - - - - - - -
TCBS - v a a, v - v a, v a a v v a v a - - - - -
ONPG V- + + V- - - v v - - + + - - - - -
Citrato v - - - - v - V+ - - \% - - - + + - -
Indol - + + + - - + + + - - + + + - - -
VP v - - - + - - - \ - - + - - + - - +
Rojo metilo - + + + ND + + + ND + + + + + ND ND ND ND
NO; V+ + + + + + + + + + + + + + - - - -
N, ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND + + + + +
Amilasa A% + + + - + + + + + + + + - - + - - -
Lipasa + + + + - + + + + + + + + + + + - + +
Gelatinasa + + + + + - + + + + + + + - - + + + +
Esculinasa ND + + + - + + + + - - + - + ND ND -
Caseinasa ND ND - + + ND + ND + ND ND + ND - ND ND + ND ND
Ureasa - - - + - + v - - - - - - - - - - - -
Hemolisis -0 p B - - ND o o o o - o - B - o - o o, B ND ND
Acido de:
Glucosa A% + + + - + + + + + + + + + + + + - -
Manitol \% + - V- - + + + + \% + + - - - - - - -
Sorbitol - - - - - - + - - - - - - - - - - - -
Sacarosa v - + v - - v + + - - + - + - - - - -
Melobiosa - + + - - - - - - + - - - - - V- - -
Amigdalina - + + + - - + + - - - - - + - - - - -
Arabinosa v - v - - - \% - + - - - - - - - - - -
Lactosa - V- V+ - ND - - - - - - - - - - + - ND ND
Manosa - + + + ND + + + + + N4 + + + ND ND
Salicina - - - V+ ND - - - - - - - - - - ND ND
Crecimiento a:
4°C + + - - - + - + - + - - + - - + + - +
30°C + ND + + ND ND + ND + ND + + - + + + + ND +
35°C + - + + - - + - + - + + - + + + - - +
40°C + - + + - + + - - + - + - + - - +
44°C ND - - - - - + - + - - ND - -
Crecimiento en:
0% NaCl - - - - - - - - - - - - - - - + + - -
3% NaCl + + + + - + + + + + + + + + + + + -
6% NaCl + + + + - + + + + + - + - + - + + - -
8% NaCl + - - ) - - + - + - - + - - - + - - -
10% NaCl ND - - - - - - - + - - + - - - + - -
12% NaCl - - - - - - - - - - - - - + - -
Requerimiento agua mar - - - - + - - - - - - - - - + +
Sensibilidad a:
0120 (10 pg) R v S R R S R Vs R S S R S S S R R S S
0129 (150 pg) R Vs S S R S R S VR S S R S S S R R S S
Ampicilina v Vs S R Vs S R S R S S R S S S S R S S
Color colonia B G,B G G AB AP MC G,B B B B B B G G B B AP AB
Swarming - - - - - - + - + - - + - - - - - - -
Pigmentos difusibles - - + - - - - \% - - - - - + - - - - -
Numero cepas 11 4 4 8 2 17 5 S 2 3 7 4 5 3 2 6 6 2

“Leyenda: +, el porcentaje de cepas positivas iguala o supera el 90%; V, porcentaje de positivos del 26-74%; V+, porcentaje de positivos del 75-89%; V-, porcentaje de positivos del 11-25%; -, porcentaje de positivos del 0-10%; (+), positivo débil;
ND, no determinado. Morfologia celular: B, bacilo; F, filamentosa; V, bacilo con forma de coma o irregular. Color de las colonias: AB, amarillo brillante; AP, amarillo palido; B, blancuzca; G, gris; MC, marrén claro.
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- Colonia amarillo palido. VP negativo. Lipasa positiva.

Sensible aO129...........ooooiiiiiiii . G443
. - No crecen a4, 35y 40°C.

- Filamentosas

no moviles. - Colonia amarillo brillante. VP positivo. Lipasa negativa.

Requieren agua Resistente aO129.................oooiiiiiii, G47

de mar para su

crecimiento. - Crecen a 4, 35 y 40°C. Colonia amarillo brillante. VP positivo. Lipasa positiva.
Sensible 8 O129...........iiiiiiii i G500

Oxidativo - Bacilos - ADH negativo. Lipasa positivo. Manosa negativa. No crecen en 0% NaCl, pero si en
méviles. No 8% NaCL Crece @35 Y 40°C.......uiiiiiii e Gl
requieren agua

de mar. No - ; " " o - o .

o - ADH positivo. Lipasa negativo. Manosa positiva. 0% positivo. 8% negativo. No crecen

crecen en 12% 5
35 Y A0°C . e G390

NaCl.

- Bacilos cortos no moviles. No requieren agua de mar. Crecen en 12% NaCl................................ G328

= ADH, LDC y ODC NEEAtIVOS. .......eevteiiiiieiiineiiietieesiteeee e et ee et e e s e e e e een e eee e s G255

- Bacilos cortos no méviles. No crece en TCBS. VP positivo. Amilasa y
- Indol gelatinasa negativos. ...............oovveiiiineiiiiiiee e G321
OF negativo. - Melobiosa positivo. No hemolitico.
ONPG < BabiigeiGyiles. Crecen Crece a 4°C pero no a 35°C. Crece en 6%
negativo. en TCBS. VP negativo. NaCll....ooiiiiiriieceeeea, G185
Amigdalina i i
%- Am}l_a say gelatinasa - Melobiosa negativo. Alfa hemolitico.
negativo. positivos. o . o
No crece a 4°C pero si a 35°C. No crece
en 6% NaCl.............cocoeen. G197

L0 - Amilasa y gelatinasa positivas. No

LDCy ODC o . L.

i . . hemolitico. Melobiosa positiva. Lactosa

negativos. - Manitol negativo. No | A 5

crece 2 4°C pero sia 35 y generalmente positiva.................. G29
- Indol 40°C. Pigmento difusible . . .
positivo. T - Amilasa y gelatinasa negativas. Alfa
ONPG ' hemolitico. Melobiosa y lactosa
Fermentativo positivo o negativas............................... G256
variable.
Amigdalina - Melobiosa positivo. Sacarosa negativo.
positivo. Beta hemolitico........................... G7
- Manitol positivo. Crece a
O 10,
LS CE R AL, - Melobiosa negativo. Sacarosa positivo.
Alfa hemolitico........................ G107
- Indol negativo. ODC y gelatinasa negativos. Crece a 4°C pero no a 35 y 40°C. No crece
en 8% NaCl. Sensible a 0129 y ampicilina........................ooocoiiiiiiiiiiienei, G54
- Manitol positivo. Sorbitol positivo.
. Salicina negativa. Presenta
.. - VP negativo. A
bllg(éol positivo. Amigdalina positivo. SWArMING........oooviviineniinainnnnnn, GI1
. No crece en 10% . .

- ADH negativo. generalmente NaCl ni a 44°C - Manitol generalmente negativo.

LDC positivo. positivo. ' Sorbitol negativo. Salicina generalmente
Gelatinasa positivo. No presenta swarming...... G35
positivo. No crece
a4°C perosia3s - VP variabl - Arabinosa positivo. Citrato
y 40°C. Crece en Ami \("arl{a 2 " generalmente positivo. VP
8% NaCl. o= 1?3;e§a Ol | variable.....ooooiiin G148
Resistente a 0129 ;e{tcoecer;) °t 5207
y ampicilina. :wamin resenta - Arabinosa negativo. Citrato variable.

& VP positivo...........cooceeeiii, G241

Figura 9. Clave para la diferenciacion de los diecinueve fenones establecidos, basada en las caracteristicas
fenotipicas determinadas durante la realizacion de este trabajo. En todos los casos se trata de bacterias Gram
negativas oxidasa positivas, por lo que la primera diferenciacion se realizd en funcion del test de oxidacion-
fermentacion de la glucosa (OF). La diferenciacion inicial de los microorganismos de metabolismo oxidativo se
realizd en funcidn de la morfologia de la célula, su movilidad y el requerimiento de agua de mar para su crecimiento.
Los microorganismos de metabolismo fermentativo se diferenciaron inicialmente en funcion de los resultados de los
tests ADH, LDC y ODC. Las cepas no pertenecientes a ningun fenén no se incluyen.
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En la Tabla 19 se muestran los porcentajes de similitud observados entre secuencias
parciales del ADNr 16S de cepas representativas de los distintos fenones. En la mayor parte de
los casos los valores se encuentran muy por debajo de los valores propuestos por Stackebrandt
& Ebers (2006) e incluso por debajo del 97% (el valor mas bajo se dio entre las cepas a47 y
a390, con un 72,9% de similitud). En dos casos, sin embargo, se dieron valores por encima del
98,7%: entre las cepas de los fenones G29 y G256 (99,7%) y entre las cepas de los fenones G91,
G35, G148 y G241 (98,5-100%), manteniéndose en estos casos los fenones principalmente en
base a criterios fenotipicos.

Por otro lado, el arbol filogenético obtenido a partir de las distancias genéticas de las
secuencias ADNr 16S obtenidas en este trabajo (Anexo V) reflejoé claramente estos resultados,
agrupando los fenones G29 y G256 por un lado, y los fenones G91, G35 y G241 por otro,
mientras que los demds fenones formaron clados tunicos, claramente diferenciados entre si
(Figura 10). Por otra parte, la distribucion de los aislados en funcion de estas secuencias es muy
similar a la obtenida en el dendrograma resultante de la caracterizacion fenotipica previa de los

aislados (Figura 6).

* @ Fenones G35, G91, G241 y cepa a42

78

n| A Fenon G148
"4 Fenones G29, G256
10(Uiepa a!52
2] [rog FFenloné}SZ"SS
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E:Z Wlepa a246
a1}, Fenon G107 (cepa al50)
100 - Fenon G107
#—( Fenén G7 y cepaal53
—— Fenén G321

100

53

7

= —— Fendén G185
" Fenon G197
i E Fenén G1 (cepas al08, a250)
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Staphylocccus saprophyticus CMGS3 (EU073967)
« Fenén G443
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Figura 10. Arbol filogenético obtenido a partir de las distancias genéticas de 109 secuencias del gen ARNr 16S
obtenidas a partir de las cepas de los distintos fenones. El arbol se realizé con el método de Neighbour-joining, con
un valor de bootstrap de 1000 replicas. La secuencia EU03967 se utilizé con el fin de incluir el ADNr 16S de una
cepa Gram positiva. La longitud de las ramas horizontales es proporcional a la divergencia evolutiva.
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Tabla 19. Porcentajes de similitud entre secuencias parciales (600 pb) del ADNr 16S de cepas de los distintos fenones, calculados con el programa MatGat.

a388 a47 a500 a220 a250 a390 a381 a255 a321 al85 al97 a29 a256 a7 al07 a54 a9l a35 al48 a241
Fendén G443 a388
Fenon G47 a47 95,8
Fenon G500 a500 96,3 94,4
Fenon Gl a220 76,4 76,4 77,0
Fenon Gl a250 76,0 76,2 76,5 97,5
Fenon G390 a390 73,4 72,9 75,2 86,9 86,5
Fenon G328 a381 75,4 76,1 75,9 84,9 85,4 87,4
Fenon G255 a255 75,7 75,1 75,9 87,7 88,5 87,0 85,5
Fenon G321 a321 75,6 75,6 76,6 88,9 89,7 86,2 85,2 95,2
Fenon G185 al85 75,4 75,1 76,4 89,0 89,2 86,9 84,9 93,9 94,2
Fenon G197 al97 75,1 74,8 76,1 88,2 89,4 84,9 84,9 94,4 94,7 97,0
Fenon G29 a29 75,6 75,1 75,4 88,0 87,7 85,7 85,2 97,2 94,9 92,9 94,0
Fenon G256 a256 75,2 75,1 75,4 87,9 88,4 85,9 85,2 97,7 94,9 92,9 94,0 99,7
Fenon G7 a7 75,6 74,6 75,9 88,4 88,5 86,7 84,6 96,8 93,7 94,9 93,9 96,3 96,3
Fenon G107 al07 75,1 74,9 75,7 88,9 89,0 86,5 84,6 97,7 94,4 94,2 93,0 96,3 96,3 98,0
Fenon G54 a54 74,8 74,6 76,0 88,7 88,9 86,1 84,1 96,7 94,5 94,0 93,4 96,5 96,4 97,2 97,3
Fenon G91 adl 75,6 74,8 75,6 89,5 89,4 87,0 85,2 97,2 96,3 94,2 94,4 97,0 97,0 96,0 96,3 95,7
Fenon G35 a35 75,7 74,9 75,7 89,7 89,5 87,2 85,4 97,3 96,5 94,0 94,2 97,2 97,2 96,2 96,5 95,7 99,8
Fenon G148 al48 74,6 74,4 75,1 89,0 88,9 86,7 85,4 97,0 95,3 95,2 94,4 96,7 96,7 96,5 96,0 96,8 98,7 98,5
Fenon G241 a241 75,6 74,8 75,6 89,5 89,4 87,0 85,2 97,2 96,3 94,2 94,4 97,0 97,0 96,0 96,3 95,7 100,0 99,8 98,7




Resultados

La caracterizacion fenotipica y genotipica de los fenones, y particularmente la
secuenciacion del ADNr 168, permitié determinar la posicion taxonoémica de estos al menos a
nivel de género (Figura 11). Los seis fenones de metabolismo oxidativo abarcan 5 géneros
distintos, pertenecientes a las familias Flavobacteriaceae (géneros Tenacibaculum y
Polaribacter), Pseudoalteromonadaceae (género Pseudoalteromonas), Pseudomonadaceae
(género Pseudomonas) y Moraxellaceae (género Psychrobacter), mientras que los 13 fenones
de metabolismo fermentativo se reparten en 3 géneros pertenecientes a la familia Vibrionaceae
(Aliivibrio, Photobacterium y Vibrio).

La identificacion de los fenones incluidos en cada uno de estos géneros se detalla a

continuacion.

- Género Aliivibrio: G54

o | pmilia | Género Photobactenun: G185, G197, G321
- Gémero Fibrio: G7, G29, G35, G91, G107, G148,
G241, G255, G256
- Filo Proteobacteria.
Clase y-Proteobacteria -Familia Psendomonadaceae. Género Pseudomonas: G390
- Orden
Pseudomonadales

-Familia Moraxellaceae. Género Fsychrobacter: G328

Bacteri . Or
acterta Orden - Familia Pseudoalteromonadaceae. Geénere Preudoalteromonas: G1
Alteromonadales
- Género Tenacibactdum: G47, G443
- Filo Bacteroidetes. - Orden - Familia
Clase Flavobacteria Flavobacteriales Flavobacteriaceae

- Género Polerbacters G500

Figura 11. Posicion taxondmica de los distintos fenones a nivel de género.

= Género Aliivibrio

Este género abarca unicamente las cepas de un fenon, el G54. Se trata de bacilos curvos,
Gram negativos, oxidasa positivos, moéviles, anaerobios facultativos, negativos para los test
ADH, VP, indol y gelatinasa, incapaces de crecer en 10% NaCl, y sensibles a la novobiocina y
al agente vibrioestatico O129. Estas caracteristicas fenotipicas, junto con los resultados de la
secuenciaciéon del gen ARNr 16S, permiten su inclusion dentro del género Aliivibrio

(Urbanczyk et al. 2007).
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Resultados

- Fenoén G54 (Aliivibrio sp.)

La caracterizacion fenotipica y genotipica de los aislados no permitio una identificacion
clara a nivel de especie, por lo que fueron clasificados Unicamente a nivel de género como
Aliivibrio sp.

Las colonias son de color amarillo palido, y no presentan swarming, pigmentos
difusibles ni adherencia al agar. Las caracteristicas fenotipicas de los aislados se resumen en la
Tabla 20. Las cepas mostraron perfiles fenotipicos idénticos, tanto con los test convencionales
como con ¢l API 20E. La unica discrepancia entre los test convencionales y los del API 20E se
dio con el test de la ureasa, positivo con los primeros y negativo con los segundos.

Las especies mas cercanas, de acuerdo la secuenciacion del ADNr 16S y el programa
BLAST, se muestran en el anexo VI-7. Unicamente Aliivibrio finisterrensis, con un 98,9% de
similitud, mostro valores superiores a los propuestos por Stackebrandt & Ebers (2006) para ser
considerados miembros de una misma especie, registrando otras especies proximas como
Aliivibrio fischeri, Aliivibrio wodanis y Aliivibrio logei valores inferiores al 98%. El arbol
filogenético construido a partir de estas secuencias reflejo estos resultados, agrupando
claramente las cepas del fenon G54 con A. finisterrensis (Figura 12).

No obstante estos resultados, la pertenencia de los aislados a A. finisterrensis no esta
clara, ya que esta especie se diferencia de las cepas del fenon G54 en una serie de test (Tabla

21) , incluidos el ADH, ONPG, hidrolisis de almidén, produccion de acido a partir de salicina, o

Tabla 20. Caracteristicas fenotipicas de los aislados del fenon G54.

Cepas Cepas
Test as4 a227 Test as4 a227
OF F F Acido de:
ADH - - Melobiosa - -
LDC + + Amigdalina - -
ODC - - Arabinosa - -
TCBS v v Lactosa - -
ONPG - Manosa + +
Citrato - - Salicina - -
H,S - - Crecimiento a:
Indol - - 4°C + +
VP - - 35°C - -
Gas glucosa - - 40°C - -
NO; + + 44°C - -
Amilasa + + Crecimiento en:
Lipasa + + 0% NaCl - -
Gelatinasa - - 3% NaCl + +
Esculinasa + + 6% NaCl + +
Ureasa +* +* 8% NaCl - -
Hemolisis o o 10% NaCl - -
Catalasa + + 12% NaCl - -
Acido de: Requerimiento agua de mar - -
Glucosa + + Luminiscencia - -
Manitol + + 0129 (10 pg) S S
Inositol - - 0129 (150 ng) S S
Sorbitol - - Novobiocina S S
Rhamnosa - - Ampicilina S S
Sacarosa - -

* El sistema API 20E mostr6 el resultado opuesto.
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a7 — NR025675 Fibrio superstes LMG 21323
&2 DQ922915 Vibrio comitans GHG2-1
n| L avastors Vibrio gallicus CIP 107867
gz AB000393 Vibrio halioticoli 1AM 14599
——— AJ514915 Vibrio fortis LMG 21562
- EF094887 Vibrio crassostreae CAIM 1405
6 | = \_[ AJ490157 Vibrio chagasii LMG 13237
a1 L AB038030 Vibrio splendidus (biovar 1I) ATCC 3378
98 FN432953 Aliivibrio sp. a54
{USMG{M Aliivibrio finisterrensis CECT 7228
a4 AY341436 Alitvibrio fischeri ATCC 7744
100 \— EU185818 Aliivibrio fischeri ATCC 25918

EU185825 Aliivibrio wodanis ATCC 15382
1o | | AJ437616 Aliivibrio logei NCIMB 2252
H x70643 Aliivibrio salmonicida NCMB 2262

AY087754 Aeromonas hydrophila ATCC 49140

0.01

Figura 12. Arbol filogenético basado en las distancias genéticas del gen ARNr 16S de la cepa a54 y especies
relacionadas. La secuencia de Aeromonas hydrophila fue incluida como outgroup. Los numeros en los nudos indican
los niveles de bootstrap con 1000 replicas. Los niimeros de acceso de las secuencias en la base de datos
DDBJ/EMBL/GenBank se indican antes de los nombres de las especies. La longitud de las ramas horizontales es
proporcional a la divergencia evolutiva.

Tabla 21. Caracteristicas fenotipicas diferenciales entre los aislados del fenon G54 y las especies mas proximas
segln la secuenciacion del ADNr 16S. Datos extraidos de Alsina & Blanch (1994), Buller (2004) y Beaz-Hidalgo
(2008). En gris se indican las caracteristicas discrepantes de las distintas especies con las cepas del fenon G54.

Especie
Test Fenon G54  Aliivibrio finisterrensis Aliivibrio fischeri Aliivibrio wodanis Aliivibrio logei
Plgme.:ntamon Arr}apllo ND Amarillo-naranja Azul-negro Amarillo-naranja
colonia palido
ADH - + - - -
LDC + + + - +
ODC - - - - V+
ONPG - + V- - \%
Indol - - d V+ -
Amilasa + - - + -
Gelatinasa - - V- + V-
Esculinasa + + - - \%
Ureasa + V+ + V- \%
B-hemolisis - ND - + -
6% NaCl + \% + \% -
Acido de:
Manitol + V- V- \Y% V+
Amigdalina - i ND ND ND
Salicina - i v - \%
Ampicilina S R \Y S \

la sensibilidad a la ampicilina. Tras A. finisterrensis la especie mas proxima es A. fischeri, con
un 97,7% de similitud en el ADNr 16S. Junto con esta baja similitud en el ADNr 16S y algunas
diferencias fenotipicas (Tabla 21), la utilizacion de los cebadores especificos de 4. fischeri

LuxA-F y LuxA-R, descritos por Lee & Ruby (1995), permiti6é descartar esta especie. Ninguna
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de las cepas del fenon presentd el fragmento especifico de 428 pb, que por el contrario si
aparecio con la cepa de referencia 4. fischeri CECT 524, utilizada como control positivo (datos
no mostrados). Ensayos adicionales deberan realizarse para determinar si las cepas del fenon
G54 pertenecen a la especie A. finisterrensis o si representan una especie nueva dentro del

género Aliivibrio.

= Género Photobacterium

Este género abarca 3 fenones, el G185, el G197 y el G321, este ultimo patdogeno. Los
dos primeros fenones consisten en bacilos curvos moviles, mientras que el ultimo estd formado
por bacilos cortos no moviles. En todos los casos son bacterias Gram negativas, oxidasa
positivas, anaerobias facultativas, que requieren sodio para su crecimiento. A excepcion de que
los miembros de este género se describen como cocobacilos o bacilos rectos, estas
caracteristicas, junto con los resultados de la secuenciacion del ADNr 16S, permiten situarlos

dentro del género Photobacterium (Holt et al. 1994).

- Fendén G185 (Photobacterium sp.)

Los aislados de este fenoén solo pudieron identificarse a nivel de género como
Photobacterium sp., siendo posible que se trate de una nueva especie dentro del mismo.

Las colonias son de color blanquecino, y no presentan swarming, pigmentos difusibles
ni adherencia al agar. Las caracteristicas fenotipicas de los aislados se resumen en la Tabla 22.
Las dos cepas caracterizadas mostraron perfiles idénticos, con excepcion de la produccion de
acido a partir de manitol.

Las especies mas cercanas, de acuerdo a la secuenciacion del ADNr 16S y el programa
BLAST, se muestran en el anexo VI-12. Los valores de similitud mas altos se dieron con P.
iliopiscarium, con un 97,7%, seguida de P. kishitanii y P. aquimaris con un 97,6%, y P.
phosphoreum, con un 97,4%. Otras especies de los géneros Photobacterium y Vibrio mostraron
valores inferiores al 97%. Estos valores estan, sin embargo, muy por debajo del propuesto por
Stackebrandt & Ebers (2006) para ser considerados miembros de una misma especie.

El arbol filogenético realizado con estas secuencias muestra a la cepa al85 claramente
dentro del género Photobacterium, pero no se agrupa con ninguna de las especies actualmente
descritas (Figura 13). Por otra parte, estas especies muestran caracteristicas fenotipicas que los
diferencian claramente de los aislados del fenén G185 (Tabla 23), por lo que como se ha

indicado estos podrian constituir una nueva especie dentro de género Photobacterium.
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Tabla 22. Caracteristicas fenotipicas de los aislados del fenon G185.

Cepa Cepas

Test als0 alss Test al80 alss
OF F F Acido de:
ADH + + Melobiosa + +
LDC - - Amigdalina - -
OoDC - Arabinosa - -
TCBS v v Lactosa - -
ONPG - Manosa + +
Citrato - - Salicina - -
H.S Crecimiento a:
Indol - 4°C + +
VP - - 35°C - -
Gas glucosa - - 40°C - -
NO; + + 44°C - -
Amilasa + + Crecimiento en:
Lipasa + + 0% NaCl - -
Gelatinasa + + 3% NaCl + +
Esculinasa - - 6% NaCl + +
Ureasa - - 8% NaCl - -
Hemolisis - - 10% NaCl - -
Catalasa + + 12% NaCl - -
Acido de: Requerimiento agua de mar - -

Glucosa + + Luminiscencia

Manitol + - 0129 (10 pg) S S

Inositol - - 0129 (150 ng) S S

Sorbitol - - Novobiocina S S

Rhamnosa - - Ampicilina S S

Sacarosa - -

100 |AY455870 Photobacterium leiognathi ATCC 25587
3 LX?:IEBG Photobacterium leiognathi ATCC 25521
8| b AJB42344 Photobacterium eurosenbergii LMG 22223
i, AY900628 Photobacterium angustum ATCC 33975
a3 L xza685 Photobacterium angustum ATCC 25915
FN432974 Photobacterium sp. al85
AB428875 Photobacterium aquimaris LC2-038
AY849430 Photobacterium iliopiscarium NCIMB 13478
69

T LLEF41548? Photobacterium kishitanii LMG 23892

X74687 Photobacterium phosphoreum ATCC 11040
AB003191 Photobacterium profundum SS9
AY781193 Photobacterium aplysiae GMD 509
AY538749 Photobacterium frigidiphilum SL13
NR028002 Photobacterium indicum MBIC 3157

Av257975 Vibrio gallicus CIP 107867

AY987754 Aeromonas hydrophila ATCC 49140

78

—_—

0.0

Figura 13. Arbol filogenético basado en las distancias genéticas de las secuencias del gen ARNr 16S de la cepa al85
y especies relacionadas. La secuencia de Aeromonas hydrophila fue incluida como outgroup. Los nimeros en los
nudos indican los niveles de bootstrap con 1000 replicas.
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Tabla 23. Caracteristicas fenotipicas diferenciales entre los aislados del fenéon G185 y las especies mas proximas
segun la secuenciacion del gen ARNr 16S: 1, fenon G185; 2, Photobacterium iliopiscarium; 3, Photobacterium
kishitanii; 4, Photobacterium phoshoreum; 5, Photobacterium aquimaris; 6, Photobacterium indicum; 17,
Photobacterium frigidihilum; 8, Photobacterium angustum. Datos extraidos de Johnson & Weisrock (1969), Holt et
al. (1994), Xie & Yokota (2004), Buller (2004), Seo et al. (2005), Ast et al. (2007) y Yoshizawa et al. (2009).

Especie

Test I 2 3 4 5 6 7 8
Oxidasa + + -/(+) - - - + d
LDC + 4 \% ND ND ND -
VP - 4F ND 4F ND ND ND 4F
Indol - - - - ND + + -
ONPG - ND - 4 ND ND ND +
Gas glucosa - 4 ND 4 ND ND ND ND
H,S - - - ND ND = ND ND
Gelatinasa + - - - ND - ND V+
Amilasa + ND ND - ND - ND -
Catalasa + ND + + ND - + d
Acido de Melobiosa + ND - ND ND ND ND ND
Crecimiento en:

3% NaCl + - ND + ND ND + +

6% NaCl + - ND \% ND ND +
Crecimiento a:

4°C + + ND + ND + - V+

35°C - - ND - ND - - +

- Fendén G197 (Photobacterium sp.)

Al igual que en el caso anterior, la caracterizacion fenotipica y genotipica permitio
situar las cepas de este fenon dentro del género Photobacterium pero no su identificacion a nivel
especifico, representando probablemente una especie nueva.

Las colonias son de color blanquecino, y no presentan swarming, pigmentos difusibles
ni adherencia al agar. Todas las cepas caracterizadas mostraron perfiles fenotipicos idénticos
(Tabla 24). El sistema BIOLOG se utilizé unicamente con la cepa al97, que fue erroneamente
identificada como Vibrio splendidus, sin que ninguna especie del género Photobacterium fuese
incluida como especie probable por el sistema.

Las especies mas cercanas de acuerdo a la secuenciacion del ADNr 16S y el programa
BLAST se muestran en el anexo VI-13. Los porcentajes de similitud mas altos se dieron con
Photobacterium kishitanii (97,4%) y Photobacterium iliopiscarium (97,2%), mostrando otras
especies relacionadas valores inferiores al 97%. La similitud con las cepas del fendn G185 fue
de solo el 96,6-96,9%. En todos los casos se trata de valores muy por debajo de los propuestos
por Stackebrandt & Ebers (2006) para miembros de una misma especie. El arbol filogenético
realizado con estas secuencias sita las cepas del fendn dentro del género Photobacterium, pero
las separa claramente de las especies descritas actualmente en este género (Figura 14).

Por otro lado, la secuencia del gen ARNr 23S de la cepa al97 se diferencia claramente
de la de otras cepas de Photobacterium, como Photobacterium sp. al85 (95,3% similitud), P.
profundum SS9 (90,8%), P. damselae subsp. damselae ATCC 33539 y P. damselae subsp.
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Tabla 24. Caracteristicas fenotipicas de los aislados del fenon G197.

Cepas Cepas
Test alo7 al99 a308 Test alo7 al99 2308
OF F F F Acido de:
ADH + + + Melobiosa - - -
LDC - - - Amigdalina - - -
ODC - - - Arabinosa - - -
TCBS v v v Lactosa - - -
ONPG - - - Manosa + +
Citrato - - - Salicina - - -
H,S - - - Crecimiento a:
Indol - - - 4°C - - -
VP - - - 30°C + + +
Rojo metilo + + + 35°C + + +
Gas glucosa - - - 40°C - - -
NO; + + + 44°C - - -
Amilasa + + + Crecimiento en:
Lipasa + + + 0% NaCl - - -
Gelatinasa + + + 3% NaCl + + +
Esculinasa - - - 6% NaCl - - -
Ureasa - - - 8% NaCl - - -
Hemolisis o o o 10% NaCl - - -
Catalasa + + + 12% NaCl - - -
Acido de: Requerimiento agua de mar - - -
Glucosa + + + Luminiscencia
Manitol + + + 0129 (10 pg) S S S
Inositol - - - 0129 (150 pg) S S S
Sorbitol - - - Novobiocina S S S
Rhamnosa - - - Ampicilina S S S
Sacarosa - - -

151 EF415487 Photobacterium kishitanii LMG 23892

80| AY849433 Photobacterium kishitanii NCIMB 12839

|—)(T468? Photobacterium phosphoreum ATCC 11040

AY849430 Photobacterium iliopiscarium NCIMB 13478

AB428878 Photobacterium aquimaris LC2-068

AY538749 Photobacterium frigidiphilum SL13

AB159513 Photobacterium indicum NBRC 14233

NR028002 Photobacterium indicum MBIC 3157

FN432975 Photobacterium sp. a199

100 'FN432976 Photobacterium sp. al97

a5 |AY900628 Photobacterium angustum ATCC 33975

x74685 Photobacterium angustum ATCC 25915

AY781193 Photobacterium aplysiae GMD 509

= AY455870 Photobacterium leiognathi ATCC 25587
100 L)(?’4686 Photobacterium leiognathi ATCC 25521

AY257975 Vibrio gallicus CIP 107867

AY987754 Aeromonas hydrophila ATCC 49140

34

34

—_—
0.01

Figura 14. Arbol filogenético basado en las distancias genéticas de las secuencias del gen ARNr 16S de las cepas
al97 y al99 y especies relacionadas. La secuencia de Aeromonas hydrophila fue incluida como outgroup. Los
numeros en los nudos indican los niveles de bootstrap con 1000 replicas.
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piscicida ATCC 29690 (90,5%). Para otras especies no hay secuencias disponibles en las bases
de datos.

Como en el caso del fenon G185, las cepas del fenon G197 muestran caracteristicas
fenotipicas que los diferencian claramente de las especies mas proximas de acuerdo a la
secuenciacion del gen ARNr 16S (Tabla 25), por lo que como se ha indicado podrian constituir

una nueva especie dentro del género Photobacterium.

Tabla 25. Caracteristicas fenotipicas diferenciales entre los aislados del fenon G197 y las especies mas proximas
seglin la secuenciacion del gen ARNr 16S. Datos extraidos de Buller (2004), Seo et al. (2005), Ast et al. (2007) y
Yoshizawa et al. (2009).

Especie
Test , Photobacterium  Photobacterium  Photobacterium  Photobacterium  Photobacterium
Fenon G197 L e . o .
kishitanii iliopiscarium aquimaris phosphoreum Sfrigidiphilum

Oxidasa + -/(+) + - - +
LDC - a a ND A% ND
VP - ND = ND 4 ND
Indol - - - ND - +
ONPG - - ND ND 4 ND
Gas glucosa - ND + ND V+ ND
Gelatinasa + - - ND - ND
Acido de Manitol + - - ND A% ND
Crecimiento en:

3% NaCl + ND - ND + +

6% NaCl - ND - ND + -
Crecimiento a:

4°C - ND a ND + -

30°C + ND - ND A% -

35°C + ND - ND - -

- Fenén G321 (Photobacterium damselae subsp. piscicida)

La caracterizacion fenotipica y genotipica de las cepas de este fenon permitié su
identificacién como Photobacterium damselae subsp. piscicida.

Las colonias son pequefias, de color grisaceo y crecimiento lento (Figura 15). Con
frecuencia se adhieren al agar, pero no presentan swarming ni pigmentos difusibles. Las
caracteristicas fenotipicas de los aislados se resumen en la Tabla 26. Las cepas mostraron
perfiles similares tanto en las pruebas convencionales como con el sistema miniaturizado API
20E (Figura 16). Estos fueron coincidentes con los publicados para P. damselae subsp. piscicida
por Thyssen et al. (1998) y Buller (2004), aunque se encontraron diferencias menores en los
resultados obtenidos con las galerias AP1 20NE y API ZYM (Tabla 26).

El sistema BIOLOG se utilizé unicamente con la cepa a321, usandose como control la
cepa P. damselae damselae CECT 626. Mientras que esta cepa de referencia fue correctamente

identificada, para la cepa a321 el sistema no pudo dar una identificacion aceptable ni a nivel de
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Figura 15. Morfologia de la colonia y de las células de la cepa a321. La morfologia celular se observo al microscopio
optico (1000x) con tincion azul de metileno.

Figura 16. Resultados de los sistemas miniaturizados API 20E, API1 20NE y API ZYM con el aislado a321.

especie ni de género. Entre las especies probables, el sistema cité a Vibrio tubiashii y
Aeromonas salmonicida, y en tercer lugar a Photobacterium damselae subsp. damselae (la
subespecie piscicida no esta incluida en la base de datos de BIOLOG). Los perfiles obtenidos en
el BIOLOG para las dos cepas ensayadas (Anexo IV) fueron marcadamente distintos, un
resultado no muy extrafio dado que las dos subespecies de P. damselae muestran caracteristicas
fenotipicas muy diferentes.

El analisis filogenético basado en el ADNr 168 situo las cepas del fenon dentro de la
especie P. damselae pero, como era de esperar, no permitio la diferenciacion entre las dos
subespecies. Las especies mas cercanas de acuerdo al programa BLAST se muestran en el
anexo VI-17. Las secuencias obtenidas muestran una similitud del 99,4-99,5% con
Photobacterium damselae (ambas subespecies), del 96,6-97% con Photobacterium leiognathi, e
inferior al 97% con otras especies relacionadas, siendo por tanto P. damselae la tinica especie

con valores dentro de los limites propuestos por Stackebrandt & Ebers (2006). El arbol
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Tabla 26. Caracteristicas fenotipicas de los aislados del fendn G321 y de Photobacterium damselae subsp. piscicida.

Cepas P. damselae Cepas P. damselae
Test a316 a319 a321  subsp. piscicida Test AP 20NE a321 subsp. piscicida
OF F F F F NO; - -
ADH + + + + Indol - -
LDC - - - - Fermentacién glucosa + +
OoDC - - - - ADH + +
TCBS - - - - Ureasa - -
ONPG - - - - Hidrolisis esculina - -
Citrato - - - - Hidrolisis gelatina - -
H,S - - - - B-galactosidasa - -
Indol - - - - Asimilacion de:
VP + + + + Glucosa + +
Rojo metilo + + + (+) Arabinosa + -
NO; - - - - Manosa + +
N, + + + ND Manitol + -
Amilasa - - - v N-acetil-glucosamina + +
Lipasa + + + + Maltosa - -
Gelatinasa - - - - Gluconato potasico + -
Ureasa - - - - Acido caprico + -
Hemolisis - - - - Acido adipico - +
Catalasa + + + + Acido mélico + -
Acido de: Citrato trisédico + -
Glucosa + + + + Acido fenilacético - -
?n’[ggl‘tt;’ll : - - - Test APl ZYM
Sorbitol - - - - 2 Fosfatasa alcalina (+) +
Rhamnosa - - - - 3 Esterasa (C4) ) +
Sacarosa - - - - 4 Esterasa lipasa (C8) +) +
Melobiosa - - - - 5 Lipasa (C14) (+) -
Amigdalina - - - - 6 Leucina arilamidasa + +
Arabinosa - - - - 7 Valina arilamidasa - -
Lactosa - - - ND 8 Cistina arilamidasa - -
Manosa + + + + 9 Tripsina - -
Salicina - - - ND 10 o-quimotripsina - -
Crecimiento a: 11 Fosfatasa acida +
4°C ) ) ) ) 12 Naftol-AS-BI- )
fosfosfohidrolasa
30°C + + + + 13 a-galactosidasa - -
35°C + + + + 14 B-galactosidasa - -
40°C - - - - 15 B-glucuronidasa - -
44°C - - - - 16 a-glucosidasa - -
Crecimiento en: 17 B-glucosidasa - -
0% NaCl - . 18 Neacetilp- + +
glucosaminidasa
3% NaCl + + + + 19 a-mannosidasa - -
6% NaCl - - - - 20 a-fucosidasa - -
8% NaCl - - - -
10% NaCl - - - -
12% NaCl - - - -
Requerimiento
agua de mar . ) ) )
Luminiscencia - - - -
0129 (10 pg) S S S VS
0129 (150 pg) S S S N
Novobiocina S S S VS
Ampicilina S S S S

filogenético construido con estas secuencias agrupo claramente las cepas del fenén G321 con
las de P. damselae (Figura 17), situandolas mas proximas a la subespecie piscicida, aunque con
valores de bootstrap no significativos.

Las secuencias del gen ARNr 23S obtenidas a partir de los aislados a316, a319 y a321
no fueron de gran utilidad, dado que hay pocas secuencias publicadas para especies del género

Photobacterium. Las tres cepas mostraron secuencias similares, con una alta similitud con la de
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FM204860 Vibrio rotiferianus CAIM 576
FM204851 Vibrio campbellii CAIM 521
AY750576 Vibrio harveyi LMG 4404
h FM204870 Vibrio alginolyticus CECT 609
s L FM204867 Vibrio parahaemolyticus CECT 611
FM999825 Fibrio natriegens CECT 7466
88 L x74722 Listonella pelagia ATCC 25916
xr4127 Vibrio vulnificus ATCC 29307
i AY257975 Vibrio gallicus CIP 107867
AY341442  Photobacterium mandapamensis ATCC 33981
2 100 L)(?4686 Photobacterium leiognathi ATCC 25521
X78105 Photobacterium damselae subsp. piscicida NCIMB 2058
| FN432099 Photobacterium damselae subsp. piscicida a319
FN433000 Photobacterium damselae subsp. piscicida a321
T \_,7 AB032014 Photobacterium damselae subsp. damselae JCM 8968
87 | X74700 Photobacterium damselae subsp. damselae ATCC 33539
AYT781193 Photobacterium aplysiae GMD 509
AB428875 Photobacterium aquimaris LC2-038
= 4,7 AY538749 Photobacterium frigidiphilum SL13
100 INR028002 Photobacterium indicum MBIC 3157
AY987754 Aeromonas hydrophila ATCC 49140

Bh

94

1]

51

92

—
0.01

Figura 17. Arbol filogenético basado en las distancias genéticas de las secuencias del gen ARNr 16S de las cepas del
fenon G321 y especies relacionadas. La secuencia de Aeromonas hydrophila fue incluida como outgroup. Los
numeros en los nudos indican los niveles de bootstrap con 1000 replicas.

P. damselae damselae ATCC 33539 (98,0-98,9%) y P. damselae piscicida ATCC 29690 (98,0-
98,9%). Las diferencias fueron mayores con otras cepas de Photobacterium, como
Photobacterium. profundum SS9 (89,9-90,8% similitud), Photobacterium sp. al85 (85,9-87,0%)
y Photobacterium sp. al97 (88,9-90,2%).

La identificacion de los aislados como P. damselae subespecie piscicida se confirmd
mediante PCR con los cebadores especificos Ure3-Ure5 (Osorio et al. 2000) y CPSF-CSPR
(Rajan et al. 2003). Los primeros, dirigidos contra el gen de la ureasa, ausente en la subespecie
piscicida, detectan Unicamente la subespecie damselae, mientras que los segundos detectan
ambas subespecies. Los aislados del fenén G321 no produjeron el amplificado esperado con los
cebadores Ure3-Ure5, pero si con los CPSF-CSPR (Figura 18). No obstante, estos ultimos
fallaron a la hora de detectar la cepa de referencia P. damselae subespecie damselae CECT 626,
utilizada como control positivo, por lo que quizas no sean validos para detectar todas las cepas
de la subespecie damselae. Por otro lado, la diferenciacion entre los aislados del fenon G321 y
la subespecie P. damselae subespecie damselae puede hacerse a partir de varios test fenotipicos,

que se resumen en la Tabla 27.
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Por ultimo, los ensayos de aglutinacion en portaobjetos realizados con el antisuero anti-
ATCC 17911 y antigenos O, mostraron que estos aislados pertenecen al inico serotipo descrito

hasta el momento en P. damselae subsp. piscicida (Magarifios et al. 1992, Romalde 2002).

400 pb

400 pb

Figura 18. Amplificacion por PCR utilizando los cebadores especificos para Photobacterium damselae CPSF y
CSPR, descritos por Rajan et al. (2003) (A) y los Ure3 y Ure5, descritos por Osorio et al. (2000) (B), con cepas del
fenon G321. M, marcador de peso molecular 100 pb; linea 1, Photobacterium damselae subsp. piscicida CECT 5895;
linea 2, Photobacterium damselae subsp. damselae CECT 626; lineas 3-5, cepas a316, a319 y a321, respectivamente;
linea 6, control negativo; los productos de amplificacion esperados son de 410 pb en A y de 448 pb en B.

Tabla 27. Caracteristicas fenotipicas diferenciales entre los aislados del fenon G321 y las especies mas proximas
segun la secuenciacion del gen ARNr 16S. Datos extraidos de Thyssen ef al. (1998) y Buller (2004).

Especie

Test . Photobacterium damselae Photobacterium damselae Photobacterium
Fendén G321 o . .
subsp. piscicida subsp. damselae leiognathi

Oxidasa + +
Movilidad - -
TCBS - -
ONPG - -
NO; - -
Ureasa - -
B-hemolisis - -
Crecimiento en 6% NaCl - - \Y

+ o+
<k <

+
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= Género Polaribacter

Este género abarca unicamente las cepas del fenén G500. Se trata de bacterias
filamentosas Gram negativas, oxidasa positivas, no moviles, con metabolismo oxidativo, que no
presentan pigmentos tipo flexirrubina y requieren agua de mar para el crecimiento. Estas
caracteristicas permiten su inclusion en el género Polaribacter (Gosink et al. 1998) pero
también en otros de Flavobacteriaceae, siendo la secuenciacion del gen ARNr 16S el factor

determinante para su inclusion en este género.

- Fenén G500 (Polaribacter sp.)

La caracterizacion de los aislados de este fendon permitiéo identificarlos como
Polaribacter sp., pero no asignarlos a ninguna de las especies actualmente descritas dentro de
este género, constituyendo probablemente una especie nueva.

Las colonias son de color amarillo brillante, no producen pigmentos difusibles y no se
adhieren al agar, resultando similares a las del fenon G47. Las caracteristicas fenotipicas de los
aislados se muestran en la Tabla 28. Fenotipicamente, los aislados podrian incluirse dentro del

género Tenacibaculum, y muestran algunas discrepancias con la descripcion original del

Tabla 28. Caracteristicas fenotipicas de los aislados del fenon G500.

Cepas Cepas Cepas
Test @500 as02_ 2500 as02 | ctAPIZYM 2500 as502
OF (¢} (¢} Acido de: 2 Fosfatasa alcalina + +
ADH - - Amigdalina - - 3 Esterasa (C4) + +
LDC - - Arabinosa - - 4 Esterasa lipasa (C8) + +
ODC - - Crecimiento a: 5 Lipasa (C14) ) +
TCBS - - 4°C + + 6 Leucina arilamidasa + +
ONPG - - 15°C + + 7 Valina arilamidasa + +
Citrato - - 25°C + + 8 Cistina arilamidasa + +
H,S - - 35°C + + 9 Tripsina + +
Indol - - 40°C + + 10 a-quimotripsina + +
VP + + 44°C - - 11 Fosfatasa acida + +
Crecimiento 12 Naftol-AS-BI-
NOs . . en: fosfosfohidrolasa *) *)
N, + + 0% NaCl - - 13 a-galactosidasa - -
Amilasa - - 3% NaCl - - 14 B-galactosidasa - -
Lipasa + + 6% NaCl - - 15 B-glucuronidasa - -
Gelatinasa + + 8% NaCl - - 16 a-glucosidasa - -
Esculinasa - - 10% NaCl - - 17 B-glucosidasa - )
Ureasa - - 12% NaCl - - 18 N-acetil-B-glucosaminidasa - -
Catalasa + + TSA-1% NaCl - - 19 o-mannosidasa - -
Acido de: Requerimiento n n 20 a-fucosidasa ) )
agua de mar

Glucosa - - Flexirrubina - -

Manitol - - Rojo congo + +

Inositol - - 0129 (10 pg) S S

Sorbitol - - 0129 (150 pg) S S

Rhamnosa - - Novobiocina S S

Sacarosa - - Ampicilina S S

Melobiosa - -
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género Polaribacter hecha por Gosink et al. (1998). Entre estas destaca el color de las colonias
(ninguna de las especies descritas tiene colonias amarillas), el crecimiento en medios de cultivo
con solo NaCl, la produccion de acido a partir de carbohidratos o la produccion de amilasa. No
obstante, en ambos casos los pigmentos no son de tipo flexirrubina, y al menos una especie del
género (P. dokdonensis) solo produce acido a partir de unos pocos carbohidratos. Los perfiles
fenotipicos obtenidos para las dos cepas caracterizadas fueron similares.

Las especies mas cercanas, de acuerdo a la secuenciacion del gen ARNr 16S y el
programa BLAST, se muestran en el anexo VI-23. Las especie mas proxima es Polaribacter
dokdoniensis, con una similitud del 97,1-97,2%, seguida por otras especies de los géneros
Polaribacter y Tenacibaculum, con similitudes menores o iguales al 95%. En todos los casos se
trata de valores muy por debajo del propuesto por Stackebrandt & Ebers (2006) para ser
considerados miembros de una misma especie. El arbol filogenético obtenido con estas
secuencias (Figura 19) situd los aislados dentro del género Polaribacter, pero claramente

diferenciados de las especies actualmente descritas dentro de este género.

67 DQ314760 Tenacibaculum aestuarii KCTC 12569
5o AY661691 Tenacibaculum lutimaris KCTC 12302
NR024737 Tenacibaculum amylolyticum MBIC 4355

szl NRO25229 Tenacibaculum skagerrakense ATCC BAA-458
NR024736 Tenacibaculum mesophilum MBIC 1140
AMT46477 Tenacibaculum gallaicum DSM 18841
a3 | —AY962294 Tenacibaculum litoreum KCCM 42115

B\H_‘; AM411030 Tenacibaculum discolor DSM 18842
a1 AM412314 Tenacibaculum adriaticum DSM 18961
{ EU428783 Tenacibaculum crassostreae JCM 15428

24

13

a4

— 20 EF416572 Tenacibaculum aiptasiae LMG 24004
r’} AM746476 Tenacibaculum soleae NCIMB 14368

wl — Amors0s8 Tenacibaculum ovolyticum IFO 15947
AB078057 Tenacibaculum maritimum IFO 15946

FN433005 Polaribacter sp. a500

FN433006 Peolaribacter sp. a502

DQoo46ss Polaribacter dokdonensis DSM 17204

mM61002 Polaribacter irgensii ATCC 700398

NR025959 Polaribacter franzmannii ATCC 700399

ms58775 Polaribacter glomeratus ATCC 43844

NR026041 Polaribacter filamentus ATCC 700397

M62794 Flexibacter flexilis ATCC 23079

100

47

—
0.0z

Figura 19. Arbol filogenético basado en las distancias genéticas de las secuencias del gen ARNr 16S de las cepas del
fenon G500 y especies relacionadas. La secuencia de Flexibacter flexilis fue incluida como outgroup. Los nlimeros
en los nudos indican los niveles de bootstrap con 1000 replicas.

113



Resultados

La diferenciacion entre el fenon G500 y especies relacionadas de acuerdo al ADNr 16S
puede hacerse facilmente mediante distintas pruebas fenotipicas, que se resumen en la Tabla 29.
Las principales diferencias se dieron en los test de produccion de acido a partir de glucosa,
crecimiento a 35 y 40°C y en la pigmentacion de las colonias.

En resumen, los resultados de la caracterizacion fenotipica y del andlisis de la secuencia
del gen ARNr 16S no permitieron asignar las cepas del fenén a ninguna de las especies
actualmente descritas dentro del género Polaribacter, apuntando a que constituyen una especie

nueva dentro de este género.

Tabla 29. Caracteristicas fenotipicas diferenciales entre los aislados del fenon G500 y las especies mas proximas
segln la secuenciacion del gen ARNr 16S. Datos extraidos de Bernardet et al. (1990), Gosink et al. (1998), Buller
(2004), Avendaiio-Herrera et al. (2004a, 2006b) y Yoon et al. (2006).

Especie
Test Fenon Polaribacter  Polaribacter  Polaribacter  Polaribacter — Polaribacter — Tenacibaculum
G500 dokdonensis  irgensii franzmanii filamentus glomeratus maritimum
Plgme_:ntacmn Amarlllo Naranja Naranja Naranja Salmén Naranja An‘,la.nllo
colonia brillante palido
Morfologia Filamentosa ST TE5m Filamentosa _Bac110 Filamentosa e Filamentosa
celular 0 curvo irregular curvos
Oxidasa + + ) + - + +
Esculinasa - - - + + - -
Gelatinasa + - - + +) + v
Amilasa - = +) ) ) aF -
ONPG - - - + - - -
Crecimiento con
solo NaCl - + ND ND ND ND -
Crecimiento a:
25°C + + - - - - +
35°C + - - - - - -
40°C + - - - - - -
Acido de:
Glucosa - - + + + + -
Rhamnosa - - ND ND + + -
Sacarosa - - - + - 4 -
Arabinosa - - - - + - -

= Género Pseudoalteromonas

Este género abarca las cepas de un unico fenodn, el G1. Se trata de bacilos Gram
negativos, oxidasa y catalasa positivos, méviles, con metabolismo oxidativo, que requieren Na"
para su crecimiento, capaces de crecer a 20°C, arginina dihidrolasa negativos y gelatinasa
positivos. Estas caracteristicas permiten, junto con los resultados de la secuenciacion del gen
ARNTr 168, su inclusion en el género Pseudoalteromonas.

La tunica discrepancia fenotipica de importancia es que las cepas del fenon G1 no
requicren agua de mar para el crecimiento. Este requerimiento es una de las caracteristicas

definitorias del género (Gauthier et al. 1995), sin embargo muchas especies de
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Pseudoalteromonas descritas presentan un comportamiento similar a las del fenén Gl,

.. + . .
requiriendo Na" para el crecimiento pero no agua de mar.

— Fendn G1 (Pseudoalteromonas spp.)

La caracterizacion de los aislados de este fenon permitid situarlos dentro del género
Pseudoalteromonas, pero no su identificacion a nivel de especie.

Las colonias son de color blanquecino, no agaroliticas, y no presentan swarming,
adherencia al agar o pigmentos difusibles (solo la cepa a250 presenta un pigmento marron
difusible). La caracterizacion fenotipica de los aislados mostré una importante heterogeneidad
(Tabla 30), con resultados variables para 17 de los 45 test realizados, por lo que es probable que
el fendn incluya cepas de distintas especies. El sistema BIOLOG se utilizé unicamente con las
cepas a220 y a250, que mostraron perfiles diferentes, no pudiendo el sistema identificar ninguna
de ellas a nivel de especie ni de género.

El analisis basado en las secuencias del ADNr 16S de cinco de los aislados (al, a5, al08,
a220 y a250) situd claramente estas cepas dentro del género Pseudoalteromonas. Por otro lado,
aunque estas secuencias mostraron entre si porcentajes de similitud del 97,7-100%, se
dividieron en dos grupos claramente diferenciados: por un lado las cepas al, a5 y a220
(porcentajes de similitud entre si del 99°6-100%), y por otro las cepas al08 y a250 (100% de
similitud). No obstante las cepas de cada grupo no tienen perfiles fenotipicos totalmente
homogéneos, ni diferenciables de las cepas del otro grupo.

Las especies mas cercanas a las cepas a220 y a250 de acuerdo al programa BLAST se
muestran en los anexos VI-1 y VI-2. Los porcentajes de similitud entre aquellas y la cepa a220,
calculados con el programa MatGat, entraron dentro del limite de variabilidad intraespecifica
propuesto por Stackebrandt & Ebbers (2006) con las especies Pseudoalteromonas elyakovii,
Pseudoalteromonas  issachenkonii, Pseudoalteromonas haloplanktis, Pseudoalteromonas
agarivorans, Pseudoalteromonas paragorgicola, Pseudoalteromonas atlantica,
Pseudoalteromonas carrageenovoraa, Pseudoalteromonas nigrifaciens, Pseudoalteromonas
citrea, Pseudoalteromonas aliena, Pseudoalteromonas undina y Moritella marina, que
mostraron valores de similitud del 98,7-100%. La cepa a250 mostr6 valores superiores al 98,7%
unicamente con Pseudoalteromonas mariniglutinosa (99,2% similitud). Las demas especies
mostraron porcentajes inferiores a ese valor.

El arbol filogenético construido con estas secuencias refleja claramente estos resultados
(Figura 20). Los aislados del fenon G1 no aparecen agrupados entre si sino repartidos en dos
clados principales, y no se agrupan claramente con ninguna de las especies actualmente

descritas. Las cepas al y a220 parecen estar relacionadas con P. issachenkonii 'y P. haloplanktis,
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Tabla 30. Caracteristicas fenotipicas de los aislados del fenén G1.

Cepas

Test al a5 al08  a202 a206 a220 a230 a248 a250 2266 a269

Movilidad + T T
OF (¢}
ADH -
LDC -
ODC -
TCBS -
ONPG -
Citrato +
H,S -
Indol -
VP
Rojo metilo
NOs -
N
Amilasa
Lipasa
Gelatinasa
Ureasa -
Hemolisis
Catalasa
Acido de:

Glucosa - - + - - + - + + + n

Manitol - - + - - + - + + + -

Inositol - - - - - - - - - - -

Sorbitol - - - - - - - - - - -

Rhamnosa - - - - - - - - - - -

Sacarosa - + + - + + - + + + +

Melobiosa - - - - - - - - - - -

Amigdalina - - - - - - - - - - -

Arabinosa - + + + + + - - + - -

Lactosa - - - - - - - - - - -

Manosa - - - - - - - - -

Salicina - - - - - - - - - - -
Crecimiento a:

4°C

25°C

30°C

35°C

40°C
Crecimiento en:

0% NaCl

3% NaCl

6% NaCl

8% NaCl

12% NaCl -
Requerimiento
agua de mar
0129 (10 pg)
0129 (150 pg)
Novobiocina
Ampicilina

'
+
'
+
+
+

+ o+ o+
+ + +
+ o+
+ + +
4
+ + +

+++ G+ + o+
+

Q
=]

¥ ¥ ¥
O O O
- - +
- + -
+ + +
ND - ND ND ND ND ND ND ND
- + +
+ + +
+ + +
a a B
+ + +

+ <
+
+ <
+
+ ™
+
+ <

+ 4+ + +
+ 4+ + +
+ 4+ + +
+ 4+ + +
+ 4+ + +
+ 4+ + +
4+ o
+ 4+ + +
+ 4+ + +
+ 4+ + +
+ 4+ + +

+ o+ o+
+ 4+
+ o+ o+
+ 4+
+ o+ +
+ o+ o+
+ 4+
+ o+ o+
+ o+ +
+ o+
+ o+ o+

wREmEm
= wn®m B
= wn®m B
= wn®mm
nuRm
nununwn
=0 m R
= wn®m B
= nm R
= wn®mm

AR R m

mientras que las cepas al08 y a250 se sitian proximas a P. mariniglutinosa y P. byunsanensis.
Las caracteristicas fenotipicas diferenciales entre los aislados del fenéon G1 y las
especies mas cercanas de acuerdo a la secuenciacion del gen ARNr 16S se resumen en la Tabla
31. Las principales diferencias se dieron en los test de reduccion de nitratos, crecimiento a 40°C
y en la pigmentacion de las colonias.
En resumen, los aislados del fenon G1 no son homogéneos ni fenotipica ni
genotipicamente, y probablemente pertenecen a especies diferentes. Todos ellos pertenecen al

género Pseudoalteromonas pero muestran caracteristicas que los diferencian de las especies
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actualmente descritas, no siendo posible por el momento asignarlas con seguridad a ninguna

especie conocida.

08336 Pseudoalteromonas antarctica CECT 4664
NR025655 Pseudoalteromonas translucida KMM 520
L AF520062 Pseudoalteromonas citrea CIP 105339
NR025775 Pseudoalteromonas aliena KMM 3562
NR026222 Pseudoalteromonas nigrifaciens NCIMB 8614
X82140 Pseudoalteromonas undina NCIMB 2128
\rNR025654 Pseudoalteromonas paragorgicola KMM 3548

LE NR025509 Pseudoalteromonas agarivorans KMM 255

5 ||NR026218 Pseudoalteromonas atlantica 1AM 12927
16 | 651 X82143 Pseudoalteromonas espejiana NCIMB 2127
NR026220 Pseudoalteromonas carrageenovora ATCC 12662
AB362304 Pseudoalteromonas elyakovii IJAM-GAO0812
x74709 Moritella marina ATCC 15831
FN432925 Pseudoalteromonas sp. a220
FN432922 Pseudoalteromonas sp. al
o NR025139 Pseudoalteromonas issachenkonii KMM 3549
\—90‘— AF214730 Pseudoalteromonas haloplanktis 1AM 14160

FN432923 Pseudoalteromonas sp. a5

23

53 (FN432924 Pseudoalteromonas sp. al08
40 | 'FN432926 Pseudoalteromonas sp. a250
AJ507251 Pseudoalteromonas mariniglutinosa KMM 3635
41 ————DQO11289 Pseudoalieromonas byunsanensis FR 1199
i pe NR026221 Pseudoalteromonas luteoviolacea NCIMB 1893
NR026223 Pseudoalteromonas rubra ATCC 29570

- x82215 Pseudoalteromonas piscicida ATCC 15057

Ton | NR025126  Pseudoalteromonas flavipulchra NCIMB 2033

50‘— NR025009 Pseudoalteromonas maricaloris KMM 636

48

NR025140 Pseudoalteromonas ruthenica KMM 300
x82138 Pseudoalteromonas denitrificans ATCC 43337
NR025684 Shewanella waksmanii KMM 3823

—_—
0.01

Figura 20. Arbol filogenético basado en las distancias genéticas de las secuencias del gen ARNr 16S de las cepas del
fenon G1 y especies relacionadas. La secuencia de Shewanella waksmanii fue incluida como outgroup. Los nimeros
en los nudos indican los niveles de bootstrap con 1000 replicas.
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Tabla 31. Caracteristicas fenotipicas diferenciales entre los aislados del fendn G1 y las especies mas proximas segun la secuenciacion del gen ARNr 16S. Datos extraidos de Bein (1954), Chan
et al. (1978), Gauthier (1982, 1977, 1976), Baumann ef al. (1984), Simidu et al. (1990), Akagawa-Matsushita et al. (1992), Bozal et al. (1997), Urakawa et al. (1998), Sawabe et al. (2000),
Romanenko et al. (2003a, b), Ivanova et al. (2004, 2002a, b, c, d), Buller (2004) y Park et al. (2005).

Especie OF ADH H,S NO;  Lipasa  Ureasa Acido de Crecimiento a: Crecimiento con NaCl Agarasa Pigmentacion colonia
manosa 25°C  30°C_ 35°C  40°C 6% 8% 10%  12%

Fenon Gl (0) - - V+ V+ - - + + + + + + - - - -k

Moritella marina F - - + ND ND - d d - - - - - - ND -

P. agarivorans o - ND - + - - + + + - ND ND ND - 4 -

P. aliena o A ND ND + ND ND + + - - + - - - ND Marrén-negro (difusible)

P. antarctica o - - - - - + + + - - + + - - ND -

P. atlantica (¢} V+ A - + - ND + + + - ND ND ND - ks d

P. byunsanensis (¢} - - - ND ND ND + + + + - - - - ND Violeta

P. carrageenovora (¢} + + - + + ND + + + - ND ND ND - - Marrén-negro (difusible)

P. citrea (¢} - - - + - 4 + + v A% + + i - ND Amarillo-limén

P. elyakovii o ND ND - + ND ND + + + - ND ND ND - ND -

P. espejiana (0) - ND - + ND ND ND ND v - ND ND ND - ND -

P. flavipulchra o d - - ND - + + + + + + + 3 - ND Naranja

P. haloplanktis (¢} - ND - + \% ND - - - - ND ND ND - ND d

P. issachenkonii (¢} - ND ND + ND ND + + + - + + + + ND -

P. luteoviolacea o - - - + - - + + - - - - - - ND Violeta

P. maricaloris (¢} d ND - ND ND ND + + + - + + AF - ND Amarillo

P.mariniglutinosa o - ND ND ND - ND + + + - + + - - ND -

P. nigrifaciens (¢} - ND - + ND ND + d - - ND ND ND - ND Marrén-negro

P. paragorgicola (¢} - ND ND + ND ND + + - - + + - - ND Naranja

P. piscicida (¢} - ND d ND ND ND + + + + + + + - ND Amarillo-naranja (difusible)

P. rubra (¢} - - + ND + + + + - ND ND ND ND ND Rojo

P. ruthenica o 3 ND ND + ND ND + + + - + + - - ND Naranja

P. translucida (¢} - ND ND + ND ND + + - - + - - - ND -

P. undina 0 ND ND - + ND - + + d - ND ND ND - ND -

¥

Solo la cepa a250 muestra un pigmento marrén difusible por el medio.
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=  Género Pseudomonas

Este género estuvo representado por un unico fenon, el G390, patégeno en los ensayos
de virulencia. Se trata de bacilos Gram negativos, oxidasa y catalasa positivos, mdviles y de
metabolismo oxidativo, caracteristicas que junto con la secuenciacion del gen ARNr 16S
permitieron su inclusion en el género Pseudomonas (Holt et al. 1994). La unica discrepancia
importante con las especies de este género se da en lo relativo a la morfologia celular. Las cepas
el fenon G390 son bacilos largos, de 3-20 um de longitud y de morfologia irregular (Figura 21),

mientras que lo frecuente en el género Pseudomonas son bacilos de 1,5-5 um.

- Fendén G390 (Pseudomonas baetica sp. nov.)

La caracterizacion fenotipica y genotipica de los aislados de este fendn mostrd que
constituyen una especie nueva dentro del género Pseudomonas, para la que se propone el
nombre de Pseudomonas baetica sp. nov.

Las colonias son de color blanquecino, y no presentan swarming, pigmentos difusibles o
adherencia al agar (Figura 21). Las caracteristicas fenotipicas se muestran en las tablas 32 y 33.
Las cepas mostraron perfiles fenotipicos practicamente idénticos, tanto para las pruebas
convencionales como con los sistemas miniaturizados API 20E, API 20NE y API ZYM (Figura
22), asi como con el sistema BIOLOG. La tnica discrepancia entre los test convencionales y los
sistemas miniaturizados se refiri6 a la prueba de la ADH, que fue positiva en los test
convencionales y con el API 20E, pero negativa en varios casos con el API 20NE. En el API
ZYM los aislados mostraron algunas diferencias, principalmente para los test fosfatasa alcalina,
esterasa C4 y leucina arilamidasa. El sistema BIOLOG se us6 con todas las cepas seleccionadas,
obteniéndose perfiles practicamente idénticos (Anexo IV). La tinica diferencia importante se dio
con el test de utilizacion de mono-metil succinato, que mostrd resultados variables entre
distintas cepas. La base de datos BIOLOG identific6 todos los aislados como Pseudomonas
fluorescens, biotipo G.

El analisis filogenético basado en el ADNr 16S situd las cepas del fenén dentro del
género Pseudomonas, concretamente dentro del grupo de especies proximas a P. fluorescens. Se
obtuvieron secuencias parciales del gen ARNr 16S para las cepas a390, a391, a393, a398 y a399,
que mostraron unos valores de similitud entre si del 99,9-100%. Las especies mas cercanas de
acuerdo al programa BLAST se muestran en la Tabla 34 junto con los valores de similitud
obtenidos con el programa MatGat, y en el anexo VI-19. Los valores de similitud mas altos se
dieron con Pseudomonas reinekei DSM 18361", Pseudomonas moorei DSM 12647",

Pseudomonas umsongensis KACC 10847", Pseudomonas jessenii CIP 105274", Pseudomonas
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Figura 21. Morfologia de la colonia y de las células de la cepa a390. La morfologia celular se observo al microscopio
optico (1000x) con tincién azul de metileno.
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Figura 22. Resultados de los sistemas miniaturizados API 20E, API 20NE y API ZYM con el aislado a390.

fluorescens LMG 14577 'y Pseudomonas mohnii DSM 18327" (99,4-99,3% similitud). Otras
cepas pertenecientes a P. fluorescens, Pseudomonas moraviensis, Pseudomonas putida,
Pseudomonas koreensis, Pseudomonas vancouverensis y Pseudomonas migulae mostraron
valores de similitud inferiores pero por encima del valor de variabilidad intraespecifica
propuesto por Stackebrandt & Ebers (2006). El arbol filogenético construido a partir de estas
secuencias muestra las cepas del fenén G390 formando un clado aparte, con P. jessenii y P.
moorei como especies mas proximas (Figura 23).

Los analisis filogenéticos basados en los genes “housekeeping” gyrB y rpoD fueron mas
discriminantes. El gen gyrB situé las cepas del fenon G390 dentro del grupo de especies
proximas a P. fluorescens, pero las separd claramente de estas. Se obtuvieron secuencias
parciales de este gen para las cepas a390 y a391, que mostraron unos valores de similitud entre
si del 100% y una distancia genética de 0,000. Las especies mds proximas, de acuerdo al
programa BLAST, se muestran en la Tabla 35 y en el anexo VI-20. Los valores de similitud mas

altos se dieron con P. fluorescens ATCC 17467 (94,5%), P. koreensis DSM 16610" (93,4%) y
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Tabla 32. Caracteristicas fenotipicas de los aislados del fenon G390.

Test Cepas Test Cepas
a390 a391 a393 a398 a399 a600 a390  a391 a393 a398 a399 a600
OF (0] (0] (0] (0) (0) (0} Acido de:
ADH + + + + + + Melobiosa - - + - - -
LDC - - - - - - Amigdalina - - - - - -
oDC - - - - - - Arabinosa - - - - - -
TCBS - - - - - - Lactosa - - - - - -
ONPG - - - - - - Manosa + + + + + +
Citrato + + + + + + Salicina - - - - - -
H.S - - - - - - Crecimiento a:
Indol - - - - - - 4°C + + + + + +
VP - - - - - - 30°C + + + + + +
Gas . 35°C e
glucosa
NO; - - - - - - 40°C - - - - - -
N, 44°C - -
. Crecimiento
Amilasa - - - - - -
en:
Lipasa - - - - - - 0% NaCl + + + + + +
Gelatinasa + + + + + + 3% NaCl + + + + + +
Esculinasa - - - - - - 6% NaCl + + + + + +
Caseinasa + + + + + + 8% NaCl - - - - - -
Ureasa - - - - - - 10% NaCl - - - - - -
Hemolisis 12% NaCl - - - - - -
Catalasa n n n Requerimiento ) ) } } } )
agua de mar
Acido de: Fluoresceina + + + + + +
Glucosa + + + + + + Piocianina - - - - - -
Manitol - - - - - - 0129 (10 pg) R R R R R R
Inositol - - - - - - 0129 (150 pg) R R R R R R
Sorbitol - - - - - - Novobiocina S S S S S S
Rhamnosa - - - - - - Ampicilina R R R R R R
Sacarosa - - - - - -
Tabla 33. Resultados de los sistemas miniaturizados API 20NE y API ZYM con aislados del fenén G390.
Test APT 20NE Cepas Test API ZYM Cepas
a390  a391 a393 a398 a399 a390  a391 a393 a398 a399
NO; - - - - - 2 Fosfatasa alcalina + - ) (6] +
Indol - - - - - 3 Esterasa (C4) + + +) + -
Fermentacion ) ) ) ) ) 4 Esterasa lipasa (C8) n +) n +) n
glucosa
ADH + - - - + 5 Lipasa (C14) - - - - -
Ureasa - - - - - 6 Leucina arilamidasa + + + + -
Hidrolisis 7 Valina arilamidasa
esculina ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
Hidr(?lisis i i i i i 8 Cistina arilamidasa ) ) ) } )
gelatina
B-galactosidasa - - - - - 9 Tripsina - - - - -
Asimilacion de: 10 a-quimotripsina - - - - -
Glucosa + + + + + 11 Fosfatasa acida + + + + +
Arabinosa 12 Naftol-AS-BI-
* * ) ™) * fosfosfohidrolasa ) ) ) ) )
Manosa + + + + + 13 a-galactosidasa - - - - -
Manitol + + + + + 14 B-galactosidasa - - - - -
N-acetil- ' i i i 15 B-glucuronidasa ) ) ) } )
glucosamina
Maltosa - - - - - 16 a-glucosidasa - - - - -
Glurcgnato i i i i i 17 B-glucosidasa ) ) ) } )
potasico
Acido caprico . 4 4 4 4 18 N—acetll—B_— _ . ) ) ) )
glucosaminidasa
Acido adipico - - - - - 19 o-mannosidasa - - - - -
Acido mélico + + + + + 20 a-fucosidasa - (G3) - - -
Citrato trisodico + + + + +
Acido
fenilacético ) i . i i
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Tabla 34. Porcentajes de identidad y similitud de la secuencia del ADNr 16S de la cepa a390 (1496 pb) con especies
proximas, calculados utilizando los programas BLAST y MatGat, respectivamente.

Especie Cepa % identidad % similitud
Pseudomonas reinekei DSM 183617 99 99,4
Pseudomonas moorei DSM 12647" 98 99,4
Pseudomonas jessenii CIP 105274 99 99,3
Pseudomonas umsongensis KACC 10847" 99 99,4
Pseudomonas fluorescens LMG 14577 99 99,3
Pseudomonas mohnii DSM 183277 98 99,3
Pseudomonas fluorescens ATCC 17573 99 99,2
Pseudomonas moraviensis DSM 16007" 99 99,2
Pseudomonas putida ATCC 17522 99 99,2
Pseudomonas koreensis KACC 10848" 99 99,2
Pseudomonas vancouverensis ATCC 700688" 99 99,1
Pseudomonas migulae CIP 105470 98 98,7
Pseudomonas graminis DSM 11363 98 98,3
Pseudomonas monteilii CIP 1048837 98 98,3
Pseudomonas brenneri CIP 106646" 98 98,1
Pseudomonas mosselii CIP 1052597 98 98,2
Pseudomonas proteolytica DSM 153217 98 98,0
Pseudomonas asplenii ATCC 23835" 98 98,0
Pseudomonas fuscovaginae MAFF 301177" 98 98,0
Pseudomonas oryzihabitans 1AM 1568" 97 97,8
Pseudomonas mandelii CIP 1052737 98 98,0
Pseudomonas agarici LMG 21127 98 98,2
Pseudomonas gessardii CIP 105469" 97 97,8
Pseudomonas libanensis CIP 105460" 97 97,8
Pseudomonas chlororaphis subsp. aurantiaca NCIB 10068 97 97,8
Pseudomonas lurida DSM 15835" 97 97,6

Pseudomonas azotoformans 1AM 1603 (93,1%). Las demas especies, incluidas aquellas mas
proximas de acuerdo a las secuenciacion del ADNr 16S, mostraron valores inferiores al 93%.

Por otro lado, la distancia genética, con secuencias gyrB, de las cepas de fenon G390
con las especies mas proximas se sitila claramente por encima del valor de 0,041 establecido por
Yamamoto et al. (1999) como limite entre cepas de una misma especie (Tabla 36). La especie
mas proxima fue P. fluorescens (cepa ATCC 17467), con una distancia genética de solo 0,047-
0,049. Las demas especies mostraron valores iguales o mayores a 0,060. El arbol filogenético
construido a partir de estas secuencias muestra las cepas del fenon G390 formando un clado
claramente diferenciado de las demas especies, con un valor de bootstrap de 100 (Figura 24).

El analisis del gen rpoD mostrd resultados parecidos. Las especies mas proximas de
acuerdo al programa BLAST se muestran en la Tabla 37 y en el anexo VI-21. La cepa mas
estrechamente relacionada, con un 94,8% de similitud, fue P. fluorescens ATCC 17573 (Figura
25). Cepas pertenecientes a otras especies mostraron en todos los casos valores inferiores al
93%.

Los porcentajes de similitud obtenidos con las secuencias concatenadas del ADNr 16S y
de los genes gyrB y rpoD (99,7% entre los aislados a390 y a391) mostraron como cepas mas
proximas a P. fluorescens ATCC 17573 (96,5-96,6%) vy a las cepas tipo de P. moraviensis y P.
koreensis (95,7-96,0% en ambos casos), mostrando cepas pertenecientes a otras especies valores

por debajo del 96,0%. Estos valores se situan, por tanto, por debajo del limite interespecifico
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AY970952 Pseudomonas moraviensis DSM 16007T
NR 025228 Pseudomonas koreensis KACC 10848T
AM293565 Pseudomonas reinekei DSM 18361T

83 L— AJ011507 Pseudomonas vancouverensis ATCC 700688T

AM293566 Pseudomonas moorei DSM 12647T
NR 024918 Pseudomonas jessenii CIP 105274T
FN678353 Pseudomonas baetica a393
FM201276 Pseudomonas baetica a398
FM201275 Pseudomonas baetica a391
M FM201274 Pseudomonas baetica a390

22

FM201277 Pseudomonas baetica a399
NR 025227 Pseudomonas umsongensis KACC 10847T
2] 51 (AM293567 Pseudomonas mohnii DSM 18327T
53 L AFoear42 Pseudomonas putida ATCC 17522 (Biotipo B)
a0 NR 024002 Pseudomonas mandelii CIP 105273 T
—|: NR 028929 Pseudomonas kilonensis DSM 13547T

— 66 NR 024927 Pseudomonas migulae CIP 105470T
6# [ NR 025103 Pseudomonas brenneri CIP 106646T
93 NR 025588 Pseudomonas proteolytica DSM 15321T

GU198122 Pseudomonas fluorescens LMG 14577
- 99 | AF094730 Pseudomonas fluorescens ATCC 17573

NR 026395 Pseudomonas graminis DSM 11363T
776652 Pseudomonas agarici LMG 2112T

= AB021397 Pseudomonas asplenii ATCC 23835T
39 LABO21 381 Pseudomonas fuscovaginae MAFF 30117T
AB060132 Pseudomonas parafulva AJ 2129T
AF094736 Pseudomonas putida ATCC 12633T (Biotipo A)
— NR 024924 Pseudomonas mosselii CIP 105259T
o NR 024910 Pseudomonas monteilii CIP 104883 T
??[ NR 024662 Pseudomonas plecoglossicida ATCC 700383 T
AB021376 Pseudomonas anguilliseptica NCMB 1949T

47

0.008

Figura 23. Arbol filogenético basado en las distancias genéticas de las secuencias del gen ARNr 16S de las cepas del
fenon G390 y especies relacionadas. La secuencia de Pseudomonas anguilliseptica fue incluida como outgroup. Los
numeros en los nudos indican los niveles de bootstrap con 1000 replicas.

(97%) observado por Mulet ef al. (2010) con 107 especies del género Pseudomonas, utilizando
estos mismos genes. El analisis filogenético realizado con estas secuencias separd claramente
los aislados del fenon G390 de las especies del género Pseudomonas actualmente descritas
(Figura 26). Por otra parte, la cepa mas proxima, P. fluorescens ATCC 17573, pertenece al
biotipo G de esta especie, guardando estos resultados cierta relacion con los obtenidos con la
caracterizacion fenotipica.

Los ensayos de hibridacion ADN-ADN confirmaron los resultados previamente
obtenidos. Los porcentajes de reasociacion entre la cepa a390 y las cepas tipo de algunas de las

especies mas proximas, incluida P. fluorescens, se situaron entre el 39-60%, valores por debajo
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Tabla 35. Porcentajes de identidad y similitud de la secuencia del gen gyrB de la cepa a390 (724 pb) con especies

proximas, calculados utilizando los programas BLAST y MatGat, respectivamente.

Especie Cepa % identidad % similitud
Pseudomonas fluorescens (biotipo B) ATCC 17467 94 94,5
Pseudomonas koreensis DSM 16610" 93 93,4
Pseudomonas azotoformans 1AM 1603 92 93,1
Pseudomonas kilonensis 520-20" 92 92,8
Pseudomonas marginalis NCPPB 667" 92 92,8
Pseudomonas thivervalensis CFBP 112617 92 92,5
Pseudomonas umsongensis DSM 166117 92 92,8
Pseudomonas fluorescens (biotipo C) ATCC 17561 92 92,9
Pseudomonas reinekei DSM 183617 92 92,4
Pseudomonas synxantha IFO 3913 92 92,5
Pseudomonas putida (biotipo B) ATCC 17522 92 92,7
Pseudomonas fluorescens (biotipo G) ATCC 17573 92 92,5
Pseudomonas mediterranea CFBP 54477 92 92,4
Pseudomonas jessenii DSM 17150" 92 92,1
Pseudomonas brassicacearum CFBP 11706 92 92,0
Pseudomonas moraviensis DSM 16007" 92 92,4
Pseudomonas vancouverensis DSM 175557 91 92,2
Pseudomonas fluorescens (biotipo A) ATCC 49036 91 92,1
Pseudomonas moorei DSM 12647" 91 91,5
Pseudomonas corrugata NCPPB 3056 91 91,7
Pseudomonas fluorescens ATCC 135257 91 91,8
Pseudomonas migulae CCUG 431657 91 91,4
Pseudomonas mohnii DSM 183277 91 91,1
Pseudomonas mucidolens 1AM 12406 91 91,7
Pseudomonas frederikbergensis DSM 13022" 91 91,3
Pseudomonas chlororaphis NCIMB 11881 91 90,8
Pseudomonas tolaasii NCPPB 2412 90 90,8
Pseudomonas chlororaphis IFO 3904" 90 90,6
Pseudomonas fragi ATCC 27362 90 90,7
Pseudomonas agarici NCPPB 2472 89 89,1
Pseudomonas taetrolens 1AM 1653 88 88,6
Pseudomonas syringae PDDCC 4303 88 87,9

Tabla 36. Distancia genetica entre las secuencias del gen gyrB entre las cepas a390 y a391 y especies relacionadas,
calculada de acuerdo al modelo Kimura 2-parametros (Kimura 1980) con el programa MEGA3.

Especie Cepa a390 a391
Pseudomonas fluorescens (biotipo B) ATCC 17467 0,047 0,049
Pseudomonas koreensis DSM 16610" 0,060 0,060
Pseudomonas azotoformans 1AM 1603 0,063 0,064
Pseudomonas kilonensis 520-20" 0,066 0,067
Pseudomonas marginalis NCPPB 667" 0,066 0,069
Pseudomonas thivervalensis CFBP 112617 0,069 0,070
Pseudomonas umsongensis DSM 166117 0,066 0,067
Pseudomonas fluorescens (biotipo C) ATCC 17561 0,064 0,066
Pseudomonas reinekei DSM 183617 0,071 0,072
Pseudomonas synxantha IFO 3913 0,069 0,071
Pseudomonas putida (biotipo B) ATCC 17522 0,067 0,069
Pseudomonas fluorescens (biotipo G) ATCC 17573 0,069 0,070
Pseudomonas mediterranea CFBP 54477 0,070 0,072
Pseudomonas jessenii DSM 17150" 0,074 0,075
Pseudomonas brassicacearum CFBP 11706" 0,075 0,077
Pseudomonas vancouverensis DSM 17555" 0,074 0,075
Pseudomonas fluorescens (biotipo A) ATCC 49036 0,074 0,075
Pseudomonas moorei DSM 12647" 0,080 0,081
Pseudomonas corrugata NCPPB 3056 0,079 0,080
Pseudomonas fluorescens ATCC 135257 0,077 0,078
Pseudomonas mohnii DSM 18327" 0,085 0,086
Pseudomonas chlororaphis NCIMB 11881 0,088 0,090
Pseudomonas chlororaphis IFO 39047 0,091 0,093
Pseudomonas plecoglossicida FPC 976 0,148 0,152
Pseudomonas plecoglossicida BCRC 175177 0,148 0,152
Pseudomonas putida (biotipo A) ATCC 12633 " 0,151 0,153
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Tabla 37. Porcentajes de identidad y similitud de la secuencia del gen rpoD de la cepa a390 (815 pb) con especies
proximas, calculados utilizando los programas BLAST y MatGat, respectivamente.

Especie Cepa % identidad % similitud
Pseudomonas fluorescens ATCC 17573 95 94,8
Pseudomonas putida ATCC 17522 90 90,0
Pseudomonas frederiksbergensis DSM 13022 90 89,3
Pseudomonas jessenii CIP 10574" 90 90,7
Pseudomonas reinekei DSM 18361 90 89,9
Pseudomonas moraviensis DSM 16007" 92 92,5
Pseudomonas fluorescens ATCC 17467 90 90,1
Pseudomonas chlororaphis NCIMB 9030 88 88,0
Pseudomonas thivervalensis CFBP 112617 88 87,9
Pseudomonas moorei DSM 126477 90 89.4
Pseudomonas kilonensis 520-20" 89 88,4
Pseudomonas agarici NCPPB 2289 87 87,2
Pseudomonas koreensis LMG 21318" 91 91,4
Pseudomonas mediterranea CFBP 5447" 88 88,2
Pseudomonas fluorescens ATCC 135257 87 86,4
Pseudomonas marginalis NCPPB 3183 87 87,2
Pseudomonas tolaasii NCPPB 2194 87 86,7
Pseudomonas corrugata NCPPB 3316 87 86,7
Pseudomonas synxantha IFO 3913 87 86,5
Pseudomonas azotoformans 1AM 1603 87 86,4
Pseudomonas mucidolens 1AM 12406 87 86,3
Pseudomonas brassicacearum CFBP 11706 88 87,6
Pseudomonas migulae CCUG 43165" 90 90,6
Pseudomonas marginata HRI 17 86 86,1
Pseudomonas vancouverensis ATCC 700688" 89 89,7
Pseudomonas lini CIP 107460" 89 89,6
Pseudomonas asplenii NCPPB 959 86 84,6
Pseudomonas mohnii CCUG 531157 89 89,3
Pseudomonas taetrolens 1AM 1653 85 84,3
Pseudomonas umsongensis LMG 21317" 89 89,1

del valor minimo del 70% requerido para cepas de una misma especie (Wayne et al. 1987). Por
el contrario, los porcentajes de reasociacion entre la cepa a390 y los aislados a391, a393, a398 y
a399 oscilaron entre el 74 y el 96%, probando que todos estos aislados pertenecen a una Unica
especie (Tabla 38). P. fluorescens pudo, por otra parte, ser descartada también mediante la
utilizacion de los cebadores especificos propuestos por Scarpellini et al. (2004), capaces de
detectar todos los biotipos descritos en esta especie. Ninguno de los aislados del fenén G390
produjo el fragmento de amplificacion esperado (datos no mostrados).

La diferenciacion fenotipica entre el fenon G390 y las especies mas cercanas puede
realizarse a partir de una amplia serie de test, que se resumen en las tablas 39 y 40. Entre los
mas discriminantes destacan la hidrélisis de gelatina, la produccion de acido a partir de glucosa,
el crecimiento a 35°C, el crecimiento con 6% de cloruro sddico, la presencia de fluoresceina, y
la utilizacién como fuente de carbono de N-acetil-D-glucosamida, acido formico, acido D-
galacturdnico, acido D-glucosaminico, hidroxi-L-prolina, inosina y uridina.

En resumen, la caracterizacion fenotipica y genotipica (ADNr 16S, gyrB, rpoD, MLSA,
hibridacion ADN-ADN) de las cepas del fenén G390 muestra que estas constituyen una nueva
especie de Pseudomonas, filogenéticamente situada dentro del grupo de especies relacionadas
con P. fluorescens, y para la que se propone el nombre de Pseudomonas baetica sp. nov. La

descripcion de esta nueva especie se recoge en el Anexo VII.
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AM293564 Pseudomonas umsongensis DSM 16611T
086009 Pseudomonas putida ATCC 17522 (Biotipo B)

L AM293558 Pseudomonas vancouverensis DSM 17555T
\—,7 AM293561 Pseudomonas mohnii DSM 18327T
wol— Am293560 Pseudononas moorei DSM 12647T
AM293562 Pseudomonas jessenii DSM 17150T
AM293559 Pseudomonas reinekei DSM 18361T
AM084676 Pseudomonas frederisbergensis DSM 13022T
FN554204 Pseudomonas migulae CCUG 43165T
AB039382 Pseudomonas fluorescens ATCC 17467
AB039411 Pseudomonas azotoformans |AM 1603
AM084678 Pseudomonas mediterranea CFBP 5447T
AB039448 Pseudomonas marginalis NCPPB 667T
AB039415 Pseudomonas synxantha IFO 3913
FM201278 Pseudomonas baetica a390
FM201279 Pseudomonas baetica a391

AM084679 Pseudomonas thivervalensis CFBP 11261T

= AM084677 Pseudomonas kilonensis 520-20T
498|7— AMO084675 Pseudomonas brassicacearum CFBP 11706T
FN554208 Pseudomonas moraviensis DSM 16007T
35 I: AM293563 Pseudomonas koreensis DSM 16610T

FN554168 Pseudomonas anguilliseptica LMG 21629T

—_—
o0z

Figura 24. Arbol filogenético basado en las distancias genéticas de las secuencias del gen gyrB de las cepas del fenén
G390 y especies relacionadas. La secuencia de Pseudomonas anguilliseptica fue incluida como outgroup.

FN678364 Pseudomonas jessenii CIP 10574T

AB039540 Pseudomonas putida ATCC 17522 (Biotipo B)

FN678362 Pseudomonas reinekei DSM 18361T

sel FNe678363 Pseudomonas moorei DSM 12647T

FN554486 Pseudomonas migulae CCUG 43165T

AMO084335 Pseudomonas frederiksbergensis DSM 13022T

FN554490 Pseudomonas moraviensis DSM 16007T

FN554476 Pseudomonas koreensis LMG 21318T

AB039533 Pseudomonas fluorescens ATCC 17573

FN678357 Pseudomonas baetica a390

100 [FNG78358 Pseudomonas baetica a391
AM084336 Pseudomonas kilonensis 520-20T
10| AM084338 Pseudomonas thivervalensis CFBP 11261T
s L AM084334 Pseudomonas brassicacearum CFBP 11706T

AB039554 Pseudomonas chlororaphis NCIMB 9030

i ————— AB039550 Pseudomonas synxantha IFO 3913T

AB039575 Pseudomonas marginalis NCPPB 667T

o7 [ AB039547 Pseudomonas azotoformans IAM 1603

41 AM084337 Pseudomonas mediterranea CFBP 5447T

FN554449 Pseudomonas anguilliseptica LMG 21629T
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[o1i]
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Figura 25. Arbol filogenético basado en las distancias genéticas de las secuencias del gen rpoD de las cepas del
fenon G390 y especies relacionadas. La secuencia de Pseudomonas anguilliseptica fue incluida como outgroup.
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ha

99 Pseudomonas umsongensis LMG 21317T
{Pseudom(mas putida ATCC 17522 (Biotipo B)

| Pseudomonas jessenii CIP 105274T

Bgl — Pseudomonas vancouverensis DSM 17555T

Pseudomonas reinekei DSM 18361T
Pseudomonas mohnii DSM 18327T
47
59
. WCPSEHC{()}HUMQ&‘ moorei DSM 12647T
ﬂ'j Pseudomonas moraviensis CCM 7280T
Pseudomonas koreensis KACC 10848T
82)  ag| ———— Pseudomonas fluorescens ATCC 17573
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100 \ Pseudomonas baetica a391

— | T Pseudomonas migulae CIP 105470T
Bl Pseudomonas frederiksbergensis DSM 13022T

Pseudomonas synxantha IFO 3913T
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Pseudomonas marginalis ATCC 10844T

o Llj Pseudomonas azotoformans 1AM 1603
55 Pseudomonas mediterranea G-229-21T
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100
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Pseudomonas putida ATCC 12633T

—
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Pseudomonas plecoglossicida ATCC 700383T
Pseudomonas anguilliseptica NCMB 1949T

Figura 26. Arbol filogenético basado en las distancias genéticas de las secuencias concatenadas del ADNr 16S y de
los genes “housekeeping” gyrB y rpoD, de las cepas del fenon G390 y especies relacionadas. La secuencia de
Pseudomonas anguilliseptica fue incluida como outgroup. Los numeros en los nudos indican los niveles de bootstrap

con 1000 replicas.

Tabla 38. Resultados de la hibridacion ADN-ADN de la cepa a390 con otras cepas del fenéon G390 y especies
proximas de acuerdo a la secuenciacion de los genes ARNr 168, gyrB'y rpoD.

Especie Cepa Hibridaciéon AND-ADN (%)
Pseudomonas baetica a390 100
a391 96
a393 84
a398 74
a399 91
Pseudomonas moorei DSM 12647" 60,2
Pseudomonas reinekei DSM 18361" 60,3
Pseudomonas jessenii DSM 17150" 57,9
Pseudomonas moraviensis DSM 16007" 49,9
Pseudomonas migulae DSM 17966" 50,9
Pseudomonas koreensis DSM 166107 46,7
Pseudomonas fluorescens ATCC 13525" 39,4
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Tabla 39. Caracteristicas fenotipicas diferenciales entre los aislados del fenén G390 y las especies mas proximas segun la secuenciacion del gen ARNr 16S. Datos extraidos de Holt et al. (1994),
Camara et al. (2007), Verhille ez al. (1999a, b), Mohn et al. (1999), Kwon et al. (2003), Buller (2004) y Tvrzova et al. (2006).

Especie
Test G390 . . P . b .. .P' . P. putida . s .. b . P. fluorescens P . P'. . .P'
moorei umsongensis  mohnii reinekei Jjessenii  vancouverensis koreensis moraviensis migulae
Morfologia celular Bacilo irregular Bacilo . . Bacilo . Bacilo Bacilo
(3-20 um) ND (1,5 um) ND ND Bacilo Bacilo (1-3 pm) Bacilo (1-2 pm) (2-5 um) ND

ADH + + + + o + + o + + = +
NOs - - ar - - - ar ar Vv - - A\
Lipasa - - - - - ND - - ND + + -
Gelatinasa + - - - - - - ND + V+ + -
Caseinasa + ND ND ND ND ND + ND ND - - ND
Acido de:

Glucosa + - - - - + + ND + - ND ND

Arabinosa - ND ND ND ND 4 ND ND 4 ND ND ND
Crecimiento a 35°C - ND ND ND ND + ND ND V+ ND + +
Crecimiento con 6% NaCl + - ND - - - - - ND ND ND -
Fluoresceina + - + - - + + + + + + +

Tabla 40. Diferencias en la utilizacion de distintos sustratos como fuentes de carbono entre los aislados del fenon G390 y las especies mas proximas segin la secuenciacion del gen ARNr 16S.
Datos extraidos de Verhille ez al. (1999b), Kwon et al. (2003), Tvrzova et al. (2006) y Camara et al. (2007), excepto para. P. putida, extraidos de la base de datos BIOLOG, y para P. fluorescens,
obtenidos en este trabajo.

Especie
Test G390 P. P. P. P. P. putida P. P. P. fluorescens p. p. p.
moorei umsongensis _mohnii reinekei (biotipo B)  jessenii  vancouverensis CECT 378" koreensis moraviensis __migulae
Tween 40 + - + = - Vv + - I i T ND
Tween 80 + - + - - V+ + +) + + + ND
N-acetil-D-glucosamina + - - - - - + + + + ND +
L-arabinosa + + + + + V+ + - + + + +
D-arabitol + - AV - + \Y4 - _ + + + +
D-fructosa + - + = = \Y + ) + + + +
D-galactosa + + + + + V+ + - + + + +
D-manitol + + \% + = V+ + + + + + +
D-manosa + - + ) o V+ + - + + + +
D-psicosa - - \ - - \% ND ND - + ND
D-trehalosa - - - - - - ND ND + R + +
Acido acetico + 5 + = + + + + + + + ND
Acido formico - - = (+) = + + - - - 4 ND




Tabla 40. Continuacion.

Especie
Test G390 P. P. P. P. P. putida P. P. P. fluorescens P. P. P.
moorei umsongensis  mohnii reinekei (biotipo B)  jessenii  vancouverensis CECT 378" koreensis moraviensis migulae

Lactona de acido D-galactonico + + + + + + + = + + + ND
Acido D- galacturénico - S . 4 + \Y - - 4+ \V4 - ND
Acido D- glucosaminico - S 4 +) +) A% - 4 4 4 4 ND
Acido D- glucurénico ++ \% + - \Y4 - - + \V4 _ ND
Acido a- hidroxibutirico - - + - +) V+ - - A A A ND
Acido p-hidroxi fenilacético - - - - - \Y 4 - - _ _ ND
Acido a-ceto butirico - - + - - A% ND ND 4 \V4 ND ND
Acido a-ceto glutarico + + + + + + + + + - + ND
Acido a-ceto valerico - - 4 - - \Y ) ND - + + ND
Acido malonico + = + ) ) + + + + + + ND
Acido propiénico + - + ) ) + + + + + + ND
Acido quinico + + + + + + + - + + + ND
Acido D-sacarico + + + + + + + - + + + ND
Acido succinamico - - - - - V+ v + + } 4 ND
Glucuronamida - - - - - - - - + + ND ND
L-alaninamida V- - + - (+) v + ) - * + ND
D-alanina + +) + + o + + + + + + +

L-alanil-glicina + - + - - + + + + + ND
Acido glicil-L- glutamico - - + - - \Y ND ND + + ND ND
L-histidina V+ + + = = V+ \Y4 - + + + i}

Hidroxi-L- prolina - + \Y% + - \Y4 4 Ee - + + ND
L-leucina + - + - - + + - + + + ND
L-ornitina - - + - - A% I 4+ + + _ ND
Acido L-piroglutamico + + + - + + + = + \Y2 + ND
L-treonina V+ - + - - V+ + - + + + ND
Acido y- aminobutirico + + + + - + + + + + + ND
Inosina + - - = - - - ) + + + ND
Uridina + - - - - - - + + + ND
Fenietilamina - - + ) + \Y4 4 ) - - _ ND
Putrescina V+ +) + +) o V+ + + + + ND +

2-aminoetanol V+ ) + = ) V+ + - + + + ND
D,L-a-glicerol fosfato - - - - - - + _ + _ + ND
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= Género Psychrobacter

Este género abarca un tnico fenon, el G328. Se trata de bacilos cortos (cocobacilos)
Gram negativos, oxidasa y catalasa positivos, no moviles y de metabolismo oxidativo. Estas
caracteristicas fenotipicas, junto con los resultados de la secuenciacion del ADNr 16S, permiten

incluirlos dentro del género Psychrobacter (Holt et al. 1994).

- Fendn G328 (Psychrobacter sp.)

La caracterizacion fenotipica y genotipica de los aislados de este fenon permitié su
identificacién a nivel de género como Psychrobacter sp., no siendo posible realizar una
identificacion clara a nivel de especie.

Las colonias son de color blanquecino, y no presentan swarming, pigmentos difusibles,
o adherencia al agar. Las caracteristicas fenotipicas de los aislados se muestran en la Tabla 41.
Las dos cepas caracterizadas mostraron perfiles idénticos. El sistema BIOLOG se utilizo
unicamente con la cepa a328; no proporcioné una identificacion aceptable, pero sefiald como
especie probable a Psychrobacter immobilis.

Las especies mas proximas, de acuerdo a la secuenciacion del ADNr 16S y el programa
BLAST, se muestran en el anexo VI-18. Psychrobacter nivimaris, Psychrobacter muriicola,

Psychrobacter proteolyticus, Psychrobacter aquimaris, Psychrobacter namhaensis,

Tabla 41. Caracteristicas fenotipicas de los aislados del fenon G328.

Cepas Cepas
Test 328 2381 Test 2328 2381
OF (0] (¢} Acido de:
ADH - - Melobiosa - -
LDC - - Amigdalina - -
ODC - - Arabinosa - -
TCBS - - Lactosa + +
ONPG - - Manosa + +
Citrato + + Salicina - -
H,S - - Crecimiento a:
Indol - - 4°C + +
VP + + 30°C + +
NO; - - 35°C + +
N, + + 40°C + +
Amilasa + + Crecimiento en:
Lipasa + + 0% NaCl + +
Gelatinasa + + 3% NaCl + +
Ureasa - - 6% NaCl + +
Hemolisis o o 8% NaCl + +
Catalasa + + 10% NaCl + +
Acido de: 12% NaCl + +
Glucosa + + Requerimiento agua de mar - -
Manitol - - 0129 (10 pg) R R
Inositol - - 0129 (150 ng) R R
Sorbitol - - Novobiocina S S
Rhamnosa - - Ampicilina S S
Sacarosa - -
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Psychrobacter aquaticus y Psychrobacter cryohalolentis mostraron porcentajes de similitud del
98,7-99,9%, superiores por tanto a los propuestos por Stackebrandt & Ebers (2006) para cepas
de una misma especie. Por el contrario, el porcentaje de similitud con P. immobilis fue de solo
el 97,6%. El arbol filogenético construido a partir de estas secuencias puso de manifiesto una
mayor relacion filogenética de estos aislados con P. nivimaris y P. muriicola (Figura 28).

Las caracteristicas fenotipicas diferenciales entre los aislados del fenon G328 y las
especies mas cercanas de acuerdo a la secuenciacion del gen ARNr 16S se resumen en la Tabla
42. P. muriicola se diferencia del fenon G328 por su capacidad para crecer en anaerobiosis,
mostrando ademas discrepancias en los test de reduccion de nitratos, hidrolisis de almidon y
urea, en la produccion de acido a partir de glucosa y manosa, y en su capacidad de crecimiento a

40°C o con 12% de NaCl. P. nivimaris muestra discrepancias en test como la hidrolisis de

54 AB309942 Psychrobacter inmobilis DSM7229
70 AY639871 Psychrobacter cibarius DSM 16327
48] L ass00s55 Psychrobacter urativorans DSM 14009
AJ312213 Psychrobacter glacincola DSM 12194
AY444823 Psychrobacter arcticus 215-51
AY660685 Psychrobacter cryohalolentis DSM 17306
NR024806 Psychrobacter okhotskensis NCIMB 139
NR025531 Psychrobacter foxii LMG 21280
NR025532 Psychrobacter luti CECT 5885
a0 AJB09556 Psychrobacter frigidicola DSM 12411
AY722805 Psychrobacter namhaensis DSM 16330
AY722804 Psychrobacter aquimaris DSM 16329
ART2303 Psychrobacter proteolyticus CIP 1068
4)FN433003 Psychrobacter sp. a328
AJ313425 Psychrobacter nivimaris DSM 16093
8 |FN433004 Psychrobacter sp. a381
53— AF517755 Psychrobacter muriicola VKH B-2270
57 NR027225 Psychrobacter maritimus DSM 15387
AJ584833 Psychrobacter aquaticus DSM 15339
e [ AJ84832 Psychrobacter vallis DSM 15337
79 AY513646 Psychrobacter alimentarius DSM 16066
AB438959 Psvchrobacter fulvigenes KMM 3967
NR025457 Psychrobacter submarinus KMM 225
37 AY842259 Psychrobacter celer JCM 12601
D64049 Moraxella lacunata ATCC 17967

&5

28

—_—
0.01

Figura 28. Arbol filogenético basado en las distancias genéticas de las secuencias del gen ARNr 16S de las cepas del
fenon G328 y especies relacionadas. La secuencia de Moraxella lacunata fue incluida como outgroup. Los niimeros
en los nudos indican los niveles de bootstrap con 1000 replicas.

131



Tabla 42. Caracteristicas fenotipicas diferenciales entre el fenon G328 y las especies mas proximas segun la secuenciacion del gen ARNr 168S. Datos extraidos de Juni & Heym (1986), Bowman
et al. (1996), Denner et al. (2001), Yumoto et al. (2003), Bozal et al. (2003), Vela et al. (2003), Romanenko et al. (2004, 2002), Heuchert et al. (2004), Yoon et al. (2005a, b), Shivaji et al.
(2005), Jung et al. (2005), Bakermans et al. (2006) y Shcherbakova et al. (2009).

Acido de: Crecimiento a/en:
Indol vP NOs Amilasa Gelatinasa  Ureasa Glucosa Rhamnosa  Melobiosa  Arabinosa Lactosa 4°C  35°C  40°C 0% 12%
NaCl NaCl

Fenon G328 - + - + + - + - - - + + + + + +
Psychrobacter nivimaris ND ND ND - - ND ND ND ND ND ND + + - + +
Psychrobacter muriicola - ND + - ND + - - - - ND + + - + -
Psychrobacter proteolyticus - ND - - + 3 + i A 4 ND + = = ND +
Psychrobacter aquimaris - ND ND ND ND ND + 4 4 4 + + = = + +
Psychrobacter namhaensis - ND ND ND ND ND + + + + + + + o + +
Psychrobacter aquaticus - - + = = + > ND ND - - + - - + -
Psychrobacter ND  ND - ND ND - - ND ND ND ND + - - + ND
cryohalolentis

Psychrobacter vallis - - + = = - + ND ND - - + - - + -
Psychrobacter okhotskensis + - + ND - - - ND - - - + + = + -
Psychrobacter alimentarius - ND - ND ND + + + + + + + o + +
Psychrobacter urativorans - - A - - + ND ND ND ND ND + o - + _
Psychrobacter fozii ND ND - - ND 4 - - ND - - + = = \% +
Psychrobacter arcticus ND ND \% ND ND - ND ND ND ND ND + - - - ND
Psychrobacter luti ND ND I = ND - - - ND - - + o + -
Psychrobacter glacincola ND ND \% - - \% - - ND - - + = = + V+
Psychrobacter cibarius ND ND i - - ND - - - - - + = = = -
Psychrobacter immobilis - ND \% - - 3 + 3 ND 4 \Y = \% = + V+
Psychrobacter submarinus ND - ND ND ND ND - - ND A - + + o o +
Psychrobacter pulmonis - 3 i ND - - - - - - ND ND + ND ND ND
Psychrobacter maritimus ND ND A ND ND ND - - ND - - + + = + -




Resultados

almidon y gelatina o la capacidad de crecer a 40°C. Por otra parte, ¢l perfil obtenido para la cepa
a328 con el sistema BIOLOG fue muy distinto al publicado para la cepa tipo de P. nivimaris,
mostrando discrepancias con hasta 26 test. Otras especies proximas muestran asimismo una
serie de caracteristicas fenotipicas que las diferencia claramente de las cepas del fenon, entre
ellas, la hidrolisis de almidon o gelatina, la produccion de acido a partir de glucosa, y la
capacidad de crecimiento a 35 y 40°C.

Ensayos adicionales deberan realizarse para determinar la inclusion de las cepas del
fenon G328 en alguna de las especies mencionadas o en una especie nueva dentro del género

Psychrobacter.

= Género Tenacibaculum

Este género incluye las cepas de dos fenones, el G47 y el G443, ambos patogenos, asi
como la cepa a3, no incluida en ningin fenon. En todos los casos se trata de bacterias
filamentosas Gram negativas, oxidasa positivas no moviles (movilidad deslizante), de
metabolismo oxidativo, no productoras de pigmentos tipo flexirrubina y capaces de crecer bien
en medios de cultivo con agua de mar, aunque no todas las cepas tienen este requerimiento.
Estas caracteristicas fenotipicas, junto con los resultados de la secuenciacion del ADNr 16S,

permitieron la inclusion de estas cepas dentro del género Tenacibaculum (Suzuki et al. 2001).

- Fendn G47 (Tenacibaculum soleae)

La caracterizacion fenotipica y genotipica de los aislados de este fenon permitié su
identificacion como Tenacibaculum soleae.

Las colonias, formadas por bacterias filamentosas de 5-15 um de longitud, son de color
amarillo brillante y no presentan swarming, pigmentos difusibles ni adherencia al agar (Figura
29). Las caracteristicas fenotipicas de los aislados se muestran en la Tabla 43. Las cepas
mostraron perfiles fenotipicos practicamente idénticos tanto con los test convencionales como
con el API 20E (Figura 30) pero mostraron algunas discrepancias con el APl ZYM,
obteniéndose perfiles ligeramente distintos. Los resultados obtenidos fueron similares a los
descritos para 7. soleae por Pifieiro-Vidal ef al. (2008c), excepto en lo que se refiere a los
perfiles obtenidos con el API ZYM, en los que se observaron algunas diferencias.

Las especies mas cercanas de acuerdo a la secuenciacion del ADNr 16S y el programa
BLAST se muestran en el anexo VI-6. Las cepas del fenon mostraron unos valores de similitud
del 98,7-99,5% con la cepa tipo de T. soleae, dentro por tanto de los valores propuestos por

Stackebrandt & Ebers (2006), pero inferiores al 97% con otras especies proximas,
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Figura 29. Morfologia de la colonia y de las células de la cepa a47. La morfologia celular se observo al microscopio
optico (1000x) con tincion azul de metileno.

Figura 30. Resultados de los sistemas miniaturizados API 20E y API ZYM con el aislado a47.

pertenecientes a los géneros Tenacibaculum y Polaribacter. El arbol construido a partir de estas
secuencias agrup6 claramente las cepas del fenon G47 con la cepa tipo de T. soleae y mostro a T.
ovolyticum como la especie mas proxima filogenéticamente (Figura 31).

Las caracteristicas fenotipicas diferenciales entre los aislados del fenon G47 y las
especies mas cercanas de acuerdo a la secuenciacion del gen ARNr 16S se resumen en la Tabla
44. Las principales diferencias se dieron en los test de hidrolisis de almidon y tween 80,
requerimiento de agua de mar para el crecimiento, crecimiento a 35°C y en la pigmentacion de
las colonias.

Por 1ultimo, la caracterizacion serologica utilizando el antisuero anti-NCIMB 14368,
dirigido contra la cepa tipo de T. soleae, revelo la existencia de variabilidad antigénica entre las
cepas estudiadas. Todos los aislados reaccionaron positivamente cuando se utilizaron
suspensiones de células bacterianas enteras, tanto en los ensayos de aglutinacion en portaobjetos
como en los ensayos Dot-Blot. Sin embargo, solo las cepas a47, a467 y a469 mostraron
resultados positivos cuando se utilizaron los antigenos O, mostrando pertenecer al mismo
serotipo que la cepa tipo de 7. soleae (Figura 32). Los demas aislados mostraron resultados

negativos, por lo que podrian pertenecer a otros serotipos dentro de esta especie.
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Tabla 43. Caracteristicas fenotipicas de los aislados del fenon G47 y de la cepa tipo de Tenacibaculum soleae.

Cepas

Test T. soleae
all a47 a50 a216 a410 a462 ad67  ad69 NCIMB 14368"

OF (¢} (6] (6] (¢} (6] o (¢} (6] (6]
ADH - - - - - - - - -
LDC - - - - - - - - -
ODC - - - - - - - - -
TCBS - - - - - - - - -
ONPG - - - - - - - - -
Citrato - - - - - - - - -
H,S - - - - - - - - -
Indol - - - - -
VP + + + + +
NO; + + + + +
Amilasa - - - - - - - - -
Lipasa - - - - -
Gelatinasa + + + + +
Esculinasa - - - - - - -
Caseinasa + + + + +
Ureasa - - - - - - - - -
Catalasa +) (C) G) (+) ) + + + +
Acido de:
Glucosa - - - - - - -
Manitol - - - - - - - - -
Inositol - - - - - - - - -
Sorbitol - - - - - - - - -
Rhamnosa - - - - - - - - -
Sacarosa - - - - - - - - -
Melobiosa - - - - - - - - -
Amigdalina - - - - - - - - -
Arabinosa - - - - - - - - -
Crecimiento a:
4°C - - - - - - - - -
15°C + + + + + + + + +
25°C + + + + + + + + +
35°C - - - - - - - - -
40°C - - - - - - - - -
44°C - - - - - - - - -
Crecimiento en:
0% NaCl - - - - - - - -
3% NaCl - - - - - - - -
6% NaCl - - - - - - - -
8% NaCl - - - - - - - -
10% NaCl - - - - - - - -
12% NaCl - - - - - - - -
TSA-1% NaCl
Requerimiento agua de mar
Flexirrubina
Rojo congo
0129 (10 pg)
0129 (150 pg)
Novobiocina
Ampicilina
Test APIZYM
Fosfatasa alcalina + + + + + + + +
3 Esterasa (C4) +) +) (+) +) +) +) +) +)
4 Esterasa lipasa (C8) - - - - - - - -
5 Lipasa (C14)
6 Leucina arilamidasa
7
8

+ o+
+ o+
+ o+
+ o+

+
+
+
+

+
+

+
+

+
+
+
+
+
+
+
+

nwnEmE -+
AwnxIA+
nwnm™AI +
nwnx™AI +
nwn ™I+

(3]

+ +
Valina arilamidasa + +
Cistina arilamidasa + +
9 Tripsina - - - - - - - -
10 a-quimotripsina - - -
11 Fosfatasa acida + + + - + + + + -
12 Naftol-AS-BI-fosfosfohidrolasa + + +
13 a-galactosidasa - - - - - - - - -
14 B-galactosidasa - - - - - - - - -
15 B-glucuronidasa - - - - - - - - -
16 a-glucosidasa - - - - - + - - -
17 B-glucosidasa - - - - - - - - -
18 N-acetil-B-glucosaminidasa - + + + + + - - -
19 o-mannosidasa - - - - - - - - -
20 a-fucosidasa - - - - - - - - -
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29, AM989480 Tenacibaculum soleae a216

341 euee9s62 Tenacibaculum soleae all
02 || Amosoas2 Temacibaculum soleae a410
7 |l AM089479 Tenacibaculum soleae a50
AM989478 Tenacibaculum soleae a47
AM989483 Tenacibaculum soleae a469
AM989481 Tenacibaculum soleae a467

41

AM746476 Tenacibaculum soleae NCIMB 14368
AB078058 Tenacibaculum ovolyticum IFO 15947
—— AB078044 Flexibacter aurantiacus IFO 15978
9hg| [ DQ004686 Polaribacter dokdonensis DSM 17204
91 L AB078057 Tenacibaculum maritimum IFO 15946
o EDQSM?GO Tenacibaculum aestuarii KCTC 12569
EF416572 Tenacibaculum aiptasice LMG 24004
— AY661691 Tenacibaculum lutimaris KCTC 12302
NR024736 Tenacibaculum mesophilum MBIC 1140

25

AM412314 Tenacibaculum adriaticum DSM 18961
e EU428783 Tenacibaculum crassostreae JCM 15428
32 AM746477 Tenacibaculum gallaicum DSM 18841
71 a7 | - AY962204 Tenacibaculum litoreum KCCM 42115
azL[ AM411030 Tenacibaculum discolor DSM 18842

DQ822567 Tenacibaculum litopenaei LMG 23706
NR025229 Tenacibaculum skagerrakense ATCC BAA-458
L NR024737 Tenacibaculum amylolyticum MBIC 4355
M62794 Flexibacter flexilis ATCC 23079

—
0.02

Figura 31. Arbol filogenético basado en las distancias genéticas de las secuencias del gen ARNr 16S de las cepas del
fenon G47 y especies relacionadas. La secuencia de Flexibacter flexilis fue incluida como outgroup. Los nlimeros en
los nudos indican los niveles de bootstrap con 1000 replicas.

'U”l

Dl | o
3
oo

9 Figura 32. Ensayo Dot-Blot utilizando antisuero dirigido contra la cepa tipo
de Tenacibaculum soleae y antigenos “O”. Punto 1: Tenacibaculum soleae
f_r"! NCIMB 14368"; puntos 2-9, cepas a462, a50, a410, all, a467, a216, a469 y

a47, respectivamente.
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Tabla 44. Caracteristicas fenotipicas diferenciales entre los aislados del fenon G47 y las especies mas proximas segun la secuenciacion del gen ARNr 16S. Datos extraidos de Wakabayashi et al.
(1986), Bernardet et al. (1990), Hansen et al. (1992), Suzuki et al. (2001), Frente et al. (2004), Buller (2004), Yoon et al. (2006, 2005c), Jung et al. (2006), Choi et al. (2006), Avendaiio-Herrera
et al. (2006b, 2004a), Sheu et al. (2007), Wang et al. (2008), Pifieiro-Vidal ez al. (2008b, c), Heindl et al. (2008) y Lee et al. (2009).

Hidrolisis de: Crecimiento . Crecimiento a: Sensibilidad a:

. — - - Requerimiento S . ., .

Especie Almidon Tween 80 Esculina Caseina NO; con solo aoua de mar 4°C 35°C 0129 Novobiocina Pigmentacion colonia
NaCl g (150 pg)

Fenon G47 - - - + + - +* - R S Amarillo brillante
Tenacibaculum soleae - - - + + - +(55-100%) - - R S Amarillo brillante
Tenacibaculum adriaticum ND ND 3 ND ND i - - - ND ND Amarillo
Tenacibaculum gallaicum - - ND + + - +(30-100%) - F ND ND Amarillo brillante
Tenacibaculum aiptasiae ND ND ND ND ND i - ND A ND ND Amarillo palido
Tenacibaculum discolor - - ND + + - +(30-100%) - e ND ND Amarillo brillante (verde)
Tenacibaculum litoreum + + - ND + - - + ND ND Amarillo palido
Tenacibaculum ovolyticum - A ND ND + - +(70-100%) + - ND ND Amarillo palido
Tenacibaculum crassostreae 4 i ND + ND - + - A ND ND Amarillo
Tenacibaculum aestuarii - + - + - + - - + ND R Amarillo palido
Tenacibaculum mesophilum - ND ND ND - A - - A ND ND Amarillo
Tenacibaculum lutimaris - - - + v 3 - - A ND ND Amarillo palido
Tenacibaculum skagerrakense 4 - ND + + - +(25-150%) - F ND ND Amarillo brillante
Tenacibaculum amylolyticum 4 ND ND ND + A - - A ND ND Amarillo
Tenacibaculum litopenaei ND - - ND i - - i ND ND Amarillo
Tenacibaculum maritimum - = ND + \% - +(30-100%) - - S ND Amarillo palido
Flexibacter aurantiacus ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND Naranja
Polaribacter dokdoniensis ND i - - - 3 - 3 - ND S Naranja

* Las cepas all, a50, a410, a467 y a469 requieren un 55-100% de agua de mar; la cepa a462 requiere el 30-100%.
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- Fendén G443 (Tenacibaculum maritimum)

La caracterizacion fenotipica y genotipica de los aislados de este fenon permitié su
identificacion como Tenacibaculum maritimum.

Las colonias, formadas por bacterias filamentosas de 5-20 um de longitud, son de color
amarillo palido, planas, con bordes irregulares y crecimiento lento (Figura 33). Con frecuencia
se adhieren al agar, pero no producen pigmentos difusibles ni presentan swarming.

Las caracteristicas fenotipicas de los aislados se muestran en la Tabla 45. Las cepas
presentan perfiles fenotipicos homogéneos para los test convencionales y con el API 20E
(Figura 34), encontrandose unicamente diferencias menores en los resultados de las galerias API
ZYM. Las caracteristicas fenotipicas de los aislados coinciden con las descritas para T.
maritimum por Bernardet et al. (1990), Ostland et al. (1999), Suzuki et al. (2001), Avendafio-
Herrera et al. (2004a), Buller (2004) y Avendafio-Herrera et al. (2006b), observandose
unicamente diferencias sin importancia en el API ZYM.

Las especies mas cercanas, de acuerdo a la secuenciacion del ADNr 16S y el programa

BLAST, se muestran en el anexo VI-22. Las secuencias obtenidas mostraron un porcentaje de

Figura 33. Morfologia de la colonia y de las células de la cepa a443. La morfologia celular se observo al microscopio
optico (1000x) con tincién azul de metileno.

Figura 34. Resultados de los sistemas miniaturizados API 20E y API ZYM con el aislado a443.
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Tabla 45. Caracteristicas fenotipicas de los aislados del fenon G443 y de Tenacibaculum maritimum.

Test

Cepas

a274

a388

a443

ad44

a461

a523

T. maritimum

OF
ADH
LDC
ODC
TCBS
ONPG
Citrato
H,S
Indol
VP
NO;
N,
Amilasa
Lipasa
Gelatinasa
Esculinasa
Ureasa
Catalasa
Acido de:
Glucosa
Manitol
Inositol
Sorbitol
Rhamnosa
Sacarosa
Melobiosa
Amigdalina
Arabinosa
Crecimiento a:
4°C
15°C
25°C
35°C
40°C
44°C
Crecimiento en:
0% NaCl
3% NaCl
6% NaCl
8% NaCl
10% NaCl
12% NaCl
TSA-1% NaCl
Requerimiento agua de mar
Flexirrubina
Rojo congo
0129 (10 pg)
0129 (150 pg)
Novobiocina
Ampicilina
Test AP1 ZYM
2 Fosfatasa alcalina
3 Esterasa (C4)
4 Esterasa lipasa (C8)
5 Lipasa (C14)
6 Leucina arilamidasa
7 Valina arilamidasa
8 Cistina arilamidasa
9 Tripsina
10 a-quimotripsina
11 Fosfatasa acida
12 Naftol-AS-BI-fosfosfohidrolasa
13 a-galactosidasa
14 B-galactosidasa
15 B-glucuronidasa
16 a-glucosidasa
17 B-glucosidasa
18 N-acetil-B-glucosaminidasa
19 o-mannosidasa
20 a-fucosidasa

+ o0

+ o+

+

nwnunvnwn + 1

+ A+t

+

nwnunwnn +

e A T

+ o0

+ o+

+

nwnunvnwn +

R i i S S S A

+

nwnwnwnn +

R T i e

+ o0

+ o+

+

nununvnwn +

+ o+t

+ o0

+ 4

+

nununvnwn +

+ 4+t

139



Resultados

similitud del 99,6% con la cepa tipo de T. maritimum, pero inferior al 97% con otras especies
relacionadas, siendo por tanto 7. maritimum la Unica con valores dentro de los propuestos por
Stackebrandt & Ebers (2006). El arbol filogenético construido con estas secuencias agrupé las
cepas del fendn G443 con la cepa tipo de 7. maritimum, diferenciandolas claramente de otras
especies del género Tenacibaculum y mostrando a Polaribacter dokdonensis como la especie
mas proxima filogenéticamente (Figura 35).

La identificacion de los aislados como 7. maritimum se confirmé mediante PCR con los
cebadores especificos Marl-Mar2 y MAR1-MAR?2, descritos por Bader & Shorts (1998) y
Toyama et al. (1996), respectivamente. Todas las cepas mostraron los fragmentos de ADN
esperados, similares a los de las cepas de referencia (Figura 36). Por otro lado, la diferenciacion
entre los aislados del fendn G443 y las especies mas cercanas puede hacerse a partir de varios
test fenotipicos, que se resumen en la Tabla 46.

Por ultimo, la caracterizacidén serologica utilizando antigenos O y los antisueros anti-

PC503.1, anti-PC424.1 y anti-ACC13.1, dirigidos contra cepas pertenecientes a los distintos

100 ~ AY962204 Tenacibaculum litoreum KCCM 42115
ETE AM411030 Tenacibaculum discolor DSM 18842

39 L AMT746477 Tenacibaculum gallaicum DSM 18841
L,— EU428783 Tenacibaculum crassostreae JCM 15428
10191 L— AM412314 Tenacibaculum adriaticum DSM 18961
AMT746476 Tenacibaculum soleae NCIMB 14368
AB078058 Tenacibaculum ovolyticum 1FO 15947
EF416572 Tenacibaculum aiptasiae LMG 24004

BN

25 |7 AB078044 Flexibacter aurantiacus IFO 15978

NR024738 Tenacibaculum mesophilum MBIC 1140

30| | [— DQ314760 Tenacibaculum aestuarii KCTC 12569

oL Ave61691 Tenacibaculum lutimaris KCTC 12302

NR024737 Tenacibaculum amylolyticum MBIC 4355

76 L NR025229 Tenacibaculum skagerrakense ATCC BAA-458

DQ822567 Tenacibaculum litopenaei LMG 23706

ti DQoo4686 Polaribacter dokdonensis DSM 17204

AB078057 Tenacibaculum maritimum IFO 15946

Eu623455 Tenacibaculum maritimum a388

88 |EUB23456 Tenacibaculum maritimum ad443

me2794 Flexibacter flexilis ATCC 23079

74

1an

0.02

Figura 35. Arbol filogenético basado en las distancias genéticas de las secuencias del gen ARNr 16S de las cepas del
fenon G443 y especies relacionadas. La secuencia de Flexibacter flexilis fue incluida como outgroup. Los niimeros
en los nudos indican los niveles de bootstrap con 1000 replicas.
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serotipos descritos en esta especie, revelaron heterogeneidad antigénica entre las cepas aisladas.
Los aislados a274 y a388 pertenecen al serotipo O1, mientras que los demas pertenecen al

serotipo O3. El serotipo O2 no se vio representado por ningun aislado (Figura 37).

A

400 pb

1000 pb

Figura 36. Amplificacion por PCR utilizando los cebadores especificos para T. maritimum Marl-Mar2, descritos por
Bader & Shorts (1998) (A) y los MAR1-MAR2, descritos por Toyama et al. (1996) (B), con cepas del fenon G443.
A: M, marcador de peso molecular 100 pb; lineas 1-6, cepas a274, a388, a443, a444, a461 y a523, respectivamente;
linea 7, T. maritimum CECT 4276; linea 8, control negativo; el producto de amplificacién esperado es de 400 pb; B:
MW, marcador de peso molecular 50-2000 pb; linea 1, 7. maritimum PC503.1; linea 2, T. maritimum PC424.1; lineas
3-7, cepas a274, a388, a443, a461 y a523, respectivamente; linea 8, control negativo; el producto de amplificacion
esperado en este caso es de 1088 pb.
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Figura 37. Ensayo Dot-Blot utilizando antisuero dirigido contra cepas de Tenacibaculum maritimum pertenecientes a
distintos serotipos: A, contra la cepa PC503.1 (serotipo O1); B, contra la cepa PC424.1 (serotipo O2); C, contra la
cepa ACC13.1 (serotipo O3). Punto 1: cepa PC503.1; punto 2, cepa PC424.1; punto 3, cepa ACCI13.1; punto 4,
control negativo; puntos 5-10, cepas a274, a388, a443, a444, a461 y a523, respectivamente.
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Tabla 46. Caracteristicas fenotipicas diferenciales entre los aislados del fenén G443 y las especies mas proximas segun la secuenciacion del gen ARNr 168S. Datos extraidos de Wakabayashi et
al. (1986), Bernardet et al. (1990), Hansen et al. (1992), Suzuki et al. (2001), Buller (2004), Frente et al. (2004), Yoon et al. (2006, 2005c), Jung et al. (2006), Choi et al. (2006), Avendaiio-
Herrera et al. (2006b, 2004a), Sheu et al. (2007), Wang et al. (2008), Pifieiro-Vidal et al. (2008b, c), Heindl et al. (2008) y Lee et al. (2009).

Hidrolisis de: Crecimiento Requerimiento Crecimiento a:

Especie Almidon Tween 80 Esoulina con solo NaCl agua de mar & C 35 0129 (150 pg) Pigmentacion colonia
Fenén G443 - + - - + - - S Amarillo palido
Tenacibaculum maritimum - + - - +(30-100%) - - S Amarillo palido
Tenacibaculum soleae - - - - + (55-100%) - - R Amarillo brillante
Tenacibaculum adriaticum ND ND i 4 - - - ND Amarillo
Tenacibaculum gallaicum - - ND - +(30-100%) - 4 ND Amarillo brillante
Tenacibaculum aiptasiae ND ND ND 4 - ND i ND Amarillo palido
Tenacibaculum discolor - - ND - +(30-100%) - 4 ND Amarillo brillante (verde)
Tenacibaculum litoreum + + - + - - + ND Amarillo palido
Tenacibaculum ovolyticum - + ND - + (70-100%) + - ND Amarillo palido
Tenacibaculum crassostreae 4 + ND - + - i ND Amarillo
Tenacibaculum aestuarii - + - + - - + ND Amarillo palido
Tenacibaculum mesophilum - ND ND i - - i ND Amarillo
Tenacibaculum lutimaris - - - 4 - - i ND Amarillo palido
Tenacibaculum skagerrakense 4 - ND - +(25-150%) - 4 ND Amarillo brillante
Tenacibaculum amylolyticum 4 ND ND i - - i ND Amarillo
Tenacibaculum litopenaei ND - - 4 - - 4 ND Amarillo
Flexibacter aurantiacus ND ND ND ND ND ND ND ND Naranja
Polaribacter dokdoniensis ND + - I - I - ND Naranja




Resultados

- Cepa a3 (Tenacibaculum sp.)

La caracterizacion de esta cepa no permiti6 identificarla a nivel de especie, pareciendo
no pertenecer a ninguna de las especies actualmente descritas en el género Tenacibaculum.

Las colonias son de un caracteristico color amarillo-verdoso y no presentan swarming,
adherencia al agar o pigmentos difusibles. Sus caracteristicas fenotipicas se resumen en la Tabla
47. A diferencia de los fenones G47 y G443, no requiere agua de mar para crecer.

De acuerdo a la secuenciacion del ADNr 16S, las especies mas proximas son 7. discolor
(98,0% similitud), T. gallaicum (97,6%) y T. litoreum (97,5%), no alcanzando ninguna el valor
de similitud minimo propuesto por Stackebrandt & Ebers (2006) para ser considerados
miembros de la misma especie. Otras especies relacionadas, pertenecientes a los géneros
Tenacibaculum y Polaribacter, muestran valores de similitud inferiores al 97%. El arbol
filogenético construido a partir de estas secuencias refleja estos resultados (Figura 38). De los
fenones establecidos en este trabajo, el G47 fue el mas proximo, con un 95,9% de similitud en
la secuencia del gen ARNr 16S.

Por otro lado, la caracterizacion fenotipica mostrd discrepancias entre la cepa a3 y las
especies mas proximas. Las caracteristicas diferenciales con T. discolor y T. gallaicum incluyen
los test lipasa, crecimiento a 4 y 40°C, y el requerimiento de agua de mar. T. [iforeum puede
diferenciarse a partir de los test lipasa y crecimiento a 4°C, ademas de por la morfologia de la

colonia, amarillo palido en este caso.

Tabla 47. Caracteristicas fenotipicas de la cepa a3.

Test Cepa a3 Test Cepa a3
OF (¢} Acido de:
ADH - Melobiosa -
LDC - Amigdalina -
ODC - Arabinosa -
TCBS - Lactosa -
ONPG - Crecimiento a:
Citrato - 4°C +
H,S - 15°C +
Indol - 25°C +
VP - 35°C +
Rojo metilo - 40°C +
NO; + Crecimiento en:
Amilasa - 0% NaCl -
Lipasa + 3% NaCl -
Gelatinasa + 6% NaCl -
Esculinasa - 8% NaCl -
Ureasa - 10% NaCl -
Hemolisis - 12% NaCl -
Catalasa - TSA-1% NaCl +
Acido de: Requerimiento agua de mar -
Glucosa - Flexirrubina -
Manitol - Rojo congo +
Inositol - 0129 (10 pg) S
Sorbitol - 0129 (150 ng) S
Rhamnosa - Novobiocina S
Sacarosa - Ampicilina R
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53 DQ314760 Tenacibaculum aestuarii KCTC 12569
19 L EFa16572 Tenacibaculum aiptasiae LMG 24004
AMT746476 Tenacibaculum soleae NCIMB 14368

15 g0l Am412314 Tenacibaculum adriaticum DSM 18961
AMT746477 Tenacibaculum gallaicum DSM 18841
AY962294 Tenacibaculum litoreum KCCM 42115
L

— K I \—i FN433001 Tenacibaculum sp. a3
G AM411030 Tenacibaculum discolor DSM 18842
NR024736 Tenacibaculum mesophilum MBIC 1140
CAYGMGM Tenacibaculum lutimaris KCTC 12302

EU428783 Ternacibaculum crassostreae JCM 15428
DQo04686 Polaribacter dokdonensis DSM 17204

0.008

Figura 38. Arbol filogenético basado en las distancias genéticas de las secuencias del gen ARNr 16S de la cepa a3 y
especies relacionadas. La secuencia de Polaribacter dokdonensis fue incluida como ouftgroup. Los valores de
bootstrap de 1000 replicas aparecen en el nudo correspondiente.

= Género Vibrio

Este género es el que cuenta con una mayor representacion. Abarca nueve fenones (G7,
G29, G35, G91, G107, G148, G241, G255 y G256, de los que solo el G91 es patogeno) y cuatro
cepas que no fueron incluidas en fenones. En todos los casos se trata de bacilos Gram negativos
oxidasa positivos, moviles, anaerobios facultativos, que reducen nitratos a nitritos, fermentan
hidratos de carbono y requieren sodio para su crecimiento. Estas caracteristicas, junto con los
resultados de la secuenciacion del gen ARNr 16S, permitieron su inclusion dentro del género
Vibrio (Holt et al. 1994). Los fenones G7 y G107 estan formados por bacilos curvos, mientras
que los demas fenones son bacilos cortos o cocobacilos. La sensibilidad al agente
quimioterapico 0129, uno de los caracteres clasicamente definitorios del género, varidé de unos

fenones a otros, al igual que en las especies de Vibrio descritas.

- Fendén G7 (Vibrio sp.)

La caracterizacion de las cepas del fenon muestra que se trata de bacterias del grupo de
Vibrio splendidus, probablemente Vibrio crassostreae o Vibrio gigantis.

Las colonias son de color grisaceo o blancuzco, y no presentan swarming, adherencia al
agar ni produccion de pigmentos difusibles. Las caracteristicas fenotipicas se resumen en la
Tabla 48. Las cepas mostraron perfiles fenotipicos basicamente similares, observandose

diferencias unicamente en la sensibilidad a los agentes quimioterapicos 0129 y ampicilina, y en
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Tabla 48. Caracteristicas fenotipicas de los aislados del fenon G7.

Cepas Cepas
Test a7 90 all0 __ a234 Test a7l @90 _ al70__a234
OF F F F F Acido de:
ADH + + + + Sacarosa - - - -
LDC - - - - Melobiosa + + + +
oDC - - - - Amigdalina + + + +
TCBS \% Y \% % Arabinosa - - - -
ONPG + + + + Lactosa + - - -
Citrato =¥ - - - Manosa + +
H.S - - - - Salicina - - -
Indol + + + + Crecimiento a:
VP - - - - 4°C + + + +
Rojo metilo + + + + 35°C - - - -
Gas glucosa - - - - 40°C - - - -
NO; + + + + 44°C - - - -
Amilasa + + + + Crecimiento en:
Lipasa + + + + 0% NaCl - - - -
Gelatinasa + + + + 3% NaCl + + + +
Esculinasa + + + + 6% NaCl + + + +
Ureasa - - - - 8% NaCl - - - -
Hemolisis § B § 10% NaCl - - - -
Catalasa + + + 12% NaCl - - - -
Acido de: Requerimiento agua de ) ) ) _
mar
Glucosa + + + + 0129 (10 pg) R S R S
Manitol + + + + 0129 (150 pg) R S S S
Inositol - - - - Novobiocina S S S S
Sorbitol - - - - Ampicilina S R S S
Rhamnosa - - - -

* El sistema API 20E mostr¢ el resultado opuesto.

la produccién de acido a partir de lactosa. Los resultados obtenidos con las cepas del fenon G7
coinciden con los publicados para V. crassostreae y V. gigantis por Faury et al. (2004), Le Roux
et al. (2005) y Noguerola & Blanch (2008) mostrando diferencias unicamente en la coloracion
de las colonias en el medio TCBS (acido a partir de sacarosa), amarillas en las dos especies, y
en los resultados del test ONPG. De acuerdo a las claves propuestas por Noguerola & Blanch
(2008), la totalidad de las cepas deberian incluirse en V. gigantis, sin embargo los test
propuestos por Le Roux et al. (2005) para distinguir estas dos especies muestran que sus
perfiles fenotipicos son practicamente idénticos.

El sistema BIOLOG se utilizo tinicamente con la cepa a7, que fue identificada como V.
splendidus. La utilizacion de los cebadores especificos de V. splendidus VSPN-F y VSPN-R,
descritos por Lee et al. (2002), contradijo, sin embargo, este resultado, al no mostrar ninguna de
las cepas del fenon las dos bandas de amplificacion esperadas para esta especie (datos no
mostrados).

Las especies mas proximas de acuerdo a la secuenciacion del ADNr 16S y el programa
BLAST se muestran en el anexo VI-3. V. pomeroyi, V. splendidus, V. chagasii 'y V. gallaecicus
mostraron valores de similitud superiores a los propuestos por Stackebrandt & Ebers (2006), sin

embargo, los valores mas altos se obtuvieron con V. gigantis (99,3%) y V. crassostreae (99,7%).
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El arbol filogenético construido a partir de estas secuencias agrupo claramente la cepa a7 con V.

crassostreae, mostrandola mas cercana a esta especie que a V. gigantis (Figura 39).

Las caracteristicas fenotipicas diferenciales entre los aislados del fenon G7 y las

especies mas cercanas de acuerdo al gen ARNr 16S se resumen en la Tabla 49.

30; AM162659 Vibrio lentus CIP 107166
DQ481610 Vibrio cyclitrophicus LMG 21359
AJ514912 Vibrio tasmaniensis LMG 21574
AM162657 Vibrio kanaloae LMG 20539
eu18s828 Aliivibrio fischeri ATCC 33715
X74724 Vibrio splendidus ATCC 33125
LEOEMBBS Vibrio gigantis CAIM 25
n EUs41605 Vibrio gallaecicus CECT 7244
100 1 AB038030 Vibrio splendidus (biovar 1) ATCC 33789
NR 025480 Vibrio chagasii DSM 17138
NR 025547 Vibrio pomeroyi CAIM 578
FN432929 Vibrio sp. a7

95 |EF094887 Vibrio crassostreae CAIM 1405

58 AJ514917 Vibrio fortis LMG 21566
#| L NRoO25476 Vibrio neptunius LMG 20536
x74710 Vibrio mediterranei CIP 103203

X74689 Vibrio aestuarianus ATCC 35048

x76333 Vibrio vulnificus ATCC 27562
——— NR 025479 Fibrio pacinii LMG 19999
AJ421445 Vibrio ichthyoenteri DSM 14397
53
499[— NR 025992 Vibrio scophthalmi CECT 4638
AM235737  Listonella anguillarum NCMB 6
100 1 AY628646 Vibrio ordalii NCMB 2168

—
0.01

AY987754 Aeromonas hydrophila ATCC 49140

Figura 39. Arbol filogenético basado en las distancias genéticas de las secuencias del gen ARNr 16S de la cepa a7 y
especies relacionadas. La secuencia de Aeromonas hydrophila fue incluida como outgroup. Los nimeros en los nudos
indican los niveles de bootstrap con 1000 replicas.
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Tabla 49. Caracteristicas fenotipicas diferenciales entre los aislados del fenén G7 y las especies mas proximas seglin la secuenciacion del gen ARNr 16S. Datos extraidos de Buller (2004), Faury
et al. (2004), Le Roux et al. (2005) y Noguerola & Blanch (2008).

Acido de: Crecimiento en/a:
ADH ONPG Citrato Indol VP NOs Manitol Sorbitol Rhamnosa Sacarosa Melobiosa  Arabinosa Gelatinasa 6% 8% 35°C
NaCl NaCl
Fenon G7 + + - + - + + - - - + R I I N -
Vibrio crassostreae + - ND + ND + + - - = + - + d - V-
Vibrio gigantis + - - + - + + - - - + - + d - -
Vibrio pomeroyi + + - + \% + + - - A - - + + ks -
Vibrio splendidus \% \% \Y% A% - + + - - \% - - + v A% \%
Vibrio chagasii \% - + + ND + + ND - - - - ND + + -
Vibrio gallaecicus - ND - + - + + ND 3 \% ND ND + - - ND
Vibrio cyclitrophicus + - ND - ND - + - ND i A% - + + 4 A
Vibrio kanaloae + - - + F + + - - + o + + + + -
Vibrio lentus + + 4 + - + + - - - > - + + -
Vibrio tasmaniensis - - ND + + + + - - - - - - + N +
Vibrio aestuarianus + + + + - + + A\ A\ + - - + + AV4 +
Vibrio mediterranei \% A\ - + - + + + \% + V+ - - + \Y% V+
Listonella anguillarum + + + V+ + + + V+ - + - V+ + \Y% - +
Vibrio ordalii - - \% - V- V- - - F - - A% V+ - \%
Vibrio ichthyoenteri - - - = - + = - - + - - - + - -
Vibrio pacinii + - I V+ + - - + - - \V4 + d n
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- Fendén G29 (Vibrio sp.)

La caracterizacion de los aislados de este fenon no permitié asignarlos a ninguna de las
especies de Vibrio actualmente descritas, siendo posible que constituyan una especie nueva
dentro de este género.

Las colonias son de color grisiceo y producen un pigmento marrén-violaceo que
difunde por el medio al cabo de unos dias de crecimiento, pero no presentan swarming ni se
adhieren al agar. Las caracteristicas fenotipicas de los aislados se resumen en la Tabla 50. Las
cepas presentan perfiles similares, observandose diferencias Unicamente en los test de
produccion de acido a partir de arabinosa y lactosa. De acuerdo a las claves propuestas por
Noguerola & Blanch (2008), todas las cepas son identificadas como Vibrio nereis, sin embargo
esta especie muestra discrepancias con los aislados de este fendn en los test catalasa, ONPG,
hidrolisis de esculina y tween 80, utilizacidon de citrato, produccion de hemolisinas, y de acido a
partir de melobiosa. El sistema BIOLOG identifico la tinica cepa testada (a29) como Listonella
pelagia, sin embargo, también esta especie puede diferenciarse de las cepas del fenén G29 a
partir de distintas pruebas fenotipicas (Tabla 51).

Las especies mas cercanas de acuerdo a la secuenciacion del ADNr 16S y el programa
BLAST se muestran en el anexo VI-4. Un total de 15 especies de los géneros Vibrio, Listonella

y Allomonas (entre ellas V. nereis y L. pelagia) mostraron valores de similitud del 97%, pero

Tabla 50. Caracteristicas fenotipicas de los aislados del fenon G29.

Cepas Cepas
Test ald___ a28 _ a29 a5l Test ald a28 a29 asl
OF F F F F Acido de:
ADH + + + + Sacarosa + + + +
LDC - - - - Melobiosa + + + +
oDC - - - - Amigdalina + + + +
TCBS a a a a Arabinosa + - + -
ONPG + + + + Lactosa + - + +
Citrato - - - - Manosa + + +
H,S - - - - Salicina - -
Indol + + + + Crecimiento a:
VP - - - - 4°C - - - -
Rojo metilo + + + + 30°C + + + +
Gas glucosa - - - - 35°C + + + +
NO; + + + + 40°C + + + +
Amilasa + + + + 44°C - - - -
Lipasa + + + + Crecimiento en:
Gelatinasa + + + + 0% NaCl - - - -
Esculinasa + + + + 3% NaCl + + + +
Caseinasa - - - 6% NaCl + + + +
Ureasa - - - - 8% NaCl - - - -
Hemolisis - - - - 10% NaCl - - - -
Catalasa + + + + 12% NaCl - - - -
Acido de: Requerimiento agua de mar - - - -
Glucosa + + + + Luminiscencia - - - -
Manitol - - - - 0129 (10 pg) S S S S
Inositol - - - - 0129 (150 pg) S S S S
Sorbitol - - - - Novobiocina S S S S
Rhamnosa - - - - Ampicilina S S S S
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ninguna mostro valores iguales o superiores a los propuestos por Stackebrandt & Ebers (2006)

para ser considerados miembros de una misma especie, por lo que estos aislados podrian

constituir una especie nueva dentro del género Vibrio. El arbol filogenético construido con estas

secuencias agrupo las cepas del fenon G29 entre si pero las separd claramente de las demas

especies (Figura 40).

Por otro lado la secuencia parcial del gen ARNr 23S obtenida del aislado a29 mostro

valores de similitud muy bajos con cepas de algunas de las especies mas proximas, como V.
parahaemolyticus RIMD 2210633 (90,9%), V. campbellii CECT 523 (90,3%), V. harveyi
ATCC BAA-1116 (90,0%), L. pelagia CECT 4202 (89,0%) y V. agarivorans CECT 5085

(87,7%), lo que permite descartarlas. Para otras especies relacionadas no hay secuencias

publicadas.

X74708 Vibrio harveyi ATCC 14126
NR026128 Vibrio proteolyticus ATCC 15338
**IFMooos25 Vibrio natriegens CECT 7466
ML xrar22 Listonella pelagia ATCC 25916
95 | X74690 Vibrio alginolyticus ATCC 17749
x74720 Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802
56 | .| x74692 Vibrio campbellii ATCC 25920
45 FM204860 Fibrio rotiferianus CAIM 576
AJ310647 Vibrio agarivorans CECT 5085
DQ097524 Vibrio litoralis MANO 22P
FN432937 Vibrio sp. al4
100 | FN432038 Vibrio sp. a29
AJ514915 Vibrio fortis LMG 21562
xa9762 Vibrio diabolicus HE 800
NR025477 FVibrio brasiliensis LMG 20546
NR 026125 Fibrio nereis ATCC 25917
NR025491 Vibrio hepatarius LMG 20362
AJ440009 Vibrio gallicus LMG 21330
x76336 Vibrio furnissii ATCC 35016

28

a9 [— X76335 Vibrio fluvialis NCTC 11327
831 AJ550855 Allomonas enterica LMG 21754

4,7 NR025476 Vibrio neptunius LMG 20536

31 'AJ440004 Vibrio corallilyticus LMG 21349
—— X76333 Vibrio vulnificus ATCC 27562

= AY628646 Vibrio ordalii NCMB 2168
100 'aM235737  Listonella anguillarum NCMB 6

AY987754 Aeromonas hydrophila ATCC 49140

0.0

Figura 40. Arbol filogenético basado en las distancias genéticas de las secuencias del gen ARNr 16S de cepas del
fenon G29 y especies relacionadas. La secuencia de Aeromonas hydrophila fue incluida como outgroup. Los niimeros
en los nudos indican los niveles de bootstrap con 1000 replicas.
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Tabla 51. Caracteristicas fenotipicas diferenciales entre el fenén G29 y las especies mas proximas segun la secuenciacion del gen ARNr 16S. Datos extraidos de West et al. (1983), Raguenes et
al. (1997), Ben-Haim et al. (2003), Gomez-Gil et al. (2003), Buller (2004) y Noguerola & Blanch (2008).

B- Acido de: Crecimiento a/en: 0129
ADH LDC ODC ONPG VP Indol Citrato Esculinasa hemolisis Manitol Sacarosa  Melobiosa 2C  40°C 0% 8% (10 pg)
NaCl NaCl
Fenon G29 + - - + - + - + - - + + - + - - S
Vibrio fortis - - - + ND + ND ND ND + ND + + - - + R
Vibrio agarivorans - - - + ND - - d - + - + - - - - S
Vibrio A - + + - - V+ Vi - + + - - - + d d R
parahaemolyticus
Vibrio hepatarius ND - - - ND + ND ND ND + - - + - + + ND
Vibrio alginolyticus - 3 V+ - V+ + V+ V- 3 i V+ - d + - 4 R
Vibrio natriegens - - \% - - + + - + + \% d \% d R
Vibrio rotiferianus - + + d - + - ND ND d + + - + - - S
Vibrio campbellii - \% - - - + \% A% - \% - - - - - \Y% \Y
Vibrio furnissii + - - \% V- - + - \% + + - - \% \% + R
Vibrio fluvialis + - - + - V+ + \% \% + + - - \% \% V+ R
Vibrio diabolicus - A + - d + d - ND e + - - + - ND S
Vibrio gallicus - - - - ND ND - ND ND + - - - - - ND ND
Vibrio litoralis - ND ND - ND - + - ND + - ND + - + S
Listonella pelagia - - - + - \% \% A% ND i v - \% - - v \%
Allomonas enterica V+ - V+ ND - + + ND + + + ND - - - - ND
Vibrio harveyi - + + \% - + \% \% \% + \% - - \% - V+ \%
Vibrio nereis + - - - - V+ i - i - + - V- \% - d \Y
Vibrio proteolyticus + + - - V+ + + - + + \% - - + - + R
Vibrio ordalii - - - - - - \Y% \% + V- + - v - - - S
Lzstm.wlla n ) ) n o Vit o V- ND o i ) v ) v ) v
anguillarum
Vibrio corallilyticus \ ND + + - + V+ ND ND V+ + - ND ND - - S




Resultados

- Fendén G35 (Vibrio sp.)

La caracterizacion de las cepas de este fenon las situé dentro del grupo de especies
proximas a V. harveyi, pero no permitio una identificacion a nivel de especie.

Las colonias son de color grisaceo y no presentan swarming, pigmentos difusibles ni
adherencia al agar. Las caracteristicas fenotipicas de los aislados se resumen en la Tabla 52. Las
cepas no son fenotipicamente homogéneas, por lo que se establecieron dos tipos de perfiles
dentro del fenon. El tipo T6 incluye las cepas a6 y a85, es positivo para las pruebas ONPG,
produccion de acido a partir de manitol y sacarosa, y es negativo para la produccion de acido a
partir de salicina. El tipo T35 incluye las demas cepas y presenta resultados opuestos para los
test mencionados.

De acuerdo a las claves propuestas por Noguerola & Blanch (2008), las cepas
pertenecientes al tipo T35 fueron identificadas como V. rofiferianus, mientras que las del tipo
T6 lo fueron como V. harveyi o V. corallilyticus. Las principales discrepancias entre las cepas
del tipo T35 y V. rotiferianus fueron la produccion de acido a partir de sacarosa, melobiosa y
arabinosa, la sensibilidad al quimioterapico 0129, y la incapacidad (segiin Noguerola & Blanch
2008) de esta especie para crecer a 20°C. Por lo que respecta a las cepas del tipo T6, las
principales diferencias con V. corallilyticus se dieron con los test ureasa, produccion de acido a
partir de manitol, sacarosa, amigdalina e inositol, y la sensibilidad al agente vibrioestatico O129.

La especie con el perfil fenotipico mas proximo, tanto para las cepas del tipo T6 como
del T35, fue V. harveyi. Sin embargo, cuando se utilizaron los cebadores especificos para esta
especie disefiados por Pang et al. (2006), ninguna de las cepas del fenén produjo el fragmento
de amplificacion esperado (datos no mostrados).

El sistema BIOLOG se utilizo inicamente con las cepas a6 y a35, no obteniéndose una
identificacion aceptable para ninguna de ellas. Los perfiles de estas dos cepas fueron distintos
de los publicados para V. corallilyticus y V. rotiferianus por Ben-Haim et al. (2003) y Gémez-
Gil et al. (2003) y totalmente distintos entre si, lo que parece indicar que se trata de dos especies
diferentes.

El analisis filogenético basado en el gen ARNr 16S situo las cepas dentro del grupo de
especies proximas a V. harveyi, pero no reflejo heterogeneidad dentro del fenon, probablemente
debido a la poca longitud de las secuencias (700 pb aproximadamente). Las especies mas
cercanas de acuerdo al programa BLAST se muestran en el anexo VI-5. Los mayores valores de
similitud, superiores a los propuestos por Stackebrand & Ebers (2006), se dieron con V.
natriegens, V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, V. rotiferianus, L. pelagia, V. campbellii, V.
harveyi y V. proteolyticus (99,5-100% similitud), mostrando otras especies proximas valores

por debajo del 98,7%.
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Resultados

Tabla 52. Caracteristicas fenotipicas de los aislados del fenon G35.

Test Cepas
a6 a33 a35s a85 a92 al00 alOl a3ll
OF F F F F F F F F
ADH - - - - - - - -
LDC + + + + + + + +
oDC ¥ + + + ¥ ok ¥ 4k
TCBS a % v a v \ v a
ONPG + - - + - -
Citrato - - - - - - - -
H,S - - - - - - - -
Indol +* +* + + + + + +
VP - - - - - - - -
Rojo metilo + + + + + + + +
Gas glucosa - - - - - - - -
NO; + + + + + + + +
Amilasa + + + + + + + +
Lipasa + + + + + + + +
Gelatinasa + + + + + + + +
Esculinasa + + + + + + + +
Caseinasa + + + + + + + +
Ureasa +* +* +* +* +* 4 4k 4
Hemolisis - - - - - - - -
Catalasa + + + + + + +
Acido de:
Glucosa + + + + + + + +
Manitol + - - + - R _
Inositol - - - - - - -
Sorbitol - - - - - - - -
Rhamnosa - - - - - - - -
Sacarosa + - - + - - - +
Melobiosa - - - - - - - -
Amigdalina + + + +
Arabinosa - - - - - - - -
Lactosa - - - - - - - -
Manosa + + + + + + + +
Salicina - + + - + + + +
Celobiosa + + + + + + +
Crecimiento a:
4°C - - - - - - - -
30°C + + + + + + + +
35°C + + + + + + + +
40°C + + + + + + + +
44°C - - - - - - - -
Crecimiento en:
0% NaCl - - - - - - - -
3% NaCl + + + + + + + +
6% NaCl + + + + + + + +
8% NaCl *) *) *) *) ) *) ) *)
10% NaCl - - - - - - - -
12% NaCl - - - - - -
Requerimiento agua de mar - - - - - - - -
Luminiscencia - - - - - - - -
0129 (10 pg) R R R R R R R R
0129 (150 pg) S S S S S S S S
Novobiocina S S S S S S S S
Ampicilina R R R R R R R R

* El sistema API 20E mostr¢ el resultado opuesto.

El arbol filogenético construido con estas secuencias mostré las cepas del fenon
relacionadas con este grupo de especies, pero no las agrup6 con ninguna especie en concreto, al
menos con valores de bootstrap significativos (Figura 41). Por otra parte todas estas especies
cercanas muestran caracteristicas fenotipicas que permiten distinguirlas del fenon G35 (Tabla
53). Una caracterizacion en mayor profundidad serd necesaria para determinar la posicion

taxonOmica de estos aislados.
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FN432943 Vibrio sp. a33

X74692 Vibrio campbellii ATCC 25920
FM204860 Vibrio rotiferianus CAIM 576
FN432944 Vibrio sp. a35

FN432047 Vibrio sp. a85

96 | x74720 Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802
- X74722 Listonella pelagia ATCC 25916

o 74690 Vibrio alginolyticus ATCC 17749

2 \EM 999825 Vibrio natriegens CECT 7466

42

B

ra

48

x74706 Vibrio harveyi ATCC 14126
NR026128 Vibrio proteolyticus ATCC 15338
L AJ310847 FVibrio agarivorans CECT 5085
DQ097524 Vibrio litoralis MANO 22P
|:AB:)00393 Vibrio halioticoli 1AM 14599
83 EF509161 Vibrio breoganii LMG 23858
&5 — X76335 Vibrio fluvialis NCTC 11327
99 | AJ550855 Allomonas enterica LMG 21754
x76336 Vibrio furnissii ATCC 35016
NR025477 Vibrio brasiliensis LMG 20546
x90762 Vibrio diabolicus HE 800
AJ514914 Vibrio fortis LMG 21559
NR025491 Vibrio hepatarius LMG 20362

AJ440009 Vibrio gallicus LMG 21330
50 | AJa90152 Vibrio xuii LMG 21347

4,7 NR025476 Vibrio neptunius LMG 20536
93 1 AJ440004 Vibrio corallilbyticus LMG 21349
x16332 Vibrio vulnificus ATCC 27562
AJ437192 Vibrio ichthyoenteri LMG 19664
75

98 NR025992 Vibrio scophthalmi CECT 4638
AY987754 Aeromonas hydrophila ATCC 49140

53
] il

40

0.01

Figura 41. Arbol filogenético basado en secuencias del gen ARNr 16S de la cepas del fenén G35 y especies
relacionadas. La secuencia de Aeromonas hydrophila fue incluida como outgroup. Los numeros en los nudos indican
los niveles de bootstrap con 1000 replicas.
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Tabla 53. Caracteristicas fenotipicas diferenciales entre los dos tipos de perfiles del fenon G35 y las especies mas proximas segiin la secuenciacion del gen ARNr 16S. Datos extraidos de

Raguenes et al. (1997), Ben-Haim et al. (2003), Gomez-Gil et al. (2003), Buller (2004) y Noguerola & Blanch (2008).

. . Acido de: Crecimiento a/en: 0129
ADH Lbe obe ONPG VP ndol Citrato Esculinasa Ureasa Sacarosa  Melobiosa  Arabinosa Salicina Sw 40°C  10% NaCl (10 pg)

Fenén G35-T6 - + + + - + - + + + - - - - + - R
Vibrio rotiferianus - + + d - + - ND V+ + 4 + ND - + - S
Vibrio natriegens - - - A% - - 4 + A% + \% + + - \% - R
Vibrio campbellii - v - - - + A% A% - - - - \% - = - \%
Vibrio : - + + - - v+ v+ \Y% - - v+ d v + - R
parahaemolyticus

Vibrio alginolyticus - + V+ - V+ + V+ V- V- V+ - - A% V+ + + R
Listonella pelagia - - - + - A% \Y% \Y% \Y \Y - - - - - _ \%
Vibrio proteolyticus 4 + - - V+ + 4 - \Y \% - - + + + R
Vibrio harveyi - + + A% - + v A% \Y% \% - - V+ V- \% V- \Y
Vibrio diabolicus - + + - d + d - - + _ _ _ + + ND S
Vibrio agarivorans - - - + ND - - d - - + - - ND - - S
Vibrio halioticoli - - - + - + - v A% - - \% - - - \%
Vibrio fortis - - - + ND + ND ND - ND + ND ND ND - - R
Vibrio hepatarius ND - - ND + ND ND - - - - ND ND - - ND
Vibrio corallilyticus \'% ND + + - + V+ ND - + - ND ND ND ND - S

Acido de: Crecimi‘ento
ADH LDC OoDC VP Indol Citrato Esculinasa Ureasa Sw a/en.l 7 ?01 29
Manitol Sacarosa  Melobiosa  Arabinosa Salicina 40°C NaCol (10 ng)

Fenon G35-T35 - + + - + - + + - - - - + - + - R
Vibrio rotiferianus - + + - + - ND V+ d 4 4 4 ND - + - S
Vibrio natriegens - - - - - 4 + A% 4 4 v 4 + - \% - R
Vibrio campbellii - v - - + A% \% = \Y - - - AV _ - - \%
Vibrio : - + + - v+ v+ - % + ; - v+ d % + - R
parahaemolyticus

Vibrio alginolyticus - + V+ V+ + V+ V- V- + V+ - - \% V+ + + R
Listonella pelagia - - - - \% A% \% v 4 v - - - - - - \%
Vibrio proteolyticus 4 + - V+ + 4 - v 4 v - - - 4 + + R
Vibrio harveyi - + + - + \Y% \% A% + \Y% - - V+ V- v V- \Y4
Vibrio diabolicus - + + d + d - - 4 4 - - = + + ND S
Vibrio agarivorans - - - ND - - d - 4 - + - > ND > - S
Vibrio halioticoli - - - - + - \% + - - - AV _ - \%
Vibrio fortis - ND + ND ND - 4 ND A ND ND ND - - R
Vibrio hepatarius ND - - ND + ND ND - i - - - ND ND - - ND
Vibrio corallilyticus \ ND + ND + V+ ND - V+ + - ND ND ND ND - S




Resultados

- Fendén G91 (Vibrio harveyi)

La caracterizacion fenotipica y genotipica de los aislados de este fenon permitié su
identificacién como Vibrio harveyi.

Las colonias son de color marrén claro-crema (Figura 42), no producen pigmentos
difusibles ni se adhieren al agar, pero presentan swarming. Al cabo de unos dias de crecimiento
presentan un aspecto “arrugado”. Las caracteristicas fenotipicas de los aislados se resumen en la
Tabla 54. Los perfiles obtenidos a partir de test convencionales y del sistema miniaturizado API
20E (Figura 43) fueron muy similares entre las distintas cepas, pero una serie de test,
principalmente ONPG, citrato, ureasa y produccion de acido a partir de sacarosa y arabinosa,
mostraron resultados variables. Por otra parte, las galerias API 20E dieron mimerosos falsos
negativos para los test ODC, citrato, indol y ureasa.

De acuerdo a las claves propuestas por Noguerola & Blanch (2008), la totalidad de las
cepas fueron identificadas como V. harveyi, a excepcion de la a87, identificada como V.
alginolyticus. Los perfiles fenotipicos de los aislados concuerdan con los descritos para V.
harveyi, V. carchariae y V. trachuri por Alsina & Blanch (1994), Zorrilla et al. (2003), Buller
(2004), Noguerola & Blanch (2008) y Rico et al. (2008). Aunque todas las cepas comparten
algunas caracteristicas infrecuentes en V. harveyi como la produccion de acido a partir de
sorbitol o la presencia de swarming, estas se dan en las descripciones de algunas cepas y
fenotipos de la especie.

El sistema BIOLOG se utilizé con todas las cepas excepto la a456, obteniéndose una
variedad de perfiles (Anexo IV). En la mayor parte de los casos, el sistema no pudo dar
identificaciones aceptables, al menos a nivel de especie. El aislado al06 fue identificado como

V. carchariae (V. harveyi), mientras que los a30, al02 y a417 fueron identificados como V.

Figura 42. Morfologia de la colonia y de las células de la cepa a91. La morfologia celular se observo al microscopio
optico (1000x) con tincién azul de metileno.
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Figura 43. Resultados de los sistemas miniaturizados API 20E, API 20NE y API ZYM con el aislado a91. Los
perfiles obtenidos con la galeria API 20NE para las cepas a82, a91 y a417 fueron idénticos y similares a los descritos
para V. harveyi, V. alginolyticus y V. diabolicus por Buller (2004), excepto para el test esculina en el caso de V.
alginolyticus y para los test esculina y asimilacion de manitol y acido caprico en el caso de V. diabolicus. El perfil
API ZYM de la cepa a91 fue similar al descrito para V. harveyi por Buller (2004), salvo para los test lipasa C14 y
tripsina.

alginolyticus. Las demas cepas no fueron asignadas a ninguna especie, considerandolas el
programa posibles V. alginolyticus, o con menor probabilidad V. carchariae. Las cepas de
referencia V. harveyi CECT 525 y CECT 5156, V. alginolyticus CECT 436 y CECT 521,y V.
parahaemolyticus CECT 511 fueron incluidas como controles positivos. Todas ellas fueron
correctamente identificadas, con la excepcion de V. harveyi CECT 5156, que fue identificada
como V. alginolyticus.

Las especies mas cercanas, de acuerdo a la secuenciacion del ADNr 16S y el programa
BLAST, se muestran en el anexo VI-8. Se registraron valores de similitud superiores a los
propuestos por Stackebrand & Ebers (2006) con las especies V. campbellii, V. rotiferianus, V.
alginolyticus, V. parahaemolyticus y L. pelagia, pero los valores mas altos se obtuvieron con
cepas de V. harveyi (99,5-99,9%). El arbol filogenético construido a partir de los resultados
obtenidos con la cepa a91 muestra a esta formando parte del clado de V. harveyi (Figura 44).
Las secuencias de los demaés aislados, obtenidas con los cebadores descritos por Labella et al.
(2006), son mas cortas y no fueron incluidas en el arbol filogenético.

El analisis filogenético basado en el gen ARNr 23S confirmé los resultados del ADNr
16S pero mostré una mayor capacidad de discriminacidon que este. Las especies mas proximas
(anexo VI-9) fueron V. harveyi y V. campbellii (99% identidad), seguidos de lejos por V.
alginolyticus, A. fischeri, V. mediterranei, V. parahaemolyticus y L. pelagia (90-93% identidad).
Para V. rotiferianus no hay secuencias publicadas. El arbol filogenético derivado de estas
secuencias agrup6 las cepas del fendén G91 con las de V. harveyi y V. campbellii, pero las separd
claramente de otras especies relacionadas (Figura 45).

La identificacion de los aislados como V. harveyi se confirmé mediante PCR con los

cebadores especificos toxRF1-toxRR1, dirigidos contra el gen toxR (Pang et al. 2006). Como
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g0 |AY750576 Vibrio harveyi LMG 4404

x74693 Vibrio carchariae (V. harveyi) ATCC 35084

AJ312382 Vibrio trachuri (V. harveyi) LMG 19643

FM162398 Vibrie harveyi a9l
x74706 Vibrio harveyi ATCC 14126
)(?4692 Vibrio campbellii ATCC 25920
AJ31618? Vibrio rotiferianus LMG 21460
sz [ X74714 Vibrio natriegens ATCC 14048
X74722 Listonella pelagia ATCC 25916

1 FM204870 Vibrio alginolyticus CECT 609

| x74690 Vibrio alginolyticus ATCC 17749
39 lv BA000031 Vibrio parahaemolyticus RIMD 2210633
51l x74720 Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802

x56579 Vibrio proteolyticus ATCC 15338
x00762 Vibrio diabolicus HE800
AJ514915 Vibrio fortis LMG 21562

AY254041 Vibrio hispanicus LMG 13211
NR025476 Vibrio neptunius LMG 20536
NR025491 Vibrio hepatarius LMG 20362
L AJa0000 Vibrio gallicus LMG 21330
23 NR026126 Vibrio nigripulchritudo ATCC 27043

= [NR0254?7 Vibrio brasiliensis LMG 20546

55 DQ451211 Vibrio sinaloensis CAIM 797

AB000393 Vibrio halioticoli |AM 14599
x74702 Aliivibrio fischeri ATCC 7744
Av987754 Aeromonas hydrophila ATCC 49140

94

64

a0

0.m

Figura 44. Arbol filogenético basado en las distancias genéticas de las secuencias del gen ARNr 16S de la cepa a91 y
especies relacionadas. La secuencia de Aeromonas hydrophila fue incluida como outgroup. Los niimeros en los nudos
indican los niveles de bootstrap con 1000 replicas.

controles positivos y negativos se incluyeron cepas de referencia de V. harveyi, V. campbellii, V.
alginolyticus y V. parahaemolyticus. Todas las cepas del fenon G91 produjeron el producto de
amplificacion esperado, similar al de las cepas de referencia de V. harveyi (Figura 46). Ninguno
de los controles negativos produjo amplificado alguno. Por otro lado, la diferenciacion entre los
aislados del fenon G91 y las especies mas cercanas de acuerdo a la secuenciacion de los genes

ribosomicos puede hacerse a partir de varios test fenotipicos, que se resumen en la Tabla 55.
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FM956006 Vibrio harveyi a82
g4 |[FM956004 Vibrio harveyi a26
FM956005 Vibrio harveyi a30
87 | [FM956008 Vibrio harveyi al06
FM956003 Vibrio harveyi a2
FM956007 Vibrio harveyi a91
L cP0o00790 Fibrio harveyi ATCC BAA-1116

o FN551184  Vibrio campbellii CECT 523

.| F1956009 Vibrio harveyi a417

a7 FM956010 Vibrio harveyi a421
AY601670 Vibrio alginolyticus PD2
2| b—————— Dase36sy Vibrio alginolyticus ATCC 19108
g1 AJ310849 Vibrio agarivorans CECT 5085
L L AJ294422 Vibrio mediterranei CECT 621
a1 |———— cPooo021 Aliivibrio fischeri ES114
" 15 —— AJ294421 FVibrio lentus CECT 5110

= AR94425 Vibrio splendidus CECT 4204
ﬂgﬂﬂ Listonella pelagia CECT 4202

sg — DQ863676 Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802
E BA000031 Fibrio parahaemolyticus RIMD 2210633

58 AJ294423 Vibrio navarrensis CIP 103381
ﬂm Vibrio vulnificus ATCC 27562

Y18520 Photobacterium damselae subsp. damselae ATCC 33539

Y00432 Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145

0.0z

Figura 45. Arbol filogenético basado en las distancias genéticas de las secuencias del gen ARNr 23S de cepas del
fenon G91 y especies relacionadas. La secuencia de Pseudomonas aeruginosa fue incluida como outgroup. Los
numeros en los nudos indican los niveles de bootstrap con 1000 replicas.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

400 pb

Figura 46. Amplificacion por PCR utilizando los cebadores especificos para V. harveyi toxRF1 y toxRR1, descritos
por Pang et al. (2006), y cepas del fenon G91. M, marcador de peso molecular 100 pb; lineas 1 y 2, cepas de V.
harveyi CECT 5257 y CECT 5156 respectivamente, utilizadas como controles positivos; lineas 3-14, cepas a9, a20,
a26, a30, a82, a87, a91, al02, al06, a417, a421 y a456, respectivamente; lineas 15-18, V. alginolyticus CECT 5217 y
CECT 436, V. campbellii CECT 523" y V. parahaemolyticus CECT 511" respectivamente, utilizados como controles
negativos; linea 19, control negativo; el producto de amplificacion esperado es de 382 pb.
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Tabla 54. Caracteristicas fenotipicas de los aislados del fendn G91. Las caracteristicas de V. harveyi se han extraido de Zorrilla et al. (2003), Buller (2004), Noguerola & Blanch (2008) y Rico et
al. (2008), incluyendo también los datos referidos a V. carchariae y V. trachuri. * El sistema API mostro el resultado opuesto.

Cepas

Test a8 a9 al0 a20 a26  a30  a82  a87 a9l al02  al06  adl7  ad2l 426 ad28  ads6 adsy | ibrioharveyi
OF F F F F F F F F F F F F F F F F F F
ADH - - - - - - - - - - - - - - - - - -
LDC + + + + + + + + + + + + + + + + + +
oDC +* +* + +* +* +* + - +* +* +* +* +* +* +* +* +* V+
TCBS a a a a v v v v a a v a a a a a a alv
ONPG - - - - - - - - - - - + + + + - + \Y%
Citrato - - - +*¥ - +* - +% +%* - - - - ¥ - - - AV
st - - - - - - - - - - - - - - - - -
Indol +* +* + + + + + + +* +* + + + + + + + +
VP - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Rojo metilo + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Gas glucosa - - - - - - - - - - - - - - - - _ _
NO; + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Amilasa + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Lipasa + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Gelatinasa + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Esculinasa + + + + + + + + + + + + + + + + + A%
Caseinasa + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Ureasa +* +* +* +* - - - - - e +3* ¥ e S 4 _ ok \%
Hemolisis o o [V o o [V o o o o o o o o o a a \%
Catalasa + + + + + + + + + + + + + +
Acido de:
Glucosa + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Manitol + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Inositol - - - - - - - - - - - - - - - - - -
Sorbitol + + + + + + + + + + + + + + + + + \%
Rhamnosa - - - - - - - - - - - - - - - - _ -
Sacarosa + + + + - - - - + + - + + + + + + A%
Melobiosa - - - - - - - - - - - - - - - - - _
Amigdalina + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Arabinosa - - - - - - - - - - - + + + + - + _
Lactosa - - - - - - - - - - - - - - - - - \Y4
Manosa + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Salicina - - - - - - - - - - - - - - - - - \Y4
Celobiosa + + + + + + + + + + + + + ND
Crecimiento a:
4°C - - - - - - - - - - - - - - - - - -
30-35°C + + + + + + + + + + + + + + + + + +
40°C + + + + + + + + + + + + + + + + + A%

44°C - - - - - - - - - - - - - - - - - ND




Tabla 54. Continuacion.

Test Cepas Vibrio harveyi
a8 a9 all a20 a26 a30 a82 a87 a9l al02 al06 a4l7 a421 a426 a428  a456  a459
Crecimiento en:
0% NaCl - - - - - - - - - - - - - - - - - -
3-8% NaCl + + + + + + + + + + + + + + + + + +
10% NaCl - - - - - - - - - - - - - - - - - -
12% NaCl - - - - - - - - - - - - - - - - - ND
Requerimiento agua de mar - - - - - - - - - - - - - - - - - ND
Luminiscencia - - - - - - - - - - - - - - - - - \%
0129 (10 pg) R R R R R R R R R R R R R R R R R \%
0129 (150 pg) R R R R R R R R R R R R R R R R R \%
Novobiocina S S S S S S S S S S S S S S S S S ND
Ampicilina R R R R R R R R R R R R R R R R R \

Tabla 55. Caracteristicas fenotipicas diferenciales entre los aislados del fenon G91 y las especies mas proximas segun la secuenciacion de los genes ARNr 16S y 23S. Datos extraidos de
Raguenes et al. (1997), Gomez-Gil et al. (2003), Zorrilla et al. (2003), Buller (2004), Noguerola & Blanch (2008) y Rico ef al. (2008).

Test Fenon G91 Vibrio harveyi Vibrio campbellii Vibrio rotiferianus a lg;l:l}; toicus para hZIeZZy ficus Vibrio natriegens dizll/;l)l:)’l’;'gus Listonella pelagia
LDC + + \% + + + = + B
ODC V+ V+ = + V+ + - + _
Indol + + + + + + - + v
VP - - - - V+ - - d -
Rojo metilo + + \Y% ND + + - ND ND
Esculinasa + \% A% ND V- - + - \%
B-hemolisis - v - ND + + - ND ND
Acido de:

Sorbitol + \% - - - - V- - -

Rhamnosa - - - - - - + ND -

Melobiosa - - 4 - - \% - -

Salicina - \% \% ND \% d 4 - -
Crecimiento en:

8% NaCl + + \% - + d d ND \Y%

10% NaCl - - - 4 - ND -
Crecimiento a:

20°C + + + - + + + + +

40°C + \ - + + + d + -

44°C - ND - - ND - ND 4 -
0129 (150 pg) R v S S VS S S S v
Ampicilina R \ R VR R R S ND \




Resultados

- Fendén G107 (Vibrio spp.)

La caracterizacion de los aislados de este fendn los situd dentro del grupo de especies
proximas a Vibrio splendidus, pero no permitio su identificacion a nivel de especie.

Las colonias son de color grisaceo o blancuzco, y no presentan swarming ni adherencia
al agar. Dos de las cepas (a207 y a394) producen sin embargo un pigmento marrén que difunde
por el medio. En la Tabla 56 se resumen las caracteristicas fenotipicas de los aislados. Las cepas
mostraron perfiles idénticos, registrandose resultados variables tnicamente con el test ONPG.
Las claves propuestas por Noguerola & Blanch (2008) identifican los aislados ONPG positivos
(a58 y a207) como V. pomeroyi o Vibrio splendidus, mientras que los ONPG negativos (al05,
al07 y a394) son identificados como V. kanaloae.

El sistema BIOLOG se utilizd unicamente con la cepa al07. El sistema no pudo
proporcionar una identificacion aceptable, aunque dio como especies probables a Listonella
pelagia y a V. splendidus. Este resultado probablemente se explica por el hecho de que especies
proximas a V. splendidus como V. lentus, V. kanaloae, V. cyclitrophicus, V. tasmaniensis o V.
pomeroyi no se incluyen en la base de datos de BIOLOG.

Las especies mas cercanas a la cepa tipo del fenén, de acuerdo la secuenciacion del
ADNr 16S y el programa BLAST, se muestran en el anexo VI-10. Los mayores porcentajes de

similitud se registraron con V. lentus, V. kanaloae y V. tasmaniensis (99,8-99,9%), no obstante

Tabla 56. Caracteristicas fenotipicas de los aislados del fenon G107.

Cepas Cepas
Test 58 al05  al07  a207  a394 Test as8 _ al05  al07 207 _ a394
OF F F F F F Acido de:
ADH + +* +* + + Sacarosa + + + + +
LDC - - - - - Melobiosa - - - - -
oDC - - - - - Amigdalina + + + + +
TCBS a a a a a Arabinosa - - - - -
ONPG + - + - Lactosa - - - - -
Citrato - - - - - Manosa + + + + +
H.S - - - - - Salicina - - - - -
Indol + + + + + Crecimiento a:
VP - - - - - 4°C + + + + +
Rojo metilo + + + + + 35°C - - - - -
Gas glucosa - - - - - 40°C - - - - -
NO; + + + + + 44°C - - - - -
Amilasa + + + + + Crecimiento en:
Lipasa + + + + + 0% NaCl - - - - -
Gelatinasa + + + + + 3% NaCl + + + + +
Esculinasa + + + + + 6% NaCl + + + + +
Ureasa - - - - - 8% NaCl - - - - -
Hemolisis o o o o o 10% NaCl - - - - -
Catalasa + + + + + 12% NaCl - - - - -
Acido de: Requerimiento ) ) ) ) )
agua de mar

Glucosa + + + + + Luminiscencia

Manitol + + + + + 0129 (10 pg) S S S S R

Inositol - - - - - 0129 (150 pg) S S S S S

Sorbitol - - - - - Novobiocina S S S S S

Rhamnosa - - - - - Ampicilina S S S S S

* El sistema API 20E mostr¢ el resultado opuesto
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otras especies como V. cyclitrophicus, V. gallaecicus, V. gigantis y V. pomeroyi obtuvieron
también valores superiores a los propuestos por Stackebrand & Ebers (2006). V. splendidus
mostrd valores de solo el 98,4-98,5%. El arbol filogenético construido a partir de estas
secuencias agrup6 la cepa al07 con Vibrio lentus, Vibrio kanaloae, Vibrio cyclitrophicus y
Vibrio tasmaniensis, separandolas claramente de las demas (Figura 47).

Las caracteristicas fenotipicas diferenciales entre los aislados del fendn y las especies
mas cercanas de acuerdo a la secuenciacion del ADNr 16S se resumen en la Tabla 57. Los
resultados obtenidos en el ensayo de PCR con los cebadores VSPN-F y VSPN-R, especificos

para V. splendidus (Lee et al. 2002), variaron segiin la cepa (datos no mostrados). Unicamente

43| AM162659 Vibrio lentus CIP 107166
23| 1 FN432060 Vibrio sp. al07
AM162657 Vibrio kanaloae LMG 20539
DQ481607 Vibrio cyclitrophicus LMG 23439
AJ514912 Vibrio tasmaniensis LMG 21574
Xr4724 Vibrio splendidus ATCC 33125
@94888 Vibrio gigantis CAIM 25
83 EU541605 Vibrio gallaecicus CECT 7244

EF094887 Vibrio crassostreae CAIM 1405
47 L NR025547 Vibrio pomeroyi CAIM 578
AJ490157 Vibrio chagasii LMG 13237
o 39 L AB038030 Vibrio splendidus (biovar I1) ATCC 33789
x74710 Vibrio mediterranei CIP 103203
L wNRo2e3st Vibrio tapetis CECT 4600
Y13830 Vibrio pectenicida Ifremer A365
xr47127 Vibrio vulnificus ATCC 29307
x74689 Vibrio aestuarianus ATCC 35048
NR025479 FVibrio pacinii LMG 19999
AJ437192  Vibrio ichthyoenteri LMG 19664

AJ514915 Vibrio fortis LMG 21562
100 (AM235737 Listonella anguillarum NCMB 6
\Av628646 Vibrio ordalii NCMB 2168
AJ310647 Vibrio agarivorans CECT 5085
AY254041 Vibrio hispanicus LMG 13211
EU185828 Aliivibrio fischeri ATCC 33715
499‘_LEU185825 Aliivibrio wodanis ATCC 15382
93 L x74708 Aliivibrio logei ATCC 15832

AY987754 Aeromonas hydrophila ATCC 49140

46

b2

27 |23

93

3B

24

—_—
0.01

Figura 47. Arbol filogenético basado en las distancias genéticas de las secuencias del gen ARNr 168 de la cepa al07
y especies relacionadas. La secuencia de Aeromonas hydrophila fue incluida como outgroup. Los nimeros en los
nudos indican los niveles de bootstrap con 1000 replicas.
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Tabla 57. Caracteristicas fenotipicas diferenciales entre los aislados del fenén G107 y las especies mas proximas segun la secuenciacion del gen ARNr 16S. Datos extraidos de Faury ef al.
(2004), Buller (2004), Le Roux et al. (2005) y Noguerola & Blanch (2008).

Acido de: Crecimiento en/a:
ADH LDC Citrato Indol VP NO; Manitol Sorbitol Rhamnosa Sacarosa Melobiosa Arabinosa Gelatinasa 6% 8% 35°C
NaCl NaCl
Fenon G107 + - - + - + + - - + - - + + - -
Vibrio lentus + - + + - + + - - - - R + + R _
Vibrio kanaloae + - - + A + + - - + - + + + + -
Vibrio cyclitrophicus + - ND - ND - + - ND + \% - + + “F A
Vibrio tasmaniensis - - ND + 4 + + - - - - - - + - +
Vibrio gigantis + - - + - + + - - - + - + d -
Vibrio gallaecicus - - - + - + + ND 4 \% ND ND + - - ND
Vibrio crassostreae + - ND + ND + + - - + A - + d - V-
Vibrio splendidus v - v v - + + - - A% - - + \% A% A%
Vibrio pomeroyi + - - + v + + - - + - - + + A -
Vibrio chagasii \% - 3 + ND + + ND - - - ND + “F -
Vibrio tapetis - - - + - + = - - > - - + - - -
Aliivibrio fischeri - + \% - - + V- - - Vv - - - + - \Y4
Vibrio aestuarianus + A% A - + + A% \% + - - + + +
Aliivibrio wodanis - - ND V+ - ND \% - - + - - + \Y - -
Aliivibrio logei - 4 - - - + V+ - - V- - - - - - -
Listonella anguillarum + 3 V+ 4 + + V+ - + - V+ + \Y - 4
Vibrio ordalii - - \% - - V- V- - - + - - \% V+ - \%
Vibrio vulnificus - A4 A \% - + v - V- V- - - + V+ - +
Vibrio mediterranei A A\ - + - + + + \Y4 + V+ - = + Vv V+
Vibrio pectenicida - - \ - - + = - + - - - + + - V-




Resultados

el aislado a207 parece dar las dos bandas especificas de esta especie. Las cepas restantes
presentan una unica banda, pero de diferentes tamanos, siendo, por ejemplo, la de la cepa al07
distinta a la de los aislados a58 y a394. La cepa a207 podria por tanto tratarse de V. splendidus,
mientras que basandose en la secuenciacion del ADNr 16S y en la caracterizacion fenotipica la
cepa al07 probablemente se trata de V. lentus o V. kanaloae, resultados no muy alejados de los
propuestos mediante las claves de Noguerola & Blanch (2008). Los demas aislados podrian
corresponder a estas u otras especies relacionadas.

En resumen, los aislados del fenon G107 podrian pertenecer a distintas especies dentro
del grupo de V. splendidus, siendo necesaria la realizacion de un mayor numero de pruebas para

obtener su identificacion a nivel de especie.

- Fendén G148 (Vibrio sp.)

La caracterizacion de las cepas de este fenon indica que se trata de bacterias del grupo
de especies proximas a V. harveyi, fenotipicamente similares a Vibrio alginolyticus.

Las colonias son de color blanquecino, cremosas. No producen pigmentos difusibles ni
se adhieren al agar pero todas ellas presentan swarming, extendiéndose por las placas de cultivo

con rapidez. Las caracteristicas fenotipicas de los aislados se resumen en la Tabla 58. Las cepas

Tabla 58. Caracteristicas fenotipicas de los aislados del fenon G148.

Cepas Cepas
Test al34_ al42  ald3  ald3  al49 Test al34 _ al42 _ al43 _ ald8  al49
OF F F F F F Acido de:
ADH - - - - - Melobiosa - - - - -
LDC + + + + + Amigdalina - - - - -
OoDC +* +* +* +* +* Arabinosa + + + + +
TCBS a a a a a Lactosa - - - - -
ONPG - - - - Manosa + + + + +
Citrato + + - + + Salicina - - - - -
H,S - - - - - Celobiosa + + +
Indol + + + + + Crecimiento a:
VP + + - - + 4°C - - - - -
Rojo metilo + + + + + 30°C + + + + +
Gas glucosa - - - - - 35°C + + + + +
NO; + + + + + 40°C + + + + +
Amilasa + + + + + 44°C + + + + +
Lipasa + + + + + Crecimiento en:
Gelatinasa + + + + + 0% NaCl - - - - -
Esculinasa + + + + + 3% NaCl + + + + +
Caseinasa + + + + + 6% NaCl + + + + +
Ureasa - - - - - 8% NaCl + + + + +
Hemolisis o o o o o 10% NaCl + + + + +
Catalasa + + + + + 12% NaCl - - - - -
Acido de: Requerimiento ) ) ) ) )
agua de mar

Glucosa + + + + + Luminiscencia - - - - -

Manitol + + + + + 0129 (10 pg) R R R R R

Inositol - - - - - 0129 (150 pg) R R S R R

Sorbitol - - - - - Novobiocina S S S S S

Rhamnosa - - - - - Ampicilina R R R R R

Sacarosa + + + + +

* El sistema API 20E mostr¢ el resultado opuesto.
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Resultados

mostraron perfiles fenotipicos muy similares, observandose diferencias inicamente en los test
de utilizacion de citrato, Voges-Proskauer y en la sensibilidad al agente vibrioestatico O129.

De acuerdo a las claves propuestas por Noguerola & Blanch (2008), las cepas al34,
al42 y al49 fueron identificadas como V. alginolyticus, mientras que las cepas al43 y al48 lo
fueron como V. parahaemolyticus o V. harveyi. Esta tltima especie pudo ser descartada tras la
utilizacion de los cebadores especificos descritos por Pang et al. (2006), ya que ninguno de los
aislados produjo el fragmento de amplificacion esperado (datos no mostrados). El sistema
BIOLOG se utilizo unicamente con la cepa al48, que fue identificada como V. alginolyticus.

Las especies mas cercanas de acuerdo a la secuenciacion del ADNr 16S y el programa
BLAST se muestran en el anexo VI-11. Los valores de similitud mas altos, superiores a los
propuestos por Stackebrand & Ebers (2006), se obtuvieron con cepas de las especies V.
natriegens, V. diabolicus, V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, V. rotiferianus, L. pelagia'y V.
campbellii (98,7-99,1% similitud). Sin embargo, el arbol filogenético construido a partir de
estas secuencias agrupo las cepas del fenon G148 en un clado claramente diferenciado de estas
especies mas proximas (Figura 48).

Las caracteristicas diferenciales entre las cepas del fenon G148 y las especies mas

estrechamente relacionadas se resumen en la Tabla 59. Basandose en criterios fenotipicos, la

x74706 Vibrio harvevi ATCC 14126
FM999825 Vibrio natriegens CECT 7466
NR026128 Vibrio proteolyvticus ATCC 15338
a8 |1x74690 Vibrio alginolyticus ATCC 17749T
x74720 Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802
2| %74692 Vibrio campbellii ATCC 25920
47l FM204860 Vibrio rotiferianus CAIM 576
x7a722 Listonella pelagia ATCC 25916
x74727 Vibrio vulnificus ATCC 29307
FN432970 Vibrio sp. al43

~5| — FN432969 Vibrio sp. al42

eq| FN432971 Vibrio sp. al48

58l FN432972 Vibrio sp. ald9
X76335 Vibrio fluvialis NCTC 11327
X76336 Vibrio furnissii ATCC 35016
x99762 Fibrio diabolicus HE 800
NR025477 Vibrio brasiliensis LMG 20546
AJ514914 Vibrio fortis LMG 21559
Adaaooos Vibrio gallicus LMG 2133
%6 | NR025491 Vibrio hepatarius LMG 20362
Ava87754  Aeromonas hydrophila ATCC 49140

a0
38

36

L)l

—
0.01

Figura 48. Arbol filogenético basado en las distancias genéticas de las secuencias del gen ARNr 16S de las cepas del

fenon G148 y especies relacionadas. La secuencia de Aeromonas hydrophila fue incluida como outgroup. Los
numeros en los nudos indican los niveles de bootstrap con 1000 replicas.
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Tabla 59. Caracteristicas fenotipicas diferenciales entre los aislados del fenon G148 y las especies mas proximas segln la secuenciacion del gen ARNr 16S. Datos extraidos de Raguenes et al.

(1997), Gomez-Gil et al. (2003), Buller (2004) y Noguerola & Blanch (2008).

(o Crecimiento
Acido de: a/en: 0129
ADH LDC oDC Citrato Indol Gelatinasa Esculinasa Sw '1 7 (10 ug)
Amigdalina Sacarosa ~ Melobiosa  Arabinosa Salicina 44°C NaCol HE

Fendén G148 - + + V+ + + + - + - + - + + + R
Vibrio natriegens - - - + - + + ND + \% + + - ND - R
Vibrio diabolicus - + + d + + - 4 + - - - + + ND S
Vibrio alginolyticus - + V+ V+ + + V- \% V+ - - \% V+ ND + R
Vibrio , - + + v+ v+ + - ND - . v+ d \% - - R
parahaemolyticus

Vibrio rotiferianus - + + - + + ND ND + + + ND - - - S
Listonella pelagia - - - \% \% \% \% ND \% - - - - - - \%
Vibrio campbellii - \% - v + + \% ND - - - \% - - - \%
Vibrio harveyi - + + \% + + \% + \% - - V+ V- ND V- \%
Vibrio fortis - - - ND + + ND ND ND + ND ND ND - - R
Vibrio proteolyticus 4 + - + + A% - ND \% - - - + ND + R
Vibrio hepatarius ND - - ND + ND ND ND - - - ND ND - - ND
Vibrio fluvialis + - + V+ + \% ND + - + V+ - ND V+ R
Vibrio gallicus - - - - ND - ND ND - - ND ND ND - ND ND
Vibrio furnissii + - - + V- + - ND + - + - - ND \% R
Vibrio vulnificus - + \% V+ \% + - ND V- - - \% - ND - VS
Vibrio brasiliensis A4 - - + + + ND ND + - - ND ND - - S
Vibrio litoralis - ND ND + - - - ND - ND + ND ND ND + S
Vibrio neptunius + - - + + + ND ND + - - ND - - - S
Vibrio corallilyticus v ND + V+ + + ND ND + - ND ND ND ND - S
Vibrio halioticoli - - - - + - \Y ND - - - \Y - - - \Y




Resultados

especie mas proxima es V. alginolyticus, que se diferencia Unicamente en la hidrolisis de
esculina, generalmente negativa en esta especie, y en la produccion de acido a partir de
arabinosa. Otras especies relacionadas presentan un mayor nimero de discrepancias, mostrando
en muchos casos perfiles fenotipicos claramente distinguibles de los del fenon G148.

Una caracterizacion mas exhaustiva serd necesaria para determinar si estas cepas

pueden o no asignarse a V. alginolyticus.

- Fendén G241 (Vibrio sp.)

Al igual que en el caso de las cepas del fenon anterior, se trata de bacterias del grupo de
V. harveyi, probablemente V. alginolyticus.

Las colonias son similares a las del fenén G148. De color blanquecino, cremosas, no
producen pigmentos difusibles ni presentan adherencia al agar, pero si swarming. Las
caracteristicas fenotipicas de los aislados se resumen en la Tabla 60. Las cepas no son
totalmente homogéneas, presentando diferencias en los test ODC, utilizacion de citrato,
produccion de acido a partir de manosa, y en la produccion de hemolisinas. A su vez, se dieron
algunas discrepancias entre los test convencionales y los del API 20E, principalmente en la
prueba del indol, falsamente negativa en la mayor parte de los casos con el sistema API.

De acuerdo a las claves fenotipicas propuestas por Noguerola & Blanch (2008), todas
las cepas fueron identificadas como V. alginolyticus. Las tnicas discrepancias con esta especie
se dan con el test de hidrolisis de la esculina, generalmente negativo en V.alginolyticus, y en la
sensibilidad al agente vibrioestatico 0129 (150 pg), generalmente positiva. El sistema BIOLOG,
utilizado Gnicamente con la cepa a241, dio un resultado similar, identificando esta cepa como V.
alginolyticus.

Las especies mas cercanas, de acuerdo a la secuenciacion del ADNr 16S y el programa
BLAST, se muestran en el anexo VI-14. Las secuencias obtenidas muestran valores de similitud
superiores a los propuestos por Stackebrand & Ebers (2006) con las especies V. natriegens
(99,9%), V. alginolyticus (99,6%), L. pelagia (99,6%), V. parahaemolyticus (99,5%), V.
rotiferianus (99,4%), V. campbellii (99,3%), V. harveyi (99,2%) y V. proteolyticus (99,2%).
Otras especies relacionadas muestran valores por debajo del 98,7%. El arbol filogenético
construido con estas secuencias agrup6 las cepas del fenén G241 con las especies mencionadas,
pero no fue de utilidad a la hora de revelar cual o cuales son las mas cercanas (Figura 49).

Las caracteristicas fenotipicas diferenciales entre los aislados del fenon G241 y las
especies mas proximas se resumen en la Tabla 61. Como se ha indicado, la especie mas
probable es V. alginolyticus, que apenas muestra discrepancias fenotipicas con el fenon G241.

Las demas especies proximas presentan por el contrario perfiles fenotipicos facilmente
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distinguibles, incluido V. natriegens, la especie mas cercana de acuerdo a la secuencia del gen
ARNTr 168S. Por otro lado, la utilizacion de los cebadores especificos de V. harveyi descritos por
Pang et al. (2006) mostro el resultado esperado, no produciendo los aislados del fenon G241

ningun amplificado (datos no mostrados).

Tabla 60. Caracteristicas fenotipicas de los aislados del fenon G241.

Test Cepas
a221 a233 a239 a241 a245 2260 a3l4
OF F F F F F F F
ADH - - - - - - -
LDC + + + + + + +
oDC +* + + + - - +
TCBS a a a a a a a
ONPG - - - - - - -
Citrato +* - - +* - - -
H,S - - - - - -
Indol + 4% 4% +* +* +* +*
VP + + + + + + +
Rojo metilo + + + + + + +
Gas glucosa - - - - - - -
NO; + + + + + + +
Amilasa + + + + + + +
Lipasa + + + + + + +
Gelatinasa + + + + + + +
Esculinasa + + + + + + +
Caseinasa + + + + + + +
Ureasa - - - - - - -
Hemolisis § B § -
Catalasa + + + + +
Acido de:
Glucosa + + + + + + +
Manitol + + + + + + +
Inositol - - - - - - -
Sorbitol - - - - - - -
Rhamnosa - - - - - - -
Sacarosa + + + + + + +
Melobiosa - - - - - - -
Amigdalina - - - - - - -
Arabinosa - - - - - - -
Lactosa - - - - - - -
Manosa - - - - + + -
Salicina - - - - - - -
Celobiosa + + + + + +
Crecimiento a:
4°C - - - - - - -
30°C + + + + + + +
35°C + + + + + + +
40°C + + + + + + +
44°C + + + + + + +
Crecimiento en:
0% NaCl - - - - - - -
3% NaCl + + + + + + +
6% NaCl + + + + + + +
8% NaCl + + + + + + +
10% NaCl + + + + + + +
12% NaCl - - - - - - -
Requerimiento agua de mar - - - - - -
Luminiscencia - - - - - - -
0129 (10 pg) R R R R R R R
0129 (150 pg) R R R R R R R
Novobiocina S S S S S S S
Ampicilina R R R R R R R

* El sistema API 20E mostr6 el resultado opuesto.
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FN432083 Vibrio sp. a241

FN432094 Vibrio sp. a314

FN432979 Vibrio sp. a221

A FN432082 Vibrio sp. a239

FN432080 Vibrio sp. a233

5| x74706 Vibrio harveyi ATCC 14126
FM999825 Fibrio natriegens CECT 7466
X74690 Vibrio alginolyticus ATCC 17749

NR026128 Vibrio proteolyticus ATCC 15338
LEJLBmBﬂ Vibrio agarivorans CECT 5085
50 AY254041 Vibrio hispanicus LMG 13211

|~ FN432985 Vibrio sp. a245

3| FN432089 Vibrio sp. a260

xz4722 Listonella pelagia ATCC 25916

x74720 Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802

FM204860 Vibrio rotiferianus CAIM 576

X74692 Vibrio campbellii ATCC 25920

AM37192 Vibrio ichthyoenteri LMG 19664

NR025992 Vibrio scophthalmi CECT 4638
x76333 Vibrio vulnificus ATCC 27562

X74689 Vibrio aestuarianus ATCC 35048

eel— Am235737 Listonella anguillarum NCMB 6

7 X74715 Vibrio navarrensis CIP 103381

NR025476 Vibrio neptunius LMG 20536

NR025491 Vibrio hepatarius LMG 20362

AJ40009 Vibrio gallicus LMG 21330

x09762 Vibrio diabolicus HE800

AJ514914 Vibrio fortis LMG 21559

AJ440004 Vibrio corallilyticus LMG 21349

x76336 Vibrio furnissii ATCC 35016

- “—XT6335 Vibrio fluvialis NCTC 11327
64! AJ550855 Allomonas enterica LMG 21754

Ji DQo97524 Vibrio litoralis MANO 22P
A21444 Vibrio penaeicida DSM 14398

37
35 | —AB000393 Vibrio halioticoli 1AM 14599
7 EFs99161 Vibrio breoganii LMG 23858

AY987754 Aeromonas hydrophila ATCC 49140

Figura 49. Arbol filogenético basado en las distancias genéticas de las secuencias del gen ARNr 16S de las cepas del
fenon G241 y especies relacionadas. La secuencia de Aeromonas hydrophila fue incluida como outgroup. Los

numeros en los nudos indican los niveles de bootstrap con 1000 replicas.
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Tabla 61. Caracteristicas fenotipicas diferenciales entre los aislados del fenon G241 y las especies mas proximas segun la secuenciacion del gen ARNr 16S. Datos extraidos de Raguenes et al.
(1997), Gémez-Gil et al. (2003), Buller (2004) y Noguerola & Blanch (2008).

. . Acido de: Crecimiento a/en: 0129
ADH LDC oDc VP Indol Gelatinasa Esculinasa Amigdalina Sacarosa ~ Melobiosa  Arabinosa Salicina Sw 44°C 10% NaCl (10 pg)

Fenon G241 - + V+ + + + + - + - - - + + + R
Vibrio natriegens - - - - - + + ND + v 3 4 - ND - R
Vibrio alginolyticus - + V+ V+ + + V- \% V+ - - \% V+ ND + R
Listonella pelagia - - - - \% \% \% ND \% - - - - - - \%
Vibrio , - + + - v+ + - ND - - v+ d \% - - R
parahaemolyticus

Vibrio rotiferianus - + + - + + ND ND + + + ND - - - S
Vibrio campbellii - \% - - + + \% ND - - - A% - - - \%
Vibrio harveyi - + + - + + \% + \% - - V+ V- ND V- \%
Vibrio proteolyticus + + - V+ + \% - ND \% - - - + ND + R
Vibrio diabolicus - + + d + + - A + - - - + + ND S
Vibrio hepatarius ND - - ND + ND ND ND - - - ND ND - - ND
Vibrio agarivorans - - - ND - + d ND - + - - ND - - S
Vibrio fortis - - - ND + + ND ND ND A ND ND ND - - R
Vibrio litoralis - ND ND ND - - - ND - ND + ND ND ND + S
Allomonas enterica V+ - V+ - + + ND ND + ND + - ND - ND
Vibrio furnissii i - - - V- + - ND + - i - - ND \% R
Vibrio fluvialis + - - - V+ + \% ND + - + V+ - ND V+ R
Vibrio vulnificus - + \% - \% + - ND V- - - \% - ND - VS
Vibrio gallicus - - - ND ND - ND ND - - ND ND ND - ND ND
Vibrio halioticoli - - - - + - \% ND - - - \% - - - \%
Vibrio corallilyticus \ ND + ND + + ND ND + - ND ND ND ND - S




Resultados

- Fendén G255 (Vibrio tapetis)

La caracterizacion de los aislados de este fenon permitio su identificacion como Vibrio
tapetis.

Las colonias son de color blanquecino, y no presentan swarming, pigmentos difusibles
ni adherencia al agar. Las caracteristicas fenotipicas de los aislados se resumen en la Tabla 62.

Las cepas, fenotipicamente homogéneas, fueron identificadas mediante las claves
propuestas por Noguerola & Blanch (2008) como V. tapetis. Los perfiles fenotipicos

concuerdan con los descritos para esta especie por Castro et al. (1992), Borrego et al. (1996),

Tabla 62. Caracteristicas fenotipicas de los aislados del fenon G255 comparadas con las de Vibrio tapetis.

Cepas Vibrio Cepas Vibrio
Test a200  a201  a204  a255 tapetis Test APLZYM a200  a255  tapelis
OF F F F F F 2 Fosfatasa alcalina + + +
ADH - - - - - 3 Esterasa (C4) + +
LDC - - - - - 4 Esterasa lipasa (C8) + + +
oDC - - - - - 5 Lipasa (C14) + + -
TCBS \% \% \% \% \% 6 Leucina arilamidasa + + +
ONPG + + + + + 7 Valina arilamidasa + + +
Citrato - - - - - 8 Cistina arilamidasa + + -
H.S - - - - - 9 Tripsina - - -
Indol + + + + + 10 a-quimotripsina - -
VP - - - - - 11 Fosfatasa acida ) (+) +
. . 12 Naftol-AS-BI-
Rojo metilo * * * * ND fosfosfohidrolasa B ™) )
Gas glucosa - - - - \Y% 13 a-galactosidasa - - -
NOs + + + + + 14 B-galactosidasa - - -
Amilasa + + + + + 15 B-glucuronidasa - - -
Lipasa + + + + + 16 a-glucosidasa - - -
Gelatinasa + + + + + 17 B-glucosidasa - - -
Esculinasa - - - - - 18 N-acetll-ﬁ- . - - +
glucosaminidasa

Ureasa - - - - - 19 a-mannosidasa - - -
Hemolisis - - - - ND 20 o-fucosidasa - - -
Catalasa + + + + +
Acido de:

Glucosa + + + + +

Manitol - - - - -

Inositol - - - - -

Sorbitol - - - - -

Rhamnosa - - - - -

Sacarosa - - - - -

Melobiosa - - - - -

Amigdalina - - - - -

Arabinosa - - - - -

Lactosa - - - - -

Manosa + + + + d

Salicina - - - - ND
Crecimiento a:

4°C + + + + +

30-44°C - - - - -
Crecimiento en:

0% NaCl - - - - -

3% NaCl + + + + +

6-12% NaCl - - - - -
Requerimiento
agua de mar ) ) ) ) )
Luminiscencia - - - - -
0129 (10 pg) S S S S
0129 (150 pg) S S S S S
Novobiocina S S S S ND
Ampicilina S S S S \Y
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Buller (2004) y Noguerola & Blanch (2008), no obstante algunas discrepancias para la galeria
API ZYM (Tabla 62).

El sistema BIOLOG se utilizo con las cepas a200, a201, a255 y V. tapetis CECT 4600",
y aunque no proporcioné una identificacion aceptable a nivel de género ni de especie, los
perfiles obtenidos fueron coincidentes con los publicados por Reid ef al. (2003a) para las cepas
de V. tapetis CECT 4600", HH6087, IS1, IS5 y UK6. No obstante se observaron diferencias en
los test de utilizacion de D-galactosa (positivo solo para las cepas del fenon G255 y la HH6087),
D-manosa, y de 4cido glucurénico (positivo para las cepas del fenon G255 y la CECT 4600",
pero negativa en todas las cepas caracterizadas por Reid et al. 2003a). Por otro lado las cepas de
V. tapetis aisladas de acedia se diferencian de las aisladas de porredana (LP2) y halibut
(HH6087) en que estas son positivas para la utilizacion de sacarosa y manitol, respectivamente.

La identificacion de los aislados como V. tapetis se confirmé mediante PCR con los
cebadores especificos Vtf'y Vtr, descritos por Paillard ef al. (2006) y Jvt-1 y Jvt-2, descritos por
Romalde et al. (2007). Todas las cepas del fenon produjeron los productos de amplificacion

esperados, similares a los de la cepa tipo de V. tapetis (Figura 50).

Figura 50. Amplificacion por PCR utilizando los cebadores especificos para V. tapetis Jvt-1 y Jvt-2, descritos por
Romalde et al. (2007) (A) y los Vtf y Vtr, descritos por Paillard et al. (2006) (B), con cepas del fenon G255. M,
marcador de peso molecular 100 pb; linea 1, V. tapetis CECT 46007, utilizada como control positivo; lineas 2-5,
cepas a200, a201, a204 y a255, respectivamente; linea 6, control negativo; los productos de amplificacion esperados
son de 816 pben A y de 416 pb en B.

El anélisis filogenético basado en el gen 16S ARNr corrobor6 los resultados anteriores.
Las especies mas cercanas de acuerdo al programa BLAST se muestran en el anexo VI-15. Las
secuencias obtenidas mostraron una similitud igual o superior al 98,7% con la cepa tipo de V.
tapetis, pero inferior a ese valor con otras especies relacionadas. Estas muestran por otra parte
caracteristicas fenotipicas que las diferencian claramente de las cepas del fenén G255 (Tabla
63). El arbol construido a partir de estas secuencias agrupéd claramente las cepas del fendn con

las de Vibrio tapetis (Figura 51).
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Por ultimo, los ensayos de aglutinacion utilizando células enteras y antigenos O y los

antisueros anti-CECT 4600, anti-0202RD y anti-6087, dirigidos contra cepas representativas de

V. tapetis, mostraron resultados negativos en todos los casos, por lo que estos aislados podrian

representar un nuevo serotipo dentro de esta especie.

AJ514912 Vibrio tasmaniensis LMG 21574
DQ481609 Fibrio cyclitrophicus LMG 7905
AM 162659 Vibrio lentus CIP 107166
441 AM162657 Vibrio kanaloae LMG 20539
AJ491290 Vibrio pomerayi LMG 20537
- \{ EF094888 Vibrio gigantis CAIM 25

EF094887 Vibrio crassostreae CAIM 1405

43

62

AJ515220 Vibrio splendidus LMG 10952

AJ90157 Vibrio chagasii LMG 13237

’7 NR025479 Vibrio pacinii LMG 19999
X74689 Vibrio aestuarianus ATCC 35048

18
7| 3 X74127 Vibrio vulnificus ATCC 29307
[ X76335 Vibrio fluvialis NCTC 11327

51

93

= LFXTGB% Vibrio furnissii ATCC 35016
67 L AJ550855 Allomonas enterica LMG 21754

15 J—x}hﬂ'm Vibrio mediterranei CIP 103203

; X74719 Vibrio orientalis ATCC 33934
%'Tj NR025476 Vibrio neptunius LMG 20536
43 AJ514917 Vibrio fortis LMG 21566
— AJ437192 Vibrio ichthyoenteri LMG 19664

93 L NR025992 Vibrio scophthalmi CECT 4638

AY129278 Vibrio tapetis LP2
GQ260163 Vibrio tapetis 1S1
FM180013 Vibrio tapetis a201

58 AYB00099 Vibrio tapetis UK6

08430 Vibrio tapetis CECT 4600
FM180014 Vibrio tapetis a255
AY800101 Vibrio tapetis HH6087

3

AJ421444 Vibrio penaeicida DSM 14398

—
0.01

AB038030 Vibrio splendidus (biovar I1) ATCC 33789

AY987754 Aeromonas hydrophila ATCC 49140

Figura 51. Arbol filogenético basado en las distancias genéticas de las secuencias del gen ARNr 16S de las cepas del
fenon G255 y especies relacionadas. La secuencia de Aeromonas hydrophila fue incluida como outgroup. Los
numeros en los nudos indican los niveles de bootstrap con 1000 replicas.
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Tabla 63. Caracteristicas fenotipicas diferenciales entre los aislados del fenon G255 y las especies mas proximas
seglin la secuenciacion del gen ARNr 16S. Datos extraidos de Castro et al. (1992), Borrego et al. (1996), Buller
(2004) y Noguerola & Blanch (2008).

Especie

Test Fenon G255 Vibrio tapetis Vibrio mediterranei Vibrio splendidus Vibrio aestuarianus
ADH - - \% \% +
TCBS v* v a v a
Citrato - - - \% +
Gelatinasa + + - + +
Esculinasa - - V+ A% \%
Crecimiento en:

6% NaCl - - aF \% aF
Crecimiento a:

30°C - - + + +

35°C - - V+ \% aF
Acido de:

Manitol - - 4 + +

Sorbitol - - a4 - \%

Sacarosa - - + \% +

Lactosa - - - - +

* En TCBS: v, colonias verdes; a, colonias amarillas.

- Fendén G256 (Vibrio sp.)

La caracterizacion fenotipica y genotipica situ6 a los aislados de este fenon dentro del
género Vibrio, pero no permitio una identificacion a nivel de especie.

Las colonias son similares a las del fendn G29. De color grisaceo, producen un
pigmento difusible de color marrén-violaceo, pero no muestran swarming ni adherencia al agar.
En la Tabla 64 se resumen las caracteristicas fenotipicas de los aislados. Las cepas presentan
perfiles idénticos, no observandose discrepancias en ninguno de los test realizados.

De acuerdo a las claves propuestas por Noguerola & Blanch (2008), las cepas fueron
identificadas como V. nereis, sin embargo esta especie muestra discrepancias con el fenon G256
en los test catalasa, ONPG, hidrolisis de esculina y tween 80, y en el de utilizacion de citrato. El
sistema BIOLOG no pudo dar una identificacion aceptable para la tinica cepa testada (a256),
aunque sefialo a L. pelagia como especie probable. No obstante, esta especie puede
diferenciarse facilmente de las cepas del fendn G256 mediante distintas pruebas fenotipicas
(Tabla 65).

Las especies mas cercanas de acuerdo a la secuenciacion del ADNr 16S y el programa
BLAST se muestran en el anexo VI-16. Los valores de similitud mas altos se dieron con V.
litoralis, V. fortis y V. agarivorans, todos ellos con un 97,7%. Este valor esta, sin embargo,
muy por debajo de los propuestos por Stackebrand & Ebers (2008) para ser considerados
miembros de una misma especie, por lo que las cepas del fenén G256 podrian constituir una
nueva especie dentro del género Vibrio. El arbol filogenético construido a partir de estas
secuencias agrupé las secuencias del fenon G256 en un clado propio, claramente diferenciado

del resto de las especies (Figura 52).
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Tabla 64. Caracteristicas fenotipicas de los aislados del fenon G256.

Test Cepas Test Cepas
a2l2 a254 a256 a286 a297 a2l2  a254 a256 a286 a297
OF F F F F F Acido de:
ADH + + + + + Sacarosa + + + + +
LDC - - - - - Melobiosa - - - - -
oDC - - - - - Amigdalina + + + + +
TCBS a a a a a Arabinosa - - - - -
ONPG + + + + + Lactosa - - - - -
Citrato - - - - - Manosa + + + + +
H.S - - - - - Salicina - - - - -
Indol +* +* +* +* +* Crecimiento a:
VP - - - - - 4°C - - - - -
Rojo metilo + + + + + 30°C + + + + +
Gas glucosa - - - - - 35°C + + + + +
NO; + + + + + 40°C + + + + +
Amilasa - - - - - 44°C - - - - -
Lipasa + + + + + Crecimiento en:
Gelatinasa - - - - - 0% NaCl - - - - -
Esculinasa + + + + + 3% NaCl + + + + +
Caseinasa - - - - - 6% NaCl + + + + +
Ureasa - - - - - 8% NaCl - - - - -
Hemolisis o o o o o 10% NaCl - - - - -
Catalasa + + + + + 12% NaCl - - - - -
Acido de: Requerimiento ) ) ) ) )
agua de mar

Glucosa + + + + + Luminiscencia - - - - -

Manitol - - - - - 0129 (10 pg) S S S S S

Inositol - - - - - 0129 (150 pg) S S S S S

Sorbitol - - - - - Novobiocina S S S S S

Rhamnosa - - - - - Ampicilina S S S S S

* El sistema API 20E mostr6 el resultado opuesto.

La secuenciacion parcial del gen ARNr 23S de la cepa a256 permitid por otra parte
diferenciarla facilmente de algunas de las especies mas cercanas. Las cepas V. parahaemolyticus
RIMD 2210633, V. campbellii CECT 523, V. harveyi ATCC BAA-1116, L. pelagia CECT
4202 y V. agarivorans CECT 5085 mostraron valores de similitud muy bajos, de solo el 88-
90,6%. Para otras especies proximas no hay secuencias publicadas.

La diferenciacion entre el fenon G256 y especies relacionadas de acuerdo al ADNr 16S
puede hacerse facilmente mediante distintas pruebas fenotipicas, que se resumen en la Tabla 65.

Por otro lado, las cepas de este fendn parecen estar muy relacionadas con las del fenon
G29. Con un 99,5-99,7% de similitud en las secuencias del gen ARNr 16S (y un 99,0% en el
gen ARNr 23S de las cepas a29 y a256), cabe la posibilidad de que formen parte de una misma
especie, no obstante una serie de caracteristicas fenotipicas permiten diferenciarlos, por ejemplo,
la produccion de 4cido a partir de melobiosa, la produccion de hemolisinas y la hidrolisis de
almidon y gelatina. Los perfiles de utilizacion de fuentes de carbono obtenidos con el sistema
BIOLOG para las cepas a29 y a256 muestran también discrepancias en una serie de test
(glicogeno, acido D-galacturonico, D-alanina, L-alanina, 4cido L-aspartico, L-serina y glucosa-
6-fosfato).

Ensayos adicionales seran necesarios para determinar si estos dos fenones corresponden

a una Unica especie 0 no y si constituyen o no una nueva especie dentro del género Vibrio.
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a5 |NR025491 Vibrio hepatarius LMG 20362
AJ440009 Vibrio gallicus LMG 21330
L NR 026125 Vibrio nereis ATCC 25917
x99762 Vibrio diabolicus HE 800
57 |NR025477 Vibrio brasiliensis LMG 20546
x76336 Vibrio furnissii ATCC 35016
il " '—ms335 Vibrio fluvialis NCTC 11327
Lse AJ550855 Allomonas enterica LMG 21754
: AJ514915 Vibrio fortis LMG 21562
FN432997 Vibrio sp. a256

aq || FN432998 Vibrio sp. a286

30 IFN432096 Vibrio sp. a254
DQ097524 Vibrio litoralis MANO 22P
AJ310647 Vibrio agarivorans CECT 5085
44, X74692 Vibrio campbellii ATCC 25920
B0 |FM204860 Vibrio rotiferianus CAIM 576
x74720 Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802
a5 | X74690 Vibrio alginolyticus ATCC 17749
74722 Listonella pelagia ATCC 25916

NR026128 FVibrio proteolyticus ATCC 15338
xr4706 Vibrio harveyi ATCC 14126
il 7 FM999825 Vibrio natriegens CECT 7466
x76333 Vibrio vulnificus ATCC 27562

1 NR025476 Vibrio neptunius LMG 20536
88 |AJ440004 Vibrio corallilyticus LMG 21349
AJ514912 Vibrio tasmaniensis LMG 21574
36 xra102 Aliivibrio fischeri ATCC 7744
AY254041 Vibrio hispanicus LMG 13211

= AY628646 Vibrio ordalii NCMB 2168
100 'AM235737 Listonella anguillarum NCMB 6

24

29

&0

—
0.01

AY987754 Aeromonas hydrophila ATCC 49140

Figura 52. Arbol filogenético basado en las distancias genéticas de las secuencias del gen ARNr 16S de cepas del
fenon G256 y especies relacionadas. La secuencia de Aeromonas hydrophila fue incluida como outgroup. Los

numeros en los nudos indican los niveles de bootstrap con 1000 replicas.
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Tabla 65. Caracteristicas fenotipicas diferenciales entre el fenén G256 y las especies mas proximas segun la secuenciacion del gen ARNr 168S. Datos extraidos de West et al. (1983), Raguenes et
al. (1997), Gomez-Gil et al. (2003), Ben-Haim et al. (2003), Buller (2004) y Noguerola & Blanch (2008).

Acido de: Crecimiento a/en: 0129
ADH LDC ODC ONPG VP Indol Citrato Esculinasa Gelatinasa Manitol Sacarosa  Melobiosa 2C  40°C 0% 8% (10 pg)
NaCl NaCl
Fenon G256 + - - + - + - + - - + - - + - - S
Vibrio litoralis - ND ND - ND - + - - + - ND + + - + S
Vibrio fortis - - - + ND ND ND + + ND + + - - + R
Vibrio agarivorans - - - + ND - - d A A - A - - - S
Vibrio ) - + + - - V+ V+ - + + - - - + d d R
parahaemolyticus
Vibrio hepatarius ND - - - ND + ND ND ND A - - 3 - 4 4 ND
Vibrio alginolyticus + V+ - V+ + V+ V- + + V+ - d + - + R
Vibrio natriegens - - \% - - + + \% + + \% d \% - d R
Vibrio rotiferianus - A A d - + - ND A d + A - + - - S
Vibrio campbellii - \% - - - + \% \% + \% - - - - - \% \%
Vibrio furnissii + - - \% V- - + - + + + - \% \% + R
Vibrio fluvialis + - - + - V+ 3 A% i i + - - \% v V+ R
Vibrio diabolicus - + + - d + d - + + + - - + - ND S
Vibrio gallicus - - - - ND ND - ND - + - - - - - ND ND
Listonella pelagia - - - + - \% \% A% \% i v - \% - - v \%
Allomonas enterica V+ - V+ ND - + + ND + + + ND - - - - ND
Vibrio harveyi - + + \% - + \% \% + + \% - - \% - V+ \%
Vibrio nereis + - - - - V+ i - \% - + - V- \% - d \Y
Vibrio proteolyticus + + - - V+ + + - \% + \% - - + - + R
Vibrio ordalii - - - - - - \Y% \% A% V- + - v - - - S
Lzstm.wlla n ) ) n o Vit o V- o o i ) v ) v ) v
anguillarum
Vibrio corallilyticus \% ND + + - + V+ ND + V+ + - ND ND - - S
Vibrio neptunius + - - - 4 + i ND 3 - + - - - - - S
Vibrio hispanicus + - - - - + + ND - + + - + + + + S




Resultados

- Otras cepas del género Vibrio

Las cepas a42, al52, al53 y a246, todas identificadas como Vibrio sp., mostraron
perfiles fenotipicos que no permitian su inclusiéon en ninguno de los fenones establecidos. Sus
caracteristicas fenotipicas se resumen en la Tabla 66.

En el caso de la cepa a42, las especies mas proximas de acuerdo a la secuencia del
ADNr 168 (Figura 53) son V. ichthyoenteri (99,5% similitud) y V. scophthalmi (99,1%), un
resultado que se vio confirmado por la caracterizacion fenotipica ya que ambas especies
muestran perfiles practicamente idénticos a los de esta cepa. V. ichthyoenteri muestra
discrepancias en un solo test (ADH) y V. scophthalmi en dos (VP y 6% NacCl), por lo que podria
tratarse de cualquiera de las dos especies.

La cepa al52 muestra como especie mas proxima a V. neptunius (Figura 54), siendo
esta la inica que muestra en el ADNr 16S un valor de similitud por encima del propuesto por
Stackebrandt & Ebers (2006). No obstante, parecen darse discrepancias con los resultados de
algunos test fenotipicos como el citrato, VP, indol y produccion de acido a partir de manitol
(Thompson et al. 2003, Buller 2004, Prado 2006, Noguerola & Blanch 2008).

Por tltimo, las cepas al53 y a246 se situan dentro del grupo de especies proximas a V.
splendidus, mostrando valores de similitud en el ADNr 16S por encima del 98,7% con varias
especies de este grupo como V. gigantis, V. crassostreae, V. pomeroyi, V. splendidus o V.
chagasii, no permitiendo tampoco la caracterizacion fenotipica una identificacion a nivel de
especie. Ambas cepas comparten valores de similitud en el ADNr 16S por encima del 98,7%
entre si y con las cepas del fenon G7, no obstante todas ellas son facilmente diferenciables entre

si por su perfil fenotipico.

Tabla 66. Caracteristicas fenotipicas de los aislados de Vibrio no incluidos en ningin fenon.

Cepas Cepas
Test a2 al52  al53 246 Test a4 al52  al53 246
Color colonia Gris Gris Gris Blanca Acido de:
Swarming - - + - Glucosa + + + +
Adherencia al agar - - - - Manitol - + + +
Pigmentos difusibles - - - + Inositol - - - -
OF F F F F Sorbitol - - + -
ADH + + + + Rhamnosa - - - -
LDC - - - - Sacarosa + + - +
ODC - - - - Melodiosa - - - -
TCBS a a \ a Amigdalina - - - -
ONPG - - - Arabinosa - - - +
Citrato - - - - Lactosa - - - -
H,S - - - - Manosa + + + -
Indol - - + + Crecimiento en:
VP + - + - 0% NaCl - - - -
Rojo metilo + + + + 3% NaCl + + + +
NO; + + + + 6% NaCl + + + +
Amilasa - + + + 8% NaCl - - - +
Lipasa - + + + 0129 (10 pg) S S S R
Gelatinasa - + + + 0129 (150 pg) S S S R
Ureasa - - - Novobiocina S S S S
Catalasa + + + + Ampicilina S R R R
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FM204867 Vibrio parahaemolyticus CECT 611
FM204860 Vibrio rotiferianus CAIM 576
FM204851 Vibrio campbellii CAIM 521
46 AY264923 Vibrio harveyi ACMM 642
x747122 Listonella pelagia ATCC 25916

- HFMQQQSQS Vibrio natriegens CECT 7466

FM204870 Vibrio alginolyticus CECT 609
AB428897 Vibrio azureus NBRC 104587
AM37192 Vibrio ichthyoenteri LMG 19664

= FN433007 Vibrio sp. ad2
499‘; NR 025992 Fibrio scophthalmi CECT 4638

x76333 Vibrio vulnificus ATCC 27562
AY628646 Vibrio ordalii NCMB 2168

o
o

63

44
75

0.002

Figura 53. Arbol filogenético basado en las distancias genéticas de las secuencias del gen ARNr 16S de la cepa a42 y
especies relacionadas. La secuencia de Vibrio ordalii fue incluida como outgroup. Los valores de bootstrap de 1000
replicas aparecen en el nudo correspondiente.

Fm204851 Vibrio campbellii CAIM 521
‘1 Av264023 Vibrio harveyi ACMM 642
* AFm204860 Vibrio rotiferianus CAIM 576
an |'x74720 Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802
xz4722 Listonella pelagia ATCC 25916
34 - [MQQQSQS Vibrio natriegens CECT 7466
60 24— FM204869 Vibrio alginolyticus CECT 586
L x74727 Vibrio vulnificus ATCC 29307
L AJ421445 Vibrio ichthyoenteri DSM 14397
10 54)AJ550855 Allomonas enterica LMG 21754
35 | x76335 Vibrio fluvialis NCTC 11327
L xze336 Vibrio furnissii ATCC 35016
Fn433008 Vibrio sp. alS2
LNR 025476 Vibrio neptunius LMG 20536
AJ440004 Vibrio corallilyticus LMG 2134

q L,— DQ451210 Vibrio sinaloensis CAIM 695

T |:AJ51491? Vibrio fortis LMG 21566
a NR 026361 Vibrio tapetis CECT 4600

43 NR 025477 Vibrio brasiliensis LMG 20546
xa9762 Vibrio diabolicus HE 800
a7 AJ440009 Vibrio gallicus LMG 21330
100 1AJ490152 Vibrio xuii LMG 21347
AY987754 Aeromonas hydrophila ATCC 49140

99

—_—
0.01

Figura 54. Arbol filogenético basado en las distancias genéticas de las secuencias del gen ARNr 16S de la cepa al52
y especies relacionadas. La secuencia de Aeromonas hydrophila fue incluida como outgroup. Los valores de
bootstrap de 1000 replicas aparecen en el nudo correspondiente.
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4.4. COMPOSICION DE LA MICROBIOTA ASOCIADA A MORTALIDADES

La microbiota encontrada asociada a los episodios de mortalidad estudiados estuvo
constituida por bacterias Gram negativas pertenecientes a las clases Gamma-Proteobacteria y
Flavobacteria, pertenecientes a 5 familias y 8 géneros diferentes. La clase Gamma-
Proteobacteria abarca el 90,6% de los aislados y el 84,2% de los fenones, perteneciendo los
aislados y fenones restantes a Flavobacteria. La familia Vibrionaceae fue el grupo taxondémico
dominante tanto en numero de aislados (78,5% del total) como en diversidad (68% de los
fenones), seguido de lejos por las familias Flavobacteriaceae, Pseudoalteromonadaceae,
Pseudomonadaceae y Moraxellaceae, que incluyen el 9,4%, 8%, 3,1% y 0,8% de los aislados,
respectivamente. A nivel de género, el grupo dominante fue Vibrio, con el 63% de los aislados y
el 47% de los fenones, seguido de Photobacterium, Pseudoalteromonas y Tenacibaculum con el
13,9%, 8% y 7,6% de los aislados respectivamente, mostrando otros géneros representaciones

mucho menores (Figura 55).

8'07%

3'13%

0'89%

7'62%
1'79%
1'34%

B Pseudoalieromonas
Pseudomonas
Psychrobacter
Tenacibaculum
Polaribacter
Aliivibrio
Photobacterium

Vibrio

EIO0EOEN

13'90%

63'22%

_ 7'95%
45'45%

B Pseudomonas
O Tenacibaculum
O Photobacterium
W librio

28'40%

Figura 55. Distribucion de los aislados obtenidos asociados a episodios de mortalidad en acedia, lenguado senegalés
y rombo, en funcién del género al que pertenecen. En la parte superior se muestra la distribucion del conjunto de
aislados obtenidos. En la parte inferior se muestran Gnicamente los aislados de los fenones que mostraron ser
patogenos en los ensayos de virulencia.
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Del total de aislados recuperados de peces enfermos, solo el 39% pertenecen a fenones
patégenos. Dentro del género Vibrio, unicamente un fendn, el correspondiente a V. harveyi,
mostrd ser virulento, perteneciendo las demas especies patogenas a otros géneros aislados con
menor frecuencia (Figura 55).

No obstante, V. harveyi fue el patdogeno mas importante en numero de aislados (mas
del 45% de los aislados incluidos en fenones patdogenos pertenecen a esta especie) y en numero
de muestreos en los que aparecid (ocho en total), aunque no se obtuvo ningun aislado a partir de
rombo. Entre los patogenos detectados, la segunda especie mas nimerosa fue P. damselae subsp.
piscicida, con aproximadamente el 28% de los aislados. Sin embargo, 7. soleae, aunque
presentd un nimero de aislados mucho menor (9%), apareci6 en un mayor nimero de muestreos
(en seis, frente a los dos de P. damselae) y se recuper6 a partir de las tres especies de peces
planos muestreadas, mientras que P. damselae solo lo fue a partir de lenguado senegalés. Por
ultimo, T. maritimum y P. baetica, aunque con un porcentaje de aislados similar al de 7. soleae
(8-9%), se recuperaron a partir de un numero menor de muestreos (tres y dos, respectivamente),

y en todos los casos tnicamente a partir de acedia.

Tras la identificacion y evaluacién de la virulencia de los fenones, la distribucién de los
distintos grupos de aislados en el conjunto de muestreos realizados (Tablas 67, 68 y 69) mostrd
que la mayor parte de estos presentaban bacterias patdogenas que podrian haber estado
implicadas o ser responsables de las mortalidades; en otros casos, sin embargo, no se pudo

demostrar la existencia de patdgenos bacterianos que permitiesen explicar las mismas:

a) En larvas las tnicas bacterias encontradas fueron vibrios relacionados con V.
splendidus (grupos de aislados G7 y G107) y con V. alginolyticus (G148, G241).
Sin embargo, la implicacion de estas bacterias en la mortalidad larvaria no esta clara,
ya que al menos los tres primeros grupos fueron también recuperados a partir de
larvas sanas, con lo que no hay diferencias entre la microbiota bacteriana
encontrada en larvas sanas y larvas enfermas, y ninguno de ellos causé mortalidades

significativas en los ensayos de virulencia.

b) En alevines de acedia se encontraron bacterias de los géneros Pseudoalteromonas,
Tenacibaculum (T. soleae), Polaribacter y Vibrio (V. harveyi, V. tapetis y diversos
grupos identificados como Vibrio sp., incluidas cepas relacionadas con V.
splendidus y con V. alginolyticus -G7, G241, G256-). Las dos especies patdgenas
detectadas (7. soleae y V. harveyi) abarcan mas de la mitad de los muestreos
realizados, pero solo en un caso (muestreo A3-SE85) aparecen asociadas ambas
especies. Por otro lado, en la mayor parte de los casos se detectd la presencia de

bacterias filamentosas similares a las de Tenacibaculum en improntas de ulceras, sin
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embargo, estas no crecieron en el medio de cultivo. En alevines de lenguado y
rombo el nimero de muestreos fue menor; los grupos bacterianos encontrados
fueron Pseudoalteromonas sp. y vibrios relacionados con V. splendidus (G107) y V.
alginolyticus (G148 y G241), ninguno de ellos patégeno en los ensayos de

virulencia realizados.

c) En juveniles de acedia se encontraron bacterias pertenecientes a los géneros
Pseudoalteromonas, Tenacibaculum (T. soleae, T. maritimum), Psychrobacter,
Photobacterium (G197) y Vibrio (V. harveyi, V. tapetis y diversos Vibrio sp. -G7,
G29, G35, G107, G241, G256-). Se detectaron por tanto tres especies patogenas (7.
soleae, T. maritimum y V. harveyi) que en conjunto abarcan la casi totalidad de los
muestreos realizados, apareciendo en alglin caso las tres especies juntas (muestreo
A3-MA). En juveniles de lenguado las bacterias encontradas fueron 7. soleae, P.
damselae subsp. piscicida, V. harveyi y Vibrio sp. (G35), apareciendo las tres
especies patdgenas en distintos muestreos. En juveniles de rombo no se dio ningin

episodio de mortalidad ni casos aislados de enfermedad.

d) En adultos de acedia se encontraron bacterias de los géneros Aliivibrio,
Pseudomonas (P. baetica), Tenacibaculum (T. soleae), Photobacterium (G185) y
Vibrio (V. harveyi y diversos Vibrio sp. —G7, G35, G107, G256-). Las tres especies
patogenas detectadas (7. soleae, P. baetica y V. harveyi) abarcan los dos muestreos
realizados. Por otro lado, aunque los tres patdgenos coincidieron en un mismo
muestreo, cada uno fue recuperado a partir de tomas de muestras y peces distintos.
En adultos de lenguado las bacterias detectadas fueron 7. soleae, P. damselae subsp.
piscicida, V. harveyi y diversos Vibrio sp. (G7, G35), recuperandose cada una de las
especies patdgenas a partir de muestreos distintos. En adultos de rombo la tnica
bacteria aislada fue 7. soleae, a partir de un nico individuo enfermo. Sin embargo,
ningin aislado fue recuperado del unico episodio de mortalidad importante

registrado en esta especie.

Las condiciones en las que fueron aisladas las cepas de los distintos grupos de aislados, asi

como la sintomatologia que presentaban los peces afectados, se resume en la Tabla 70.
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Tabla 67. Bacterias detectadas en los muestreos realizados en cultivos de acedia.

Edad Referencia Fecha Sintomas observados Mortalidad T Bacterias detectadas
muestreo
Larva AI-LA10 Febrero 2005 Sin sintomas aparentes Alta 20 Vibrio sp. relacionados con V. splendidus (G7, G107) y V. alginolyticus
(G148)
Al1S-17 Febrero 2005 Peces sanos Ninguna 20 Vibrio sp. relacionado con V. splendidus (G107)
Alevin  A2-BI10 Octubre 2004 Ulceras en piel y aleta caudal, higado palido (anemia) en Baja 20 Pseudoalteromonas sp. (G1), V. harveyi (G91); se detectaron bacterias
algun caso filamentosas en improntas de tlceras que no crecieron en placa
A2-SE1 Marzo-mayo 2005  Ulceras en aleta caudal, piel con zonas de descamacién; en Alta/baja 19-21  Pseudoalteromonas sp. (Gl), V. tapetis (G255), Vibrio spp. incluyendo cepas
algun caso sin sintomas externos, con apatia o pérdida de segun relacionadas con V. splendidus y V. alginolyticus (G7, G241, G256); se
equilibrio (natacion erratica, en espiral) muestra detectaron bacterias filamentosas en improntas de tlceras que no crecieron en
placa; T. soleae (G47) fue detectado mediante PCR®
A2-SEI (2) Agosto 2006 Zona visceral inflamada, en algin caso aleta caudal Alta 19 Polaribacter sp. (G500)
erosionada
A2-SE31 Abril-agosto 2004 Aleta caudal ulcerada Baja 19-22  Pseudoalteromonas sp. (G1), V. harveyi (G91), Vibrio sp. relacionado con V.
splendidus (G7); se detectaron bacterias filamentosas en improntas de tlceras
que no crecieron en placa
Juvenil A3-BI10 Marzo-mayo 2005  Ulceras en piel, zona opercular, aleta caudal o en aleta anal; Alta 12-19  Pseudoalteromonas sp. (G1), Photobacterium sp. (G197), V. tapetis (G255),
en alglin caso higado necrosado, distensién abdominal, diversos Vibrio sp. incluyendo cepas relacionadas con V. splendidus (G35,
apatia, o sin ningun sintoma externo G107, G256); se detectaron bacterias filamentosas en improntas de tlceras
que no crecieron en placa; 7. soleae (G47) fue detectado mediante PCR®
A3-BI9 Diciembre 2004 Ulceras en piel o aleta caudal, en algin caso higado palido Alta 16 Pseudoalteromonas sp. (G1), Vibrio harveyi (G91), Vibrio sp. relacionado
(anemia) o necrosado con V. splendidus (G107)
A3-LA9 Octubre 2004 Aleta caudal ulcerada, higado palido (anemia) Puntual 20 Pseudoalteromonas sp. (G1), V. harveyi (G91), diversos Vibrio sp.
incluyendo cepas relacionadas con V. alginolyticus (G5, G241)
A3-MA Abril-mayo 2006 Ulceras en zona opercular, aleta caudal o en aleta dorsal, Alta 22 T. soleae (G47), T. maritimum (G443), V. harveyi (G91), diversos Vibrio sp.
higado palido (anemia) o hemorragico; en algln caso sin incluyendo cepas relacionadas con V. splendidus (G35, 107)
sintomas externos
A3-SE1 Marzo 2006 Aleta caudal ulcerada Puntual 19 T. maritimum (G443), Psychrobacter sp. (G328), Vibrio sp. (G35)
A3-SE1 (2) Enero 2007 Aleta caudal inflamada, zona visceral inflamada Baja 19 T. maritimum (G443)
A3-SE85! Septiembre- Ulceras en aleta caudal, aleta dorsal o en zona opercular, Alta 10-21  Pseudoalteromonas sp. (Gl), T. soleae (G47), V. harveyi (G91), diversos
noviembre 2004 zonas de descamacion; en algiin caso higado palido (anemia) Vibrio sp. incluyendo cepas relacionadas con V. splendidus (G7, G29, G35)
o0 necrosado
Adulto  A4-BI6 Enero-marzo 2006  Sin sintomas externos, higado frecuentemente alterado Baja 10-15  Aliivibrio sp. (G54), Photobacterium sp. (G185), P. baetica (G390), T. soleae
(necrosado, inflamado o hemorragico); en algun caso (G47), V. harveyi (G91), diversos Vibrio sp. incluyendo cepas relacionadas
pequeilas lesiones en aleta caudal con V. splendidus (G7, G35, G107, G256)
A4-SE Diciembre 2007 Ulceras en aleta caudal y rostro, pérdida de equilibrio, Puntual 20 P. baetica (G390)

alteracion del comportamiento

$ Temperatura del agua en el momento del muestreo, en grados centigrados; * larvas de 30 dias en metamorfosis; * larvas sanas de 8-15 dias; ¥ algunos de los peces muestreados eran alevines; Sver la parte 4.5 de esta memoria



Tabla 68. Bacterias detectadas en los muestreos realizados en cultivos de lenguado senegales.

Edad Referencia Fecha Sintomas observados Mortalidad T Bacterias detectadas

muestreo
Larva L1-LAS Mayo-junio 2005 Sin sintomas aparentes Alta 20 Vibrio sp. relacionado con V. alginolyticus (G241)
Alevin  L2-BI5 Febrero 2005 Ulceras en aleta caudal, dorsal o anal Baja 16 Vibrio spp. relacionados con V. alginolyticus (G148) y V. splendidus (G107)
Juvenil L3-AR Mayo 2006 Ulceras y descamacion en abultamientos en zonas ventral y Puntual 19 T. soleae (G47)

dorsal

L3-SE Junio 2004 Ulcera en aleta caudal y piel Puntual 19 Vibrio harveyi (G91), Vibrio sp. (G35)

L3-UM Octubre 2005 Sin sintomas externos, higado hemorragico Alta 22 P. damselae subsp. piscicida (G321)
Adulto  L4-BI5 Mayo-junio 2005 Coloracion oscura, distension abdominal; higado Alta 19-21  P. damselae subsp. piscicida (G321), Vibrio sp. (G7, G35)

hemorragico, bazo inflamado o con granulomas
blanquecinos, ascitis, congestion de la zona visceral; a veces
sin ningln sintoma externo

L4-EXT* Julio 2004 Aleta caudal ulcerada, ulceras cutaneas, higado en algiin Alta 21 V. harveyi (G91), Vibrio sp. (G35)
caso ligeramente hemorragico
L4-SE Marzo 2006 Hemorragias en zona ventral, boca y aletas dorsal y anal, Alta 19 T. soleae (G47)

higado hemorragico en algiin caso

* Dinoflagelado (Admyloodinium) en branquias de los peces afectados

Tabla 69. Bacterias detectadas en los muestreos realizados en cultivos de rombo.

Edad Referencia Fecha Sintomas observados Mortalidad T Bacterias detectadas
muestreo
Larva  R1-LA2* Febrero 2005 Sin sintomas aparentes Alta 20 Vibrio sp. relacionado con V. alginolyticus (G148)
RI1-LA6* Febrero 2005 Sin sintomas aparentes Alta 20 Vibrio spp. relacionado con V. alginolyticus (G148) y V. splendidus (G7,
G107)
RI-LA7* Febrero 2005 Sin sintomas aparentes Alta 20 Vibrio sp. relacionado con V. splendidus (G107)
RIS-1¢ Febrero 2005 Peces sanos Ninguna 20 Vibrio sp. relacionado con V. alginolyticus (G148)
R1S-2} Febrero 2005 Peces sanos Ninguna 20 Vibrio sp. relacionado con V. splendidus (G7, G107)
Alevin  R2-LA Mayo 2005 Aleta dorsal ulcerada Baja 20 Pseudoalteromonas sp. (Gl), Vibrio sp. relacionado con V. alginolyticus
(G241)
Adulto R4-BI Enero 2006 Ulceracutanea dorsal, falta de apetito Puntual 10 T. soleae (G47)
R4-BI (2) Agosto 2007 Hemorragias en aletas y zona ventral; higado hemorragico, Alta 20 No se obtuvo ningun aislado

zona visceral congestionada

* Larvas de 17-20 dias en metamorfosis; ® larvas de 19-31 dias en metamorfosis



Tabla 70. Condiciones en las que fueron aisladas las cepas de los 19 fenones establecidos.

¥

M*  Especie y fase de cultivo T Sintomas en peces destetados” Tipo de muestra
Familia Flavobacteriaceae
Polaribacter sp. (Fenén G500) 1 Acedia (AY) 19 Inflamacion de la zona visceral Organos internos
Tenacibaculum soleae (Fenon G47) 6 Acedia (A, J, AD), 10-22 Zonas de descamacion; tlceras en piel, zona opercular o aletas; en un caso hemorragias en Lesiones externas y rganos internos
lenguado (J, AD), boca, zona ventral y aletas; en ocasiones sin sintomas externos; internamente sin sintomas, o por igual
rombo (AD) bien higado necrosado o ligeramente hemorragico; en un caso, falta de apetito
Tenacibaculum maritimum (Fenoén 3 Acedia (J) 19-22 Ulceras en aleta caudal o zona opercular; en un caso zona visceral inflamada; internamente Lesiones externas
G443) sin sintomas o higado palido (anemia) o ligeramente hemorragico
Familia Moraxellaceae
Psychrobacter sp. (Fenén G328) 1 Acedia (J) 19 Ulceras en aleta caudal Lesiones externas
Familia Pseudoalteromonadaceae
Pseudoalteromonas spp. (Fenéon G1) 8 Acedia (A, J), rombo (A) 12-21 Ulceras, generalmente en aleta caudal Geneneralmente lesiones externas,
también 6rganos internos
Familia Pseudomonadaceae
Pseudomonas baetica (Fenén G390) 2 Acedia (AD) 14-20 En la mayor parte de los casos sin ninglin sintoma ni externo ni interno; en un caso ulcerasy ~ Organos internos
alteracion del comportamiento
Familia Vibrionaceae
Aliivibrio sp. (Fenén G54) 1 Acedia (AD) 11-12,5  Sin sintomas externos, higado necrosado o ligeramente hemorragico Organos internos
Photobacterium damselae subsp. 2 Lenguado (J, AD) 19-22 Melanosis, distension abdominal, a veces sin sintomas externos; higado hemorragico, bazo Organos internos
piscicida (Fenén G321) con frecuencia inflamado o con granulomas
Photobacterium sp. (Fenén G185) 1 Acedia (AD) 12,5 Sin sintomas externos, higado inflamado Organos internos
Photobacterium sp. (Fenon G197) 1 Acedia (J) 12-19 Ulceras en piel y aletas Lesiones externas
Vibrio harveyi (Fenén G91) 9 Acedia (A, J, AD), 10-22 Ulceras en piel, zona opercular y aletas; a veces sin sintomas externos; internamente sin Generalmente lesiones externas,
lenguado (J, AD) sintomas o bien higado pélido (anemia) o ligeramente hemorragico también Organos internos
Vibrio sp. (Fenon G7)* 7 Acedia (L, A, J, AD), 12,521  Generalmente ulceras; internamente sin sintomas, en algin caso higado necrosado o Lesiones externas y
lenguado (AD), rombo (L) hemorragico organos internos
Vibrio sp. (Fenén G29) 1 Acedia (J) 21 Cuadro ulcerativo Lesiones externas y drganos internos
Vibrio sp. (Fenén G35) 9 Acedia (J, AD), 10-22 Ulceras en piel o aletas; internamente generalmente sin sintomas, en algtin caso higado Generalmente lesiones externas, en
lenguado (AD) palido (anemia) o ligeramente hemorragico alglin caso 6rganos internos
Vibrio sp. (Fenén G107)* 8 Acedia (L, J, AD), 10-22 Ulceras en piel o aletas; internamente generalmente sin sintomas, en algtin caso higado Lesiones externas y drganos internos
lenguado (A), rombo (L) palido (anemia) o necrosado
Vibrio sp. (Fenon G148)! 4 Acedia (L), lenguado (A),  16-20 Ulceras en aleta caudal Lesiones externas y Organos internos
rombo (L)
Vibrio sp. (Fenén G241)" 4 Acedia (A, J), 19-20 Zonas de descamacion, ulceras en aleta caudal Lesiones externas
lenguado (L), rombo (A)
Vibrio sp. (Fenon G256) 3 Acedia (A, J, AD) 10-20 Ulceras en aletas Lesiones externas y o6rganos internos
Vibrio tapetis (Fenon G255) 2 Acedia (A,J) 11,520 Ulceras en piel, aletas o zona opercular Lesiones externas

* Numero de muestreos en los que fue detectado; -~ Temperatura del agua en grados centigrados; ~ En larvas el unico sintoma observado fue la alta mortalidad; * Edad de los peces: L, larva; A, alevin; J, juvenil; AD, adulto; * Relacionados con V.
splendidus; en el caso del fenon G7 las especies méas proximas fueron V. crassostreae y V. gigantis. ' Relacionados con V. alginolyticus.



Resultados

4.5. DESARROLLO DE METODOS MOLECULARES DE IDENTIFICACION
BASADOS EN LA PCR

=  Analisis de la region ITS1

El analisis de la region ITS1 se realizo fundamentalmente para detectar secuencias
especificas para cada uno de los fenones patogenos encontrados, susceptibles de ser utilizadas
para el desarrollo de métodos moleculares de identificacion basados en la técnica de la PCR.
Las cepas utilizadas para el andlisis de la region ITS1 y los resultados obtenidos para cada una

de ellas se resumen en la Tabla 71.

Tabla 71. Cepas utilizadas para el analisis de la region ITS1 y principales caracteristicas de las secuencias obtenidas.

Cepa Numero de bandas ~ Numero de accesode  Longitud de la region Genes tRNAs
de amplificacion la secuencia ITS1 (pb) presentes
Tenacibaculum soleae all 1 FN646547%* 586 Ile, Ala*
FN646548 586 Ile, Ala
Tenacibaculum soleae a47 1 FN646550¢ 588 Te. Ala
FN646549 588 ’
Tenacibaculum soleae a50 1 FN646554 595 Ile, Ala
Tenacibaculum soleae a216 1 FN646551°€ 586 Ile, Ala
Tenacibaculum soleae a410 1 FN646553°¢ 586 Tle. Al
FN646552 586 & AR
Tenacibaculum soleae a462 1 FN646555 596 Ile, Ala
Tenacibaculum soleae a467 1 FN646556° 594 Ile, Ala
Tenacibaculum soleae a469 1 FN646557¢ 593 Ile, Ala
Tenacibaculum maritimum a274 1 FN646558 541 Ile, Ala
Tenacibaculum maritimum a388 1 FN646559 541 Ile, Ala
Tenacibaculum maritimum a443 1 FN646560 540 Ile, Ala
Tenacibaculum maritimum a461 1 FN646561 540 Ile, Ala
Tenacibaculum maritimum a523 1 FN646562 541 Ile, Ala
Tenacibaculum sp. a3 1 FN646563 574 Ile, Ala
1T ;gczzg’lbaculum ovolyticum LMG 1 FN646564 548 le, Ala
Polaribacter sp. a502 1 FN646565 496 Ile, Ala
Pseudomonas baetica a390 1 FN646567 592 Ile, Ala
Pseudomonas baetica a391 1 FN646568 592 Ile, Ala
Pseudomonas baetica a393 1 FN646569 592 Ile, Ala
Pseudomonas baetica a398 1 FN646570 592 Ile, Ala
Pseudomonas baetica a399 1 FN646571 592 Ile, Ala
g;g?rtdomonas anguilliseptica CECT 1 FN646566 534 lle, Ala
Psychrobacter sp. a328 1 FN646572 584 Ile, Ala
Psychrobacter sp. a381 1 FN646573 584 Ile, Ala
Photobacterium damselae a316 2 FN646574 (bi)* 350 Ninguno
Photobacterium damselae a319 1 FN646575 (bi) 350 Ninguno
Photobacterium damselae a321 2 FN646576 (bi) 350 Ninguno
Vibrio harveyi a9 2 FN646577 (bi) 277 Ninguno
Vibrio harveyi al0 2 FN646578 (bi) 277 Ninguno
Vibrio harveyi a20 2 FN646579 (bi) 292 Ninguno
Vibrio harveyi a26 2 FN646580 (bi) 277 Ninguno
Vibrio harveyi a30 2 FN646581 (bi) 277 Ninguno
Vibrio harveyi a82 2 FN646582 (bi)© 277 Ninguno
FN646583 (ab) 277 Ninguno
Vibrio harveyi a91 2 FN646584 (ab) 277 Ninguno
Vibrio harveyi al06 2 FN646585 (bi)" 277 Ninguno
FN646586 (bs)" 277 Ninguno
FN646587 (ab) 277 Ninguno
Vibrio harveyi a417 2 FN646588 (ab) 277 Ninguno
Vibrio harveyi a421 2 FN646589 (bi) 277 Ninguno
Vibrio harveyi a459 2 FN646590 (bi) 277 Ninguno

* ¢, secuencia clonada; bs, banda superior; bi, banda inferior; ab, ambas bandas; Ile, isoleucina; Ala, alanina.
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- Amplificacion de la region ITS1

Para la amplificacion de la region ITS1 se utilizaron los cebadores descritos por Lee et
al. (2002), obteniéndose distintos patrones de bandas en funcion del grupo de cepas utilizadas
(Figura 56).

Las cepas de T. soleae, T. maritimum y P. baetica mostraron el mismo patrén en todos
los casos, consistente en una sola banda de aproximadamente 1200 pb. Las cepas de V. harveyi
mostraron también un Unico patron, consistente en dos bandas principales, de aproximadamente
900-1000 y 1000-1100 pb, observandose en algiin caso bandas muy tenues de mayor tamao.
En el caso de P. damselae, dos de las cepas mostraron dos bandas principales, de 1000 y 1100-
1200 pb aproximadamente, mientras que la cepa restante solo mostrd una banda clara, la de

menor tamafio. No obstante, las tres cepas mostraron otras bandas mas tenues de mayor tamafio.

A

M 1 2 3 4 5 6 7 8§ 9 10 11 12 13 14

800 pb

100 pb

800 pb

100 pb

Figura 56. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de amplificacion obtenidos con los cebadores
universales 16/23S-F y 16/23S-R, descritos por Lee et al. (2002), con algunas de las cepas utilizadas en el analisis de
la regién ITS1. Los productos de amplificacion incluyen la parte final del gen ARNr 168, la region ITS1 completa y
la parte inicial del gen ARNr 23S. A: M, marcador de peso molecular 100 pb ladder (Amersham Biosciences); lineas
1,2,4,6,8,10, 12 y 14: Vibrio harveyi a9, al0, a20, a26, a82, a91, al06 y a417, respectivamente; B: M, marcador de
peso molecular 100 pb; lineas 1 y 2, T. soleae a467 y a469, respectivamente; lineas 8, 9 y 11, P. damselae subsp.
piscicida a316, a319 y a321, respectivamente; linea 13, 7. maritimum a443.

- Analisis de las secuencias ITS1

Los ITS1 obtenidos se clasificaron en funcion de los genes tRNA que contienen en dos

11A

clases distintas, los ITS1°, que no contienen ningin gen tRNA, y los ITS1', que contienen los
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genes tRNA™ (Isoleucina) y tRNA*" (Alanina). Dentro de cada clase se establecieron tipos en
caso de observarse variaciones importantes debidas a la presencia de diferentes bloques de
secuencias.

Las secuencias obtenidas a partir de la tinica banda de amplificacion de las cepas de T.
soleae mostraron la existencia de dos tipos de ITS1, ambos pertenecientes a la clase ITS1™. Las
cepas all, a47, a216 y a410 muestran una region ITS1 de 586-588 pb, compartiendo una
similitud entre si del 96,3-100%. Por otro lado, las cepas a50, a462, a467 y a469 muestran un
ITS1 de 593-596 pb, con una similitud del 97,5-99,2%. Las secuencias de los dos tipos
comparten una similitud del 90,6-92,9%. Estas diferencias se deben a la presencia de distintos
bloques de secuencias dentro del ITS1 (Figura 57), no obstante dentro de cada grupo se dan
diferencias en posiciones puntuales (transiciones y transversiones), no resultando ninguno de los
tipos totalmente homogéneo. Es posible que cada cepa tenga una unica clase y un unico tipo de
ITS1, dado que presentan una unica banda de amplificacion y no muestran ambigiiedades en las
secuencias obtenidas mediante secuenciacion directa del producto de PCR (cepas all, a47, a410,
a50 y a462).

Las cepas de T. maritimum mostraron, al igual que las de T. soleae, una sola banda de
amplificacidon, que fue secuenciada directamente. Los ITS1 obtenidos pertenecen en todos los
casos a la clase ITS1™, situandose los genes tRNA"™ y tRNA**® en la misma posicion relativa
que en el fenon anterior. Las secuencias de las distintas cepas presentan diferencias puntuales de
nucledtidos, pero en ninglin caso bloques de secuencias distintos como en las cepas de T. soleae,
perteneciendo todas ellas a un tUnico tipo. Los ITS1 tienen una longitud de 540-541 pb y
muestran una similitud entre si del 95,7-98,7%.

Las cepas de V. harveyi presentaron dos bandas de amplificacion, de las cuales se
purificod y secuencio la de menor tamafio. Las secuencias ITS1 obtenidas tienen un tamafio de
277 pb y presentan una similitud entre si del 97,5-100%. La unica excepcion se da con la cepa
a20, que tiene un ITS1 de 292 pb y muestra una similitud con las demas cepas del 91,1-93,5%.
En todos los casos pertenecen a la clase ITS1°. Estas secuencias fueron comparadas con las
publicadas para la cepa de referencia V. harveyi CGMCC 1.1593 (ATCC 33842). En esta cepa
se han encontrado cuatro tipos de ITS1, uno de la clase ITS1™, otro que contiene tRNA", y dos
tipos de la clase ITS1". De estos wltimos, el tipo 1 tiene 276 pb y muestra valores de similitud
del 91,8% con la cepa a20 y de 94,9-97,5% con las demas cepas. El tipo 2 tiene 297 pb y
muestra valores mucho menores, del 81,1% con la cepa a20 y de 79,1-80,5% con las demas.
Como en el caso de T. soleae, las diferencias entre estas secuencias radican principalmente en la
presencia de distintos bloques de secuencias, aunque también se dan diferencias en posiciones
puntuales (Figura 58). La aparicion de varias bandas de amplificacion parece indicar que estas
cepas poseen mas de un tipo o clase de ITS1. No obstante, la secuenciacion directa del producto

de PCR de las cepas a82, a91 y al06 permitié obtener secuencias sin ambigiiedades, mientras
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FN646551
FN646553
FN646547
FN646550
FN646556
FN646557
FN646555
FN646554

FN646551
FN646553
FN646547
FN646550
FN646556
FN646557
FN646555
FN646554

FN646551
FN646553
FN646547
FN646550
FN646556
FN646557
FN646555
FN646554

FN646551
FN646553
FN646547
FN646550
FN646556
FN646557
FN646555
FN646554

FN646551
FN646553
FN646547
FN646550
FN646556
FN646557
FN646555
FN646554

FN646551
FN646553
FN646547
FN646550
FN646556
FN646557
FN646555
FN646554

FN646551
FN646553
FN646547
FN646550
FN646556
FN646557
FN646555
FN646554

FN646551
FN646553
FN646547
FN646550
FN646556
FN646557
FN646555
FN646554

< 16S

a216 CACCTCCTTT CTAGAGAAAG ATGGTGAGIT ACAAAAGGGA AATTTTACTC TTTGCTGITA ATTT- TAAA-

<«tRNAlle »
a216 TAATAAGCTA TTCTAGICTC GTAGCTCAGC TGGTTAGAGC GCTACACTGA TAATGTAGAG GTCGGCAGIT CGAGTCTGCC

- ATACACTAA

<« tRNA Ala »
a216 CTAATCTCTA CAATCTAATT ACTATAAGCT AGTATTAGGG GGATTAGCTC AGITGGCTAG AGCGCTTGCC TTGCACGCAA

Q410 . . e e
ALL e e
Q4T e e LT A
Q46T . e e CAT T....... AT ...... -- TTA.C.C A
Q469 .. e e CAT T....... AT ...... -- TTA.C.C A
Q462 . e e CATG...... AT ...... -- TTA.C.C A
A50 L. e e CATG...... AT ...... -- TTA.C.C A
a216 GGAATCAAGT TGATA----- - - AAACACTT ATCAATTCCG ATTCACAAA- - GTTCATTGA CATATTGGTA AAATGATATC
ad10 ... e E L
all .......... ... . ----- B e e e e e
ad7 A ...... T e L T, . ..G..T- -
a467 C. GATT ..C..CAAGT TT...T.... G..GGG. .C.GCCAC ........ i
a469 C. GATT ..C..CAAGT TT...T.... G..GGG. .C.GCCAC ........ i
a462 C. GATT ..C..CAAGT TT...T.... G..GGG. .C.GCCAC ........ i
a50 C. GATT .C..CAAGT TT...T.... G..GGG. .CGECCAC ........ ...
a216 GTAAAGAAAT CAAGATAGAG AAGTTAAATT AATATTTAAC AACAATATTT TTATAAAAAT AA- TAATTAT
AA10 .. e e
AL L e e LI
AT e e e EI
ad67 ... P EI
ad69 ... P EI
Ad62 .. e TC TCGGA. . ... it e AL
A50 L e e EI
23S »
a216 TTCTAAATAG CAATATTTAG AGCAAAAAGT ACAATAAGCT AAATAAGGGC GTATGGCGG

Figura 57. Alineamiento de la region ITS1 de las distintas cepas de 7. soleae aisladas en este trabajo. El extremo 3’
del gen ARNr 168, el 5’ del gen ARNr 23S, y los genes tRNA presentes se muestran en gris. Los puntos indican
identidad nucleotidica mientras que los guiones representan delecciones con respecto a la secuencia representativa.
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< 16S
FN646588 a417 CACCTCCTTA TACGATGATT AYTCACGATG AGTGTCCACA CAGATTGATA GTTCACAAGC GCAAGCTTGT AGCTAACATA
FNGAG589 ad21 .. ... ... . .. o o s
FN646584 a91 .......... .......... LG s
FN646590 a459 .......... .......... LG s
FN646579 a20 .......... .......... LG o s
FN646582 a82 .......... .......... P
FN646587 al06 .......... .......... P
FN646581 a30 .......... .......... P
FN646580 a26 .......... .......... P
FN646578 al0 .......... .......... e
FN646577 a9  .......... .......... e
DQ095212 ... LG AL
DQD95213 ... LG AL
FN646588 a417 GCTCTTTAAC AATTTGGAAA GCTGACAAAA CAAM - ---- ----- MATTT AVKG- ---TT GITTGTAAAG TTCTCAATGT
FN646589 a421 .......... .......... i, B R T e
FN646584 a91 .......... ....... ... ..o N R AA L L TT -
FN646590 a459 .......... ... ... . ... ..., B R AA L L TT -
FN646579 a20 .......... .. ... ... i ... TCCTTGT CTTTAAA AG . TA GAGA. . ... ....... ...
FN646582 a82 .......... .......... ..o N R AA L L TT -
FN646587 al06 .......... .......... .......... R o R AALL LT ---- 0 e
FN646581 a30 .......... .......... ... .. ..., R o R AAL L LT ---- 0 e
FN646580 a26 .......... .......... ... ... ..., R o R AAL L LT ---- 0 e
FN646578 al0 .......... .......... ... ... ... R o R AAL L LT ---- 0 e
FN646577a9  .......... ... Lo, R o R AAL L LT ---- 0 e
DQ095212 ... o R o R AAA . L TT. ---- 0 e
DQ095213 ... A e R R Co.. AGA----.. L e A .
FN646588 a417 TTGTCTTTAT GACAAACACC AATACAACAC ATTCAAGTGT TCTTGGA--- -----=-=-=--- ------ ATTT GAGTCCGGCA
FNG646589 ad2l .......... ... ... ... o e R L E LT e e
FN646584 a9l .......... ... .. ... o e R L E LT e e
FNG646590 a459 .......... ... ... o e R L E LT e e
FNB46579 @20 . ......... .. e e e S e —eee-- e
FN646582 a82 ......... C o e S e —eee-- e
FN646587 al106 ......... C o e S e —eee-- e
FN646581 a30 ......... C o e S e —eee-- e
FN646580 a26 ......... C o e S e —eee-- e
FN646578 al0 . ......... .. e e e S e —eee-- e
FNB46577 a9 ... .. .. . e e e S e —eee-- e
DQ095212 ... LA S e —eee-- e
DQ095213 A-. . AL TGAT. .T.. - e GITT TGCGAAAGCA AAACAT. ... ..........

FN646588 a417 AAATCGAG - --- TCTGCAT CATGTATAAA AATTGCAGAC AACTTTGGTG ACTTGITCAT CAACTCGAAA CTCCTTCGGG
FN646589 a421 ........ e e e e e e e e e e e

FN646584 a91 ........ il
FN646590 a459 ........ il
FN646579 a20 ........ il
FN646582 a82 ........ il
FN646587 al06 ........ il
FN646581 a30 ........ il
FN646580 a26 ........ il
FN646578 al0 ........ il
FN646577 a9  ........ il
DQ95212 ........ e CToALT
DQ95213 ....... AAG CTA...CGC. ...TC. A T. .TGA ATAG ......... TGL.AA.T. .. T ...
23S »
FN646588 a417 TTGTATGGTT AAGTGA
FN646589 @421 .......... ......
FN646584 a91 .......... ......
FN646590 @459 .......... ......
FN646579 @20 .......... ......
FN646582 a82 .......... ......
FN646587 al06 .......... ......
FN646581 a30 .......... ......
FN646580 a26 .......... ......
FN646578 al0 . ......... ......
FN646577 a9  .......... ......
DQO95212 ... .
DQO95213 ... .l

Figura 58. Alineamiento de la region ITS1 de cepas de V. harveyi aisladas en este trabajo junto con los dos tipos de
ITS1° encontrados en la cepa de referencia Vibrio harveyi CGMCC 1.1593 (tipo 1, secuencia con niimero de acceso
DQ095212; tipo 2, DQ095213). El extremo 3’ del gen ARNr 168S y el extremo 5° del gen ARNr 23S se muestran en
gris. Los puntos indican identidad nucleotidica mientras que los guiones representan delecciones con respecto a la
secuencia representativa. Las posiciones indeterminadas corresponden a K=G/T, M=A/C, W=A/T, Y=C/T.
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que la clonacién y secuenciacion de las dos bandas de amplificacion principales de la cepa al06
dio como resultado secuencias similares, por lo que habria que determinar si la aparicion de
varias bandas pueda deberse a otras causas, como configuraciones secundarias del ADN.

Las cepas de P. damselae presentaron asimismo dos bandas de amplificacion, de las
cuales se purificd y secuenci6 la de menor tamafio. En todos los casos se trata de ITS1 de clase
ITS1°, de 350 pb, con una similitud entre si del 99,7-100%. No presentan bloques de secuencias
diferentes, perteneciendo a un tnico tipo. Estas secuencias fueron comparadas con los ITS1°
descritos por Osorio et al. (2005) para cuatro cepas de P. damselae, dos pertenecientes a la
subespecie piscicida (ATCC 29690 y DI21) y dos a la subespecie damselae (ATCC 33539 y
RG-91). De estas, la ATCC 29690 es similar a las cepas del fenon G321 (99,7-100% similitud),
diferenciandose las demas en la composicion de bloques de secuencias (Figura 59), y
presentando porcentajes de similitud mas bajos (93,1-93,4% en el caso de la DI21 y del 83,3-
83,7% las cepas de la subespecie damselae). La presencia de otras bandas de amplificacion
probablemente se deba a la existencia de otras clases de ITS1, ya descritas en otras cepas de P.
damselae (Osorio et al. 2005).

Las cepas de P. baetica mostraron una uUnica banda de amplificacion que fue
secuenciada directamente. Las secuencias ITS1 obtenidas corresponden a un tUnico tipo,
perteneciente a la clase ITS1™, tienen una longitud de 592 pb y son practicamente idénticas,

mostrando un porcentaje de similitud entre si del 99,2-100%.

La estructura secundaria de los genes tRNA encontrados en las secuencias de 7. soleae,
T. maritimum y P. baetica se muestra en la Figura 60. En todos los casos presentan la tipica
estructura en forma de “hoja de trébol” y presentan un brazo extra corto, perteneciendo a la
clase 1 de tRNAs. Los tRNA"™ mostraron en todos los casos una longitud de 74 pb y el
anticodon GAT. Los de T. soleae y T. maritimum son similares, pero muestran diferencias con
los de P. baetica en 18 nucledtidos, la mayor parte de ellos situados en el brazo aceptor (10) y el
brazo anticodon (6) del tRNA. Los tRNA*" tienen una longitud de 74 pb en las cepas de T.
soleae y T. maritimum, y de 73 pb en las de P. baetica, siendo en todos los casos el anticodon
TGC. También en este caso los de 7. soleae y T. maritimum son similares (se diferencian
unicamente en una base, en el brazo D), pero se diferencian de los de P. baetica en 13

nucleotidos (6 de ellos en el brazo aceptor).

- Analisis filogenético basado en las secuencias ITS1

Para el analisis filogenético de los fenones basado en la region ITS1, se utilizaron las
especies mas cercanas de acuerdo al programa BLAST, asi como cepas de referencia que no

presentaban secuencias publicadas en la base de datos GenBank, utilizdndose en todos los casos
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< 16S
FN646575 a319 CACCTCCTTA CAAAAAAGAC TGCGTTTTAC GCAGTGTCCA CACAGATTGC TTGGTGAAAT GGTTTTAGAA ATAGCAAAAG
AJ274378 2
FN646574 a316 .......... .......... T A
FNGAGS576 @321 . ... ... .. . o o o s
AJ274375 2
AJ274377 2
AJ274376 2

FN646575 a319 TGCTAATGAA TAACATAAGT TATTGATTAA CGCTTTTGCG TTATGCTCTT TAACAATCTG GAAAGCTGAC TAGTAAATTC
AJ274378 I
FNBAB574 @316 ... ..o i i e e e e e
FNBAB576 @321 ... ... i e e e e e e
AJ274375 i e e T e e
AJ2TA3TT e e e e e e
AJ27TA437T6 e e e e e e

FN646575 a319 AATCGAATGA TTGATTTATT TTAAGITTTT ATCGAAAGAT AAAAACGAGT TCTCAAAACA AACACATTCA AGTGTICTTGT
AJ27A43T8 e e e e e e
FNBAB574 @316 ... ...t i i e e e e e
FNBAB576 @321 ... ... . . i e e e e e
AJ27A3T5 e e e e e
AJ274377 A s G e
AJ27TA3T6 e e e e e

FN646575 a319 GITTTTTGYC TTCACTTTTT AAAAGTGAAA GCAAATAGTG AGTCCGGCGA AMCAACGTCT ATCACAACTC AGATAGACAA

AJ274378 . -emeeeee meeeeeeee cecceccee eeene AA AL

FN646574 a316 ........ T N e

FN646576 a321 ........ T e e

AJ274375 ... .. T e R LR LR .C...A -

AJ274377 A R L AA R LR LR .C...A-..

AJ274376 ........ T e AL
23S »

FN646575 a319 CCTTGGITGT TGAGCCATAC GAAACCTCTT GGGGITGTAT GGTTAAGTGA

AJ274378 ... CTGAA L Il

FNB46574 @316 . ......... .ttt e e e

FNB4B576 @321 . ......... . e e e

AJ274375 ... T oo AL oo Il

AJ27A43TT e e e Il

AJ274376 e e e 2

Figura 59. Alineamiento de la region ITS1 de las cepas de P. damselae subsp. piscicida junto con las secuencias
publicadas para las cepas P. damselae subsp. piscicida DI21 y ATCC 29690 (numeros de acceso AJ274375 y
AJ274376, respectivamente) y P. damselae subsp. damselae ATCC 33539T y RG91 (AJ274377 y AJ274378
respectivamente). El extremo 3’ del gen ARNr 16S y el extremo 5’ del gen ARNr 23S se muestran en gris. Los
puntos indican identidad nucleotidica mientras que los guiones representan delecciones con respecto a la secuencia
representativa. Las posiciones indeterminadas corresponden a M=A/C, Y=C/T.

secuencias ITS1 de la misma clase. En la Tabla 72 se muestran los porcentajes de similitud
entre cepas representativas de los distintos fenones, pudiendo observarse que las secuencias

ITS1 permiten una facil discriminacion interespecifica.

El analisis de la region ITS1 situo las cepas de T. soleae y T. maritimum dentro del
género Tenacibaculum, diferenciandolas facilmente de especies relacionadas pertenecientes a
otros géneros de la familia Flavobacteriaceae. La cepa T. soleae a47 mostrd6 como cepas mas
proximas a T. ovolyticum LMG 13025 (85,2% similitud), Tenacibaculum sp. a3 (79,1%),
Polaribacter sp. a502 (72,3%), T. maritimum a523 (71,9%), Flavobacterium columnare 1AM
1430 (65,7%), Flavobacterium johnsoniae ATCC 17061 (65,5%) y Flavobacterium
branchiophilum ATCC 35035 (65,3%), mostrando otras cepas valores por debajo del 65%. La
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Figura 60. Representacion de la estructura secundaria de los tRNAs presentes en la region ITS1 de T. soleae a47 (1,
tRNA'™; 2, tRNAA®), T, maritimum a523 (3, tRNA'"; 4, tRNA*®) y P. baetica a390 (5, tRNA'; 6, tRNAA).

193



Resultados

Tabla 72. Porcentajes de similitud entre las secuencias ITS1™ y ITS1° de cepas representativas de las especies
patogenas encontradas en peces planos cultivados 7. soleae (a47, a216, a462, a469), T.maritimum (a274, a523), V.
harveyi (a20, a91), P. damselae subsp. piscicida (a321) y P. baetica (a390). A efectos comparativos se incluyeron
también las cepas Tenacibaculum sp. a3, Polaribacter sp. a502 y Psychrobacter sp. a328. Excepto para las cepas a20,
a91 y a321, todas las secuencias son de clase ITS1'.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

FN646550 a47
FN646551 a2l6 97,3

FN646555 a462 91,3 914

FN646557 2469 92,1 92,6 975

FN646558 a274 70,2 71,2 71,6 69,6

FN646562 a523 719 734 733 723 978

FN646563 a3 79,1 80,0 794 80,1 72,5 73,7

FN646565 a502 723 735 71,3 71,0 752 76,2 73,0

FN646572 a328 52,2 522 51,5 51,1 483 488 52,2 493

10. FN646567 a390 54,4 53,7 54,5 550 49,2 49,7 546 51,0 544

11. FN646579 a20 32,5 324 32,6 322 360 359 334 395 356 356

12. FN646584 a91 32,0 324 32,6 322 340 33,6 32,8 373 33,6 341 935

13. FN646576 a321 39,1 398 394 393 405 414 383 435 399 375 549 551
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cepa 7. maritimum a523 mostrdé unos resultados parecidos. La cepa mas cercana fue T.
ovolyticum LMG 13025 (76,8%), seguida de Polaribacter sp. a502 (76,2%), Tenacibaculum sp.
a3 (73,7%) y T. soleae a469 (72,3%), mostrando otras especies valores de similitud por debajo
del 65%.

El arbol filogenético construido a partir de estas secuencias se muestra en la Figura 61.
Las cepas pertenecientes a una misma especie aparecen claramente agrupadas entre si y
diferenciadas de las demas (valores de bootstrap de 79-100), pero muestran también variaciones
intraespecificas significativas. Las mas importantes se dan entre las cepas de T. soleae, que
forman dos clados principales, correspondientes a los dos tipos de ITS1 encontrados, dandose
variaciones también dentro de estos. Estas variaciones no parecen, sin embargo, tener relacion
ni con el serotipo (las cepas a47 y a469 pertenecen al mismo serotipo pero presentan ITS1 de
distinto tipo) ni con el brote o hospedador a partir del cual fueron aisladas las cepas (las cepas
a47 y a50 fueron aisladas en el mismo muestreo pero presentan ITS1 de distinto tipo).

En T. maritimum, las dos cepas pertenecientes al serotipo O1 (a274 y a388) forman un
clado aparte, aunque seria necesario analizar mas cepas para determinar si esta relacion es

debida al azar o no.

Las secuencias ITS1 obtenidas a partir de las cepas de V. harveyi mostraron ser
similares a las descritas para otras especies proximas como V. parahaemolyticus y V.
alginolyticus, no siendo por tanto de utilidad para la diferenciacion de este grupo de especies.
La cepa V. harveyi a91 mostro alta similitud con V. alginolyticus 11ID950 (ITS1 tipo 2, 99,0%),
V. parahaemolyticus ATCC 178021 (98,6%), V. harveyi CGMCC 1.1593 (ITS1 tipo 1, 97,5%),
V. campbellii ATCC 25920 (93,9% similitud), V. splendidus ATCC 33125 (ITS1 tipo 3, 92,1%)
y V. furnissii CGMCC 1.1612 (81,0%). Las cepas mas cercanas, pertenecientes a otros géneros

de la familia Vibrionaceae, fueron Listonella anguillarum NCIMB 829, Aliivibrio logei IAM
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a9 | FN646556 Tenacibaculum soleae a467

FN646557 Tenacibaculum soleae a469
FN646554 Tenacibaculum soleae a50
45 FNe46s55 Tenacibaculum soleae 2462
FN646550 Tenacibaculum soleae ad7
FN646547 Tenacibaculum soleae all
FN646551 Tenacibaculum soleae a216
FN646553 Tenacibaculum soleae a410
FN646564 Tenacibaculum ovolyticum LMG 13025
79 FN646563 Tenacibaculum sp. a3
FN646562 Tenacibaculum maritimum a523

3 FN646558 Tenacibaculum maritimum a274
100 1900['L Fneassse Tenacibaculum maritimum a388
E?h FN646560 Tenracibaculum maritimum a443
13 54| FNG46561 Tenacibaculum maritimum ad461
FN646565 Polaribacter sp. a502
EU014570 Chryseobacterium indologenes ATCC 29897

o 4,— EU014576 Elizabethkingia meningoseptica ATCC 33953
0 100 'EV014568 Elizabethkingia meningoseptica ATCC 13254

100 — AY661854 Capnocytophaga cynodegmi CIP 103937
L Avesiss3 Capnocytophaga canimorsus CIP 103936
74, AB031219 Flavobacterium columnare ATCC 49513

i1 100 rL AY754372 Flavobacterium columnare ATCC 23463
‘ABOSOMB Flavobacterium columnare 1AM 14301
AY753069 Flavobacterium branchiophilum ATCC 35035

97 ’—
P AY753068 Flavobacterium hvdatis ATCC 29551
wB AY753070 Flavobacterium johnoniae ATCC 43622
56 AYT53067 Flavobacterium johnsoniae ATCC 17061
EFe67142 Cellulophaga fucicola ATCC 700863

37 EF667121 Cellulophaga baltica ATCC 700862
AY116919 Aeromonas hydrophila ATCC 7966

—_—
iR

Figura 61. Arbol filogenético basado en las distancias genéticas de las secuencias de la regién ITS1 de las cepas de T
soleae, T. maritimum y especies relacionadas. Todas las secuencias utilizadas son de clase ITS1"™. La secuencia de
Aeromonas hydrophila fue incluida como outgroup. Los nimeros en los nudos indican los niveles de bootstrap con
1000 replicas.

14405, Photobacterium damselae subsp. piscicida ATCC 17911 y Salinivibrio costicola ATCC
33508, todas con valores mucho mas bajos (66,3%, 69,6%, 64,7% y 58,5%, respectivamente).
No obstante se dieron grandes diferencias dependiendo del tipo de ITS1 analizado, tanto
si proviene de distintas cepas de una especie como son de una misma cepa. Asi, por ejemplo, la
cepa V. alginolyticus 1ID950 muestra cuatro tipos de ITS1°, con valores de similitud con la cepa
a91 de 86,7%, 99,0%, 98,6% y 77,3%, respectivamente; mientras que los de las cepas V.
alginolyticus PD2 y CGMCC 1.1833 presentan valores de 79,8% y 49,5%, respectivamente.
Resultados similares se obtuvieron con los ITS1 de V. splendidus ATCC 33125. El tipo
3 muestra una similitud del 92,1%, mientras los tipos 1, 2 y 4 presentan valores de solo el 48,9-

55,8%. En la Figura 62 se muestra el arbol filogenético construido a partir de estas secuencias.
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FN646582 Vibrio harveyi a82
g4| FNG46580 Vibrio harveyi a26
FN646587 Vibrio harveyi al106
'Fnea6581 Vibrio harveyi a30
FN646577 Vibrio harveyi a9
FN646578 Vibrio harveyi al0
57| AF429304 Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802
5{0\8041853 Vibrio parahaemolyticus [FO 12711
ss| AB255709 Fibrio alginolyticus 11D950 (1TS1 tipo 2)
aB2s5710 Vibrio alginolyticus 11D950 (ITS1 tipo 3)
21 | FNe46588 Vibrio harveyi a417
6| FN646589 Vibrio harveyi a421
1L Fneass7e Vibrio harveyi a20
19| |FN646584 Vibrio harveyi a91
(b3l FNB46590 Vibrio harveyi a459
—DQ095212 Vibrio harveyi CGMCC 1.1593 (ITSI tipo 1)
AB255728 Vibrio orientalis ATCC 33934
EE;EAB%STQS Vibrio nereis 1AM 14407
97 L aB25s727 Vibrio ordalii ATCC 33509
——— DQo95210 Vibrio furnissii CGMCC 1.1612
AF412990 FVibrio campbellii ATCC 25920 (ITS1 tipo 1)
- DQ095213 Vibrio harveyi CGMCC 1.1593 (ITSI tipo 2)

ma
]

()

el w1, AF412997 Fibrio campbellii ATCC 25920 (ITS1 tipo 2)
62 | AF413023 Vibrio splendidus ATCC 33125 (ITS1 tipo 3)
5 | AB255708 Vibrio alginolyticus 11D950 (ITS1 tipo 1)

9
4 L AY801670 Vibrio alginolyticus PD2
AB255711 Vibrio alginolyticus 11D950 (ITS1 tipo 4)

a1 1 AB255737 Vibrio tubiashii ATCC 19109 (ITSI tipo 2)
{ AB255736 Vibrio tubiashii ATCC 19109 (ITS1 tipo 1)
AB255726 Vibrio nigripulchritudo ATCC 27043
AF413019 Aliivibrio salmonicida ATCC 43839
AB255729 Listonella pelagia ATCC 25916

—r AF413021 Vibrio splendidus ATCC 33125 (ITS1 tipo 1)
quF413024 Vibrio splendidus ATCC 33125 (ITS1 tipo 4)
Ara13022 Vibrio splendidus ATCC 33125 (ITS1 tipo 2)
(AY245210 Vibrio alginolyticus CMCC 17700

95
3

J— AB255738 Vibrio vulnificus ATCC 33148
23

|

a7

98
96

99
60

93 L AY245204 Vibrio alginolyticus CGMCC 1.1833
AF478109 Bacillus lentus ATCC 10840

—
0

Figura 62. Arbol filogenético basado en las distancias genéticas de las secuencias de la region ITS1 de las cepas de V.
harveyi y especies relacionadas. Todas las secuencias utilizadas son de la clase ITS1°. La secuencia de Bacillus lentus
fue incluida como outgroup. Los numeros en los nudos indican los niveles de bootstrap con 1000 replicas.

Las cepas obtenidas en este trabajo aparecen agrupadas con secuencias de V. parahaemolyticus

y V. alginolyticus y muy proximas a las publicadas para V. harveyi, pero no es posible

discriminar las cepas de estas tres especies. Entre las aisladas en este trabajo, las cepas a26, a30,
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a82 y al06, diferenciables bioquimicamente de las demas por ser sacarosa negativas, forman un

clado aparte, pero con valores de bootstrap no significativos (Figura 62).

Las secuencias ITS1 de las cepas de P. damselae subsp. piscicida coincidieron con
algunas de las publicadas previamente para esta especie. La cepa P. damselae a321 mostrd
como cepas mas proximas a P. damselae subsp. piscicida ATCC 29690 (100% similitud), P.
damselae subsp. damselae RG91 (88,3%), P. profundum SS9 (81,5%) y P. phosphoreum CIP
102511 (79,8%). Cepas pertenecientes a otros géneros de la familia Vibrionaceae como V.
splendidus ATCC 33125, A. salmonicida ATCC 438391 y S. costicola ATCC 33508 mostraron
valores de similitud mucho mas bajos (54,9%, 63,1% y 59,7% respectivamente). También en
este caso se dieron importantes diferencias entre cepas de una misma especie. Asi, mientras que
P. phosphoreum CIP 102511 muestra una similitud de casi el 80% con la cepa a321, en el caso
de la P. phosphoreum 1AM 1440 este valor es de solo el 55,7%. El arbol construido a partir de
estas secuencias se muestra en la Figura 63. Las cepas obtenidas en este trabajo se agrupan
claramente con las de P. damselae, observandose ademas diferencias intraespecificas claras, ya
que forman, junto con P. damselae subsp. piscicida ATCC 29690, un clado aparte de otras

cepas de ambas subespecies.

FNB46576 Photobacterium damselae subsp. piscicida a321
FNB46574 Photobacterium damselae subsp. piscicida a316
FN646575 Photobacterium damselae subsp. piscicida a319
AJ274378 Photobacterium damselae subsp. piscicida ATCC 29690
AJ274375 Photobacterium damselae subsp. piscicida D121
AJ274378 Photobacterium damselae subsp. damselae RG91
AR74377 ‘Photobacterium damselae subsp. damselae ATCC 33539
n L CR378674 Photobacterium profundum SS9
AY779760 Photobacterium phosphoreum CIP 104260
i 4%|_7EAY??975? Photobacterium phosphoreum CIP 102511
93 L AB255705 Photobacterium phosphoreum 1AM 14401
AF413024 Vibrio splendidus ATCC 33125 (ITSI tipo 4)
r AF413019 Aljivibrio salmonicida ATCC 43839
100 L AB255723 Aliivibrio logei 1AM 14405
AB255735 Vibrio tapetis NCIMB 13622
DQ095213 Fibrio harveyi CGMCC 1.1593 (ITSI tipo 2)
DQ095210 Vibrio furnissii CGMCC 1.1612 (ITS1 tipo 1)

Wl
51 DQ095212 Fibrio harveyi CGMCC 1.1593 (ITS1 tipo 1)
AF478100 Bacillus lentus ATCC 10840

95

—
0.1

Figura 63. Arbol filogenético basado en las distancias genéticas de las secuencias de la region ITS1 de las cepas de P.
damselae y especies relacionadas. Todas las secuencias utilizadas son de la clase ITS1°. La secuencia de Bacillus
lentus fue incluida como outgroup. Los nimeros en los nudos indican los niveles de bootstrap con 1000 replicas.
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Por lo que respecta a las cepas de P. baetica, las secuencias ITS1 obtenidas se
diferencian claramente de las publicadas hasta el momento para otras especies del género
Pseudomonas. La secuencia obtenida para la cepa P. baetica a390 muestra como cepas mas
proximas a P. tolaasii LMG2342 (84,5% similitud), P. fluorescens LMG1794 (83,1%), P.
marginalis CCUG 51507 (83,1%), P. reactans ATCC 14340 (82,4%) y P. migulae
CCUG43165 (79,7%). Los patogenos de peces P. anguilliseptica CECT 899 y P. putida ATCC
8209 muestran valores de similitud del 71,3% y 71,1%, respectivamente. En la Figura 64 se
muestra el arbol filogenético construido a partir de estas secuencias. Las cepas de P. baetica

quedan claramente agrupadas, formando un clado aparte de las demas especies.

Por ultimo, la utilidad de los genes tRNA encontrados fue nula en lo que a
diferenciacion a nivel de especies se refiere, ya que en la mayoria de los casos las especies de un
mismo género, ¢ incluso entre géneros de una misma familia, comparten genes tRNA similares,

dandose por regla general diferencias importantes inicamente entre especies de distinta familia.

7 FN646567 Psendomonas baetica a390
5| 648571 Pseudomonas baetica a399
FN646570 Pseudomonas baetica a398
enea6568 Psendomonas baetica a391
I FNB46569 Pseudomonas baetica a393
- —|— AF364307 Pseudomonas tolaasii LMG 2342
—— AJ279243 Pseudomonas agarici LMG 2112
. {AF127588 Pseudomonas fluorescens LMG 1794
9z L AF127590 Pseudomonas reactans ATCC 14340
%8 || — FN645163 Pseudomonas marginalis CCUG 51507
L AF127585 Pseudomonas fluorescens LMG 5939
FNe45164 Pseudomonas migulae CCUG 43165

w

DQ023307 Pseudomonas graminis DSM 11363
AJ279240 Pseudomonas chlororaphis DSM 50083
AM489491 Pseudomonas avellanae BPIC 710
EU009174 Pseudomonas syringae LMG 5075
DQ095208 Pseudomonas putida ATCC 8209
—— FN646566 Pseudomonas anguilliseptica CECT 899
EU014574 Pseudomonas mendocina BCRC 10458
w0 L Au279245 Pseudomonas pseudoalcaligenes ATCC 17440
AJ279238 Pseudomonas balearica DSM 6803
37 AJ251909 Pseudomonas stutzeri DSM 50238
AY684792 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
EU014580 Pseudomonas alcaligenes ATCC 55044

87 AR51902 Pseudomonas stutzeri ATCC 17587
AY11691¢ Aeromonas hydrophila ATCC 7966

54

—_—
01

Figura 64. Arbol filogenético basado en las distancias genéticas de las secuencias de la region ITS1 de las cepas de P.

baetica y especies relacionadas. Todas las secuencias utilizadas son de la clase ITS1'. La secuencia de Aeromonas
hydrophila fue incluida como outgroup. Los niimeros en los nudos indican los niveles de bootstrap con 1000 replicas.
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= Desarrollo de un protocolo de identificacion y deteccion de Tenacibaculum soleae
mediante PCR

- Diseno de cebadores y optimizacion del protocolo de PCR

Para el disefio de cebadores especificos se utilizaron secuencias del gen ARNr 16S y de
la region ITS1, tanto las obtenidas en este trabajo como aquellas publicadas previamente en la
base de datos GenBank, principalmente para especies de la familia Flavobacteriaceae. Estas
secuencias fueron alineadas con el programa Clustal W y examinadas en busca de regiones de
variabilidad y similitud entre las diferentes especies y cepas. Basandose en estas comparaciones,
se escogieron dos regiones variables para el disefio de una pareja de cebadores especificos de T.

soleae, que se indican a continuacion:

Primer directo (20 nucledtidos): G47F  5’-ATGCTAATATGTGGCATCAC-3’

Primer reverso (22 nucleotidos): G47R  5’-CGTAATTCGTAATTAACTTTGT-3’

La situacion relativa de estos dos cebadores se indica en la Figura 65. El primer directo
se disefio en el inicio del gen ARNr 16S, en una zona con alta variabilidad en el género
Tenacibaculum, mientras que el reverso se disefio al inicio de la regién ITS1, entre los tRNA™ y
tRNA*". Ambos cebadores flanquean una region de 1555 pb.

Para los ensayos de optimizacion del protocolo de PCR se utilizé el ADN extraido de la
cepa T. soleae a47 (1 y 100 ng por tubo de reaccidén) y un termociclador con gradiente de
temperatura, ensayandose 11 temperaturas de hibridacion (“annealing”) diferentes, de entre 40 y
60°C. Todas las temperaturas ensayadas permitieron la amplificacion de la banda de 1555 pb,
aunque las temperaturas optimas fueron de 46,7-57,1°C. El nimero de ciclos ensayados fue de
35-45, y aunque se obtuvieron buenos resultados con 35 ciclos, finalmente se seleccionaron 45
para aumentar la sensibilidad en vistas a su utilizacion con muestras que no fueran cultivos
puros bacterianos.

Las condiciones de amplificacion finalmente utilizadas fueron las siguentes:

Desnaturalizacion inicial 94 °C 5 min
Desnaturalizacion 94 °C 1 min

45 ciclos  Hibridacion 57°C 45s
Elongacién 72 °C 1 min

Elongacion final 72 °C 5 min
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16S ITS1 23S
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Figura 65. Representacion esquematica de un operéon ARNr de 7. soleae, mostrando la localizacion relativa de los
cebadores G47F y G47R, representados por flechas. El primer directo fue disefiado al principio del gen 168,
correspondiendo a los nucledtidos 137-156 de la secuencia con niimero de acceso AM989478. El primer reverso se
diseflo en la region ITS1, entre los dos genes tRNA presentes, y se corresponde a los nucledtidos 193-214 de la
secuencia FN646550.

- Especificidad v sensibilidad

La especificidad de los cebadores disefiados se determind experimentalmente con
cultivos puros de 9 cepas de 7. soleae, aisladas de tres especies hospedadoras distintas e
incluyendo la cepa tipo, y con 81 cepas de especies filogenéticamente relacionadas y no
relacionadas, muchas de ellas patdgenas de peces y en su mayor parte recuperadas del medio
marino. Las cepas ensayadas se indican en la Tabla 7. Todas las cepas de T. soleae produjeron
la banda de amplificacion esperada de 1555 pb. En alglin caso aparecio también una banda
tenue de aproximadamente 750 pb, que no siempre fue visible. Las demas especies ensayadas
no mostraron ningn producto de amplificacion (Figura 66).

El limite de deteccion del ensayo de PCR, cuando se utilizO ADN puro de T. soleae
como diana, fue de 1 pg (equivalente a aproximadamente 1-30 células de acuerdo a Romalde et
al. 2004) en un volumen de reaccion de 50 ul. En algunos casos se llegaron a detectar
cantidades de hasta 100 fg de ADN, sin embargo en estos casos la banda de amplificacion fue
muy débil, y no siempre reproducible. En el extremo opuesto, las muestras con mayor
concentracion de ADN dieron resultados positivos, mostrando una cantidad 6ptima de ADN
molde de 2 ug-100 ng (Figura 67).

La sensibilidad del protocolo en presencia de ADN no diana se evalu6 utilizando las
mismas diluciones decimales de ADN diana que en el ensayo anterior, pero mezcladas con 1 g
de ADN de acedia sana o de una mezcla de varias bacterias marinas. El limite de deteccion en
este caso fue diez veces menor, como se observa en la Figura 68. No obstante el ensayo de PCR
fue capaz de detectar 10 pg de ADN de T. soleae en 1 ng de ADN no diana, o lo que es lo

mismo, 1 copia gendmica de T. soleae entre 10° copias de pez o de otras bacterias.
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A M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

1500 pb

750 pb

B M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

1500 pb

750 pb

Figura 66. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de PCR obtenidos utilizando los cebadores especificos
G47F y G47R, con ADN molde de 7. soleae y algunas de las especies utilizadas en los ensayos de especificidad. M:
marcador de peso molecular 1Kb ladder. A: lineas 1-8, cepas de T. soleae NCIMB 14368, all, a47, a50, a216, a410,
a462 y a467, respectivamente; lineas 9-19, Tenacibaculum sp. a3, T. ovolyticum LMG 13025, T. maritimum CECT
4276, Lg326 y a443, Polaribacter sp. a502, F. psycrophylum NCIMB 1947 y OSU THCO2-90, F. johnsoniae CECT
5015 y UW101, y F. marinotypicum CECT 578, respectivamente. B: lineas 1-16, T. soleae a469, Aeromonas
salmonicida subsp. salmonicida CECT 894, V. harveyi CECT 525, V. alginolyticus CECT 436, V. parahaemolyticus
CECT 511, V. campbellii CECT 523, V. tapetis CECT 4600, V. splendidus CECT 528, Aliivibrio fischeri CECT 524,
P. damselae subsp. piscicida CECT 5895, P. damselae subsp. damselae CECT 626, P. phosphoreum CECT 4192, P.
leiognathi CECT 4191, P. fluorescens CECT 378, P. putida CECT 385 y P. anguilliseptica CECT 899,
respectivamente. Los numeros a la izquierda indican tamailo en pares de bases en el marcador de peso molecular.
Solo las cepas de T. soleae muestran la banda esperada de 1555 pb.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 67. Limite de deteccion del protocolo de PCR con los cebadores G47F y G47R, determinado utilizando
distintas diluciones de ADN puro de T. soleae a47. M: marcador de peso molecular 1Kb ladder. Lineas 1 a 11: 3 pg,
2 pg, 1 pg, 500 ng, 100 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pgy 100 fg de ADN, respectivamente; linea 12, control
negativo.
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1500 ph

750 pb

Figura 68. Limite de deteccion del protocolo de PCR con los cebadores G47F y G47R, determinado mezclando 1 pg
de ADN extraido de higado de acedia (A) o de cultivos de varias especies bacterianas (B) con diluciones en base diez
de ADN de T. soleae a47, en un rango de 100 ng-100 fg. M: marcador de peso molecular 1Kb ladder. Lineas 1 a 7:
100 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 10 pg, 1 pgy 100 fg de ADN de T. soleae, respectivamente; linea 8, control negativo.

- Deteccion de T. soleae en tejidos de peces infectados naturalmente

Para determinar la utilidad del protocolo de PCR a la hora de detectar T. soleae a partir
de tejidos de peces infectados de forma natural se utilizaron muestras congeladas de peces
procedentes de los distintos muestreos realizados. Se utilizaron un total de 10 muestras, que se
detallan en la Tabla 73. En cuatro de estas muestras (muestras 8-11) la presencia de 7. soleae
habia sido confirmada previamente mediante cultivo en placa, mientras que las seis muestras
restantes (muestras 2-7) provienen de peces sospechosos de presentar la bacteria, por presentar
bacterias filamentosas en las lesiones o por la aparicion en placa de colonias inviables
morfologicamente similares a las de 7. soleae. Los resultados obtenidos con estas muestras se
recogen en la Figura 69. Las muestras con presencia confirmada del patogeno (8-11) mostraron
la banda de 1555 pb en todos los casos, pero con una intensidad baja, resultando apenas visible
en la muestra 8. Por el contrario las muestras de peces sospechosos de sufrir tenacibaculosis por
T. soleae (2-7) solo dieron positivo en la mitad de los casos, pero con bandas de mayor

intensidad.

Tabla 73. Muestras congeladas utilizadas en el ensayo de deteccion de T. soleae con los cebadores G47F y G47R a
partir de muestras de peces infectados de forma natural y resultados obtenidos.

Referencia Especie Edad Muestra  Referencia  Presencia de T soleae Resultado
muestra muestreo PCR
Muestra 2 Acedia Alevin Ulcera A2-SE1 Presencia de bacterias filamentosas en aleta caudal. +

Colonias en placa similares a las de 7. soleae que
no fueron viables

Muestra 3 Acedia Juvenil  Ulcera A3-BI10 Presencia de bacterias filamentosas en tlceras. -
Muestra 4 Acedia Juvenil  Ulcera A3-BI10 Presencia de bacterias filamentosas en ulceras. +
Muestra 5 Acedia Juvenil  Ulcera A3-BI10 Presencia de bacterias filamentosas en ulceras. +
Muestra 6 Acedia Juvenil  Ulcera A3-BI10 Presencia de bacterias filamentosas en tlceras. -
Muestra 7 Acedia Juvenil  Ulcera A3-BI10 Presencia de bacterias filamentosas en ulceras. -
Muestra 8 Lenguado  Adulto  Higado  LA4-SE Crecimiento en placa de la cepa 7. soleae a410 )
Muestra 9 Rombo Adulto  Ulcera R4-BI Crecimiento en placa de la cepa T. soleae all +
Muestra 10 Acedia Juvenil  Ulcera A3-MA Crecimiento en placa de la cepa 7. soleae a462 +
Muestra 11 Acedia Juvenil  Rifdn A3-MA Crecimiento en placa de la cepa T. soleae a467 +
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1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12

1500 pb

750 pb

Figura 69. Resultados obtenidos en la PCR con los cebadores G47F y G47R y muestras de peces infectados de forma
natural. M: marcador de peso molecular 1Kb ladder. Linea 1, ADN puro de 7. soleae a47 (control positivo); lineas 2
a 11: muestras 2-11, indicadas en la Tabla 73, respectivamente; linea 12, control negativo.

= Desarrollo de un protocolo de identificacion de Tenacibaculum soleae, Tenacibaculum
maritimum, Vibrio harveyi, Photobacterium damsela y Pseudomonas baetica mediante
hibridacién RLB

- Diseno de sondas

El alineamiento de las secuencias de la region ITS1 y del gen ARNr 23S obtenidas en
este trabajo, junto con las recuperadas de la base de datos GenBank para otras especies y cepas,
mostré diferencias interespecificas que permitieron el disefio de sondas de ADN especificas
para los patogenos T. soleae, T. maritimum, V. harveyi, Photobacterium damsela y P. baetica,
cuyas caracteristicas se resumen en la Tabla 74.

Las sondas finalmente utilizadas tienen 20-26 nucleotidos, y muestran diferencias entre
si tanto en la temperatura de melting (de los 53,9°C de la sonda de T. soleae a los 65,7°C de la
de V. harveyi) como en el porcentaje de guaninas y citosinas (del 15% de la sonda de P.
damselae al 55% de la de P. baetica). A excepcion de la sonda de V. harveyi, todas fueron
disefiadas en la region ITS1. Las dirigidas contra 7. soleae y T. maritimum se sitian entre los
tRNA"™ y tRNA*", mientras que la dirigida contra P. baetica se sitia entre el gen ARNr 16S y
el tRNA™. En el caso de V. harveyi, como ya se ha visto, la region ITS1 no es util a la hora de
diferenciar esta especie de otras proximas como V. alginolyticus y V. parahaemolyticus, que
muestran secuencias similares. La sonda de V. harveyi fue, por tanto, disefiada en el gen ARNr
23S, en una zona variable que permite su diferenciacion de las dos especies mencionadas. Por
otro lado, no se encontraron diferencias en la region ITS1 que permitiesen la discriminacion de
las dos subespecies de P. damselae, por lo que la sonda disefiada detecta a ambas.

Para la optimizacion del protocolo se ensayaron varias temperaturas de lavado tras la
hibridacion, y distintas concentraciones de sonda, en un rango de 10 a 6400 pmol. La

temperatura de lavado finalmente utilizada fue 65°C. La cantidad de sonda utilizada en cada
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caso, de forma que todas las sondas produjesen una sefial de aproximadamente la misma

intensidad, se indica en la Tabla 74.

Tabla 74. Secuencias y caracteristicas de las sondas utilizadas en los ensayos RLB.

Sonda  Especificidad Secuencia (5°-37) Region  Posicion T % pmol °
diana (ntimero de “°C)*  GtC
acceso)
PG47 T. soleae CTAGAAACAAAGTTAATTACGAA ITS1 187-209 539 26 3.200
(FN646550)
PG443  T. maritimum AGGATTTTATAATCTGAATTTCAT ITS1 263-286 557 21 3.200
(FN646562)
PGI1 V. harveyi AACCGGCAACGCATWTAAAG ADNr 332-351 65.7 45 50
238 (FM956007)
PG321  P. damsela TGATTTATTTTAAGTTTTTATCGAAA ITS1 162-187 58 15 3.200
(FN646576)
PG390  P. baetica TGGTTAAGAGCAGGGTGAGG ITS1 122-141 64.1 55 50
(FN646567)

*Temperatura de melting proporcionada por el fabricante de acuerdo al método del vecino mas proximo.
°Cantidad en pmol de sonda aplicada en las ranuras, en 150 ul de NaHCO; 500 mM (pH 8.4).

- Especificidad v sensibilidad

La especificidad de las sondas disefiadas se determind experimentalmente utilizando
cultivos puros de 90 cepas de referencia o aislados, pertenecientes a las especies diana 7. soleae
(9 cepas), T. maritimum (9 cepas), V. harveyi (15 cepas), P. damsela (10 cepas) y P. baetica (6
cepas), y a especies no diana (41 cepas), en su mayor parte relacionadas ecoldgica o
taxonémicamente con las anteriores. Las cepas utilizadas se resumen en la Tabla 7.

Tanto las cepas de referencia como los aislados de cada una de las especies diana fueron
correctamente identificadas con el protocolo propuesto (Figura 70), mientras que las cepas de
las especies no diana dieron resultados inequivocamente negativos, a excepcion de la reaccion
cruzada entre la sonda de V. harveyi y el producto de PCR de V. campbellii CECT 523 (Figura
71). La secuenciacion del ADNr 23S de esta cepa mostré que las secuencias de ambas especies
son similares. Por otro lado, la sonda de V. harveyi dio resultados positivos con Photobacterium
sp. al85 con temperaturas de lavado tras la hibridacion de 42, 55 y 60°C, pero no con 65°C. La
secuencia diana encontrada en el gen ARNr 23S de esta cepa difiere de la de V. harveyi en solo
4 nucledtidos.

El limite de deteccion del protocolo, utilizando ADN puro de cepas diana (7. soleae ad7,
T. maritimum a443, V. harveyi a91, P. damsela subsp. piscicida a321 y P. baetica a390) fue de
100 pg en el caso de las sondas de T. soleae y T. maritimum (equivalente a 100-3000 células), 1
pg para la de V. harveyi (1-30 células) y de 10 pg para las de P. damselae y P. baetica (10-300
células) (Figura 72). Las sondas de estas dos ultimas especies detectaron en ocasiones

cantidades de 1 pg, pero este resultado no siempre fue reproducible. Por otro lado, la
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sensibilidad de las sondas de 7. soleae y T. maritimum permanecié inalterable cuando se

utilizaron temperaturas de lavado inferiores, de hasta 42°C.
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Figura 70. Resultados del ensayo de hibridacion RLB con las sondas PG47 (7. soleae), PG443 (T. maritimum), PG91
(V. harveyi), PG321 (P. damsela) y PG390 (P. baetica), con cepas de las especies diana. Las sondas estan aplicadas
en lineas horizontales y se indican a la izquierda. Las muestras se aplican perpendiculares a las sondas, mostrandose
como columnas verticales. Columnas 2-8: cepas de T. soleae NCIMB 143687, a47, a50, a467, a469, a410 y all,
respectivamente; columnas 12-17: cepas de 7. maritimum CECT 4276, Lg326, a274, a388, a443, a523; columnas 21-
27: cepas de V. harveyi CECT 5257, CECT 5156, Lgl23, al0, a82, a91, a417; columnas 31-36: cepas de P. damsela
CECT 5895, CECT 626", Lgl22, a316, a321, a356; columnas 40-42: cepas de P. baetica a390, a398, a600; columna
44: control negativo.

— Aplicabilidad en tejidos de peces infectados de forma natural

Para determinar la capacidad del protocolo propuesto de detectar los patdogenos
estudiados a partir de tejidos, se utilizaron muestras congeladas de 27 peces procedentes de
distintos muestreos, que se detallan en la Tabla 75. El nimero de muestras en que la presencia
del patogeno fue confirmada mediante cultivo o cebadores especificos fue de 7 para 7. soleae
(muestras 16-22), 4 para T. maritimum (muestras 22-25), 10 para V. harveyi (muestras 22 y 26-
34), 5 para P. damselae subsp. piscicida (muestras 35-39) y 2 para P. baetica (muestras 40-41).
Se incluyeron también las 3 muestras sospechosas de presentar 7. soleae que dieron negativo

con los cebadores especificos G47F y G47R. La mayor parte de las muestras de 7. soleae,
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Figura 71. Hibridacion RLB con las sondas PG47, PG443, PG91, PG321 y PG390, y algunas de las cepas no diana
utilizadas en los ensayos de especificidad. Columnas 2, 4, 6, 8 y 10: T. soleae a47, T. maritimum a443, V. harveyi a91,
P. damselae subsp. piscicida a321 y P. baetica a390 respectivamente, usadas como controles positivos; columnas 12-
42: T. ovolyticum LMG 13025, Tenacibaculum sp. a3, Polaribacter sp. a502, F. johnsoniae CECT 5015 y UW1017,
F. psychrophilum NCIMB 19477 y OSU THCO2-90, F. marinotypicum CECT 578", Aeromonas salmonicida subsp.
salmonicida CECT 894", V. parahaemolyticus CECT 5117, V. campbellii CECT 523", V. alginolyticus CECT 5217 y
CECT436, V. natriegens CECT 526", V. tubiashii CECT 4196", V. tapetis CECT 4600", V. splendidus CECT 528",
Aliivibrio fischeri CECT 524", Photobacterium sp. al85 y al97, P. leiognathi CECT 41917, P. angustum CECT
5690", P. phosphoreum CECT 41927, P. fluorescens CECT 378", P. putida CECT 385, P. anguilliseptica CECT
899", P. aeruginosa ATCC 27853, Psychrobacter sp. a328, Pseudoalteromonas sp. a220 y a250, y E. coli ATCC
25922, respectivamente; columna 44: control negativo. La inica reaccion cruzada no esperada se da entre la sonda de
V. harveyi y la cepa V. campbellii CECT 523" (columna 22).
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Figura 72. Limite de deteccion de las sondas utilizadas en la hibridacion RLB, determinado utilizando diferentes
diluciones de ADN puro de las especies diana (columnas) y diferentes concentraciones de sonda (lineas). A, sonda
PG47; B, sonda PG443; C, sonda PG91; D, sonda PG321; E, sonda PG390. Columnas 1-7: 100 ng, 10 ng, 1 ng, 100
pg, 10 pg, 1 pgy 100 fg de ADN, respectivamente. Lineas a-j: 10, 25, 50, 100, 200, 400, 800, 1600, 3200 y 6400
pmol de sonda en 150 pl de NaHCO; 500 mM, respectivamente.
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Tabla 75. Muestras congeladas utilizadas en el ensayo de deteccion de 7. soleae, T. maritimum, V. harveyi, P.
damselae y P. baetica mediante RLB a partir de muestras de peces infectados de forma natural y resultados obtenidos.

Referencia Especie Edad Muestra  Referencia Bacterias presentes Resultado RLB
muestra muestreo
Muestra 13 Acedia Juvenil  Ulcera A3-BI10 Posible 7. soleae + para V. harveyi
Muestra 14 Acedia Juvenil ~ Ulcera A3-BI10 Posible 7. soleae ! -
Muestra 15 Acedia Juvenil ~ Ulcera A3-BI10 Posible 7. soleae ! -
Muestra 16  Acedia Juvenil  Ulcera A3-BI10 T. soleae (PCR especifica positiva) +
Muestra 17 Acedia Juvenil  Ulcera A3-BI10 T. soleae (PCR especifica positiva) -
Muestra 18 Acedia Alevin  Ulcera A2-SE1 T. soleae (PCR especifica positiva) -
Muestra 19 Lenguado  Adulto  Higado  L4-SE T. soleae (a410)* -
Muestra 20 Rombo Adulto  Ulcera R4-BI T. soleae (all) -
Muestra 21 Acedia Juvenil  Rifién A3-MA T. soleae (a467) -
Muestra 22 Acedia Juvenil  Ulcera A3-MA T. soleae (a462), T. maritimum (a443), + para V. harveyi
V. harveyi (a450) y T. maritimum
Muestra 23 Acedia Juvenil  Ulcera A3-MA T. maritimum (a461) + para V. harveyi
y T. maritimum
Muestra24  Acedia Juvenil  Ulcera A3-SE1 T. maritimum (a274, a388) -
Muestra 25 Acedia Juvenil  Ulcera A3-SEI (2) T. maritimum (a523) -
Muestra26 ~ Acedia Adulto  Ulcera A4-Bl6 V. harveyi (a26) +
Muestra 27 Acedia Adulto  Ulcera A4-Bl6 V. harveyi (a30) -
Muestra 28 Acedia Juvenil  Ulcera A3-MA V. harveyi (a417) -
Muestra 29 Acedia Juvenil  Ulcera A3-MA V. harveyi (a426) +
Muestra30  Acedia Juvenil  Ulcera A3-MA V. harveyi (a455) +
Muestra 31 Acedia Juvenil Higado  A3-MA V. harveyi (a428) +
Muestra 32 Acedia Juvenil  Ulcera A3-MA V. harveyi (a457) +
Muestra 33 Acedia Juvenil  Ulcera A3-MA V. harveyi (a459) -
Muestra 34 Acedia Juvenil  Ulcera A3-MA V. harveyi (a433) +
Muestra 35 Lenguado  Adulto  Higado  L4-BIS P. damselae subsp. piscicida (a316) +
Muestra 36 Lenguado  Adulto  Higado  L4-BIS P. damselae subsp. piscicida (a335) +
Muestra 37  Lenguado  Adulto  Higado  L4-BIS P. damselae subsp. piscicida (a321) +
Muestra 38 Lenguado  Adulto  Rifién L4-BIS P. damselae subsp. piscicida (a319) +
Muestra 39 Lenguado  Juvenil Higado L3-UM P. damselae subsp. piscicida (a356) +
Muestra 40 Acedia Adulto  Higado  A4-BI6 P. baetica (a390, a391, a393) +
Muestra 41 Acedia Adulto  Higado  A4-BI6 P. baetica (a398, a399) +

TPresencia de bacterias filamentosas en las improntas de las tlceras; * En paréntesis se indican las cepas obtenidas a partir de estas muestras por
cultivo en placa.

T. maritimum y V. harveyi provienen de lesiones externas, mientras que las de P. damselae y P.
baetica vienen en su totalidad de 6rganos internos.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 73. La sonda disefiada contra T.
soleae reacciono Unicamente con 1 de las siete muestras confirmadas para esta especie (14%) y
con ninguna de las sospechosas. Por otro lado, ninguna de las muestras en las que el patdogeno
habia sido confirmado por cultivo dio positivo, siendo la muestra positiva una de las
confirmadas mediante la PCR con cebadores especificos. La sondas dirigidas contra T.
maritimum y contra V. harveyi reaccionaron con el 50% y 70% de sus correspondientes
muestras, respectivamente, no obstante la sonda de V. harveyi dio positivo también con dos
muestras en las que esta bacteria no habia sido detectada al realizar cultivos en placa. Las
sondas de P. damselae y P. baetica dieron resultados positivos con el 100% de sus respectivas
muestras. Por otro lado, cuando se realizo el ensayo utilizando como muestra ADN de acedia,
ninguna de las sondas mostro reacciones cruzadas.

Los resultados obtenidos muestran claramente que si bien el protocolo es util para la
identificacidon de cultivos bacterianos puros, no lo es para la deteccion de los patogenos a partir

de tejidos, al menos no para todos ellos, en las condiciones propuestas. La sonda de V. harveyi,
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a pesar de su alta sensibilidad con cultivos puros, reaccion6é positivamente solo con el 70% de
sus muestras, quizas debido a que la mayor parte de estas consistian en lesiones externas no
estériles en las que el resto de bacterias presentes competirian por los cebadores universales
utilizados durante la PCR. En el caso de las sondas de T. soleae y T. maritimum, los malos
resultados obtenidos probablemente se deban a esta misma circunstancia, unida al hecho, quizas
mas determinante, de tener una sensibilidad bastante menor. Las sondas de P. damselae y P.
baetica parecen por el contrario utiles para la deteccion a partir de tejidos, quizas debido a la
conjuncion de una alta sensibilidad y a la naturaleza de los 6rganos muestreados, por regla

general estériles.

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 338 440 4£2 «“
11 13 15 17 1% 21 23 25 27 29 31 35 33 37 39 41 43 4

PG4AT7

PG443

PG

PG321

PG390

Figura 73. Hibridacion RLB con los productos de PCR obtenidos a partir del ADN extraido de tejidos de peces
infectados de forma natural. Columnas 4-8: T. soleae a47, T. maritimum a443, V. harveyi a91, P. damsela a321 y P.
baetica a390, respectivamente, utilizados como controles positivos; columnas 13-41: muestras 13-41, indicadas en la
Tabla 75, respectivamente; columna 44, control negativo. Las muestras 13-15 provienen de peces sospechosos de
sufrir tenacibaculosis por 7. soleae; muestras 16-22, peces afectados por 7. soleae; muestras 22-25, peces afectados
por T. maritimum; muestras 22 y 26-34, peces afectados por V. harveyi; muestras 35-39, peces afectados por P.
damselae subsp. piscicida; muestras 40-41, peces afectados por P. baetica.
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= Contexto y objetivos

Durante los ultimos afos, la acuicultura ha alcanzado un desarrollo espectacular,
constituyendo el sector alimentario que crece con mayor rapidez y convirtiéndose en una
alternativa real a la pesca extractiva. Entre los retos que se deben afrontar para su desarrollo
futuro estan la investigacion del potencial de nuevas especies para el cultivo (diversificacion) y
la lucha contra una de las causas mas importantes de pérdidas economicas, las enfermedades de
origen bacteriano (Austin & Austin 1999, Diggles et al. 2000b, Toranzo et al. 2005).

En este contexto, el IFAPA Centro Agua del Pino instalé en 2002 una planta piloto para
la evaluacion del potencial de cultivo de dos nuevas especies en acuicultura, la acedia
(Dicologlossa cuneata) y el rombo (Scophthalmus rhombus), y para la mejora del cultivo del
lenguado senegalés (Solea senegalensis). Los resultados obtenidos mostraron que el principal
problema para el cultivo de la acedia era, al igual que en el caso del lenguado senegalés, la alta
incidencia de patologias, que causaban altas mortalidades (Herrera 2008, Herrera et al. 2008),
en tanto que el principal obstaculo en el caso del rombo era la alta mortalidad larvaria al
agotarse el vitelo (Hachero et al. 2005, Hachero 2008).

Para poder prevenir las enfermedades de origen bacteriano, tanto a nivel de hospedador
(vacunacion, inmunoestimulacion, seleccion de peces resistentes), como a nivel de patdogeno
(antibidticos, desinfectantes, etc.) e incluso a nivel de las condiciones ambientales (temperatura,
pH, salinidad, etc.), es esencial conocer qué especies son las que pueden estar afectando a los
cultivos. Los objetivos de este trabajo fueron por tanto 1) la identificacion de las bacterias
asociadas a episodios de mortalidad en estas tres especies de peces planos, especialmente de la
acedia, 2) la evaluacion de su virulencia y 3) el desarrollo de métodos rapidos de identificacion

de los patogenos encontrados.

= Taxones bacterianos encontrados asociados a episodios de mortalidad

Para la realizacion de los objetivos de este trabajo, entre 2004 y 2007 se realizaron 28
muestreos en los que se examinaron mas de 250 peces de todas las edades, obteniéndose 223
aislados que fueron agrupados inicialmente en 19 grupos fenotipicos (fenones). La posterior
caracterizacion fenotipica y genotipica, mas extensa, permitié mantener esta clasificacion inicial
de los aislados, asumiendo, no obstante, que no todos ellos eran grupos homogéneos a nivel de
especie.

En todos los casos excepto uno las cepas obtenidas fueron bacterias Gram negativas
pertenecientes a las clases Gamma-Proteobacteria o Flavobacteria, que se repartieron en 5

familias (Flavobacteriaceae, Moraxellaceae, Pseudoaleromonadaceae, Pseudomonadaceae y
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Vibrionaceae) y 8 géneros (Aliivibrio, Photobacterium, Polaribacter, Pseudoalteromonas,
Pseudomonas, Psychrobacter, Tenacibaculum y Vibrio). Solo en el caso de un brote ocurrido a
finales de 2007 y no incluido en este trabajo, se aislé una cepa Gram positiva que fue
identificada como Vagococcus sp. y que posiblemente constituya una nueva especie. Esta
desproporcion entre bacterias Gram positivas y Gram negativas ha sido observada en estudios
similares realizados en rodaballo y dorada, constituyendo las bacterias Gram positivas menos
del 10% de los aislados obtenidos (Toranzo et al. 1993, Balebona et al. 1998a, Thomson et al.
2005).

La familia Vibrionaceae y el género Vibrio fueron los grupos dominantes, tanto en
numero como en diversidad. En nimero de aislados, estos taxones abarcan el 78,5% y el 63%
de los aislados respectivamente, un resultado similar al obtenido por otros autores como Novoa
et al. (1992), Toranzo et al. (1993), Balebona et al. (1998a) y Thomson et al. (2005). Por
ejemplo, en un estudio realizado durante 6 afios en cultivos de dorada situados en el sur de
Espafia, Balebona et al. (1998a) encontraron que el 56% de los aislados pertenecian al género
Vibrio, el 13,5% a Pseudomonas, el 11,5% a Aliivibrio, el 6,7% a Photobacterium y solo el
4,8% a miembros de la familia Flavobacteriaceae, resultados no muy diferentes de los
obtenidos en este trabajo. Por otro lado, la importante representacion del género Vibrio
probablemente viene dada por el hecho de que este sea el grupo dominante en la microbiota
intestinal de los peces cultivados, algo que se ha observado en especies como el lenguado
senegalés, el lenguado comun, la platija japonesa y en varias especies de besugo (Campbell &
Buswell 1983, Muroga et al. 1987, Sugita & Ito 2006, Martin-Antonio et al. 2007, Tapia-
Paniagua et al. 2010).

En lo que respecta a la diversidad de los aislados, de los 19 grupos fenotipicos
establecidos, nueve pertenecen a Vibrio, tres a Photobacterium y dos a Tenacibaculum, estando
los demas géneros representados por un tnico fenén. De estos grupos de aislados, cinco fueron
identificados a nivel de especie o subespecie (P. damselae subsp. piscicida, T. soleae, T.
maritimum, V. harveyi 'y V. tapetis), en tanto que otro constituye una nueva especie de
Pseudomonas, para la que hemos propuesto el nombre de Pseudomonas baetica sp. nov.

Los fenones y aislados restantes solo pudieron ser identificados a nivel de género.
Abarcan como minimo 17 especies mas, pertenecientes a los géneros Aliivibrio, Photobacterium,
Polaribacter, Pseudoalteromonas, Psychrobacter, Tenacibaculum y Vibrio. Dentro de este
ultimo se observa una gran diversidad, contando con cepas relacionadas con varios de los
distintos grupos de especies presentes en el género, particularmente con V. alginolyticus y V.
splendidus. Por otra parte varios grupos parecen constituir nuevas especies, principalmente

dentro de los géneros Photobacterium, Polaribacter'y Vibrio.
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=  Evaluacion de la virulencia de los aislados

Para evaluar la patogenicidad de los aislados, se realizaron ensayos mediante inyeccion
intraperitoneal en alevines y juveniles de acedia, con cepas representativas de cada uno de los
19 grupos bacterianos encontrados. Solo las cepas de T. soleae, T. maritimum, V. harveyi, P.
damselae subsp. piscicida y P. baetica mostraron ser claramente virulentas, registrando tasas de
mortalidad de generalmente el 80-100% en ambos grupos de peces.

De los demas grupos de aislados ensayados, la cepa Photobacterium sp. al85 causd
mortalidad en alevines (30%), pero no en juveniles, sin embargo, los representantes de los
demas grupos no causaron mortalidades significativas en ningin caso. En funcién de estos
resultados, los fenones correspondientes a estas cepas fueron considerados como no patdogenos,
sin embargo, no debe descartarse la posibilidad de que también estos incluyan cepas patogenas,
por varias razones.

En primer lugar, en la mayor parte de los casos la evaluacion de la virulencia se realizo
unicamente con 1 6 2 cepas por fenon, lo que podria ser insuficiente, especialmente en aquellos
grupos que presentaban un alto numero de cepas y heterogeneidad fenotipica y/o genotipica y
que por tanto podian abarcar varias especies diferentes, caso por ejemplo de los relacionados
con V. splendidus o las cepas del género Pseudoalteromonas.

La conveniencia de utilizar un mayor nimero de cepas viene dada también por el hecho
de que no todas las cepas de una misma especie muestran el mismo grado de virulencia, como
por ejemplo se ha visto en V. splendidus y en P. damselae subsp. piscicida, en los que cepas
aisladas de distintos hospedadores, e incluso de un mismo brote, pueden presentar grados de
patogenicidad totalmente diferentes (Thomson et al. 2005, Toranzo et al. 2005). En esta
memoria, este tipo de diferencias entre cepas solo se observaron en el caso de V. harveyi, en el
que los aislados testados, procedentes de distintos brotes, mostraron diferentes tasas de
mortalidad en alevines (40, 80 y 100%). Estas variaciones en el grado de virulencia de V.
harveyi han sido observadas también por otros autores y podrian deberse a la expresion de
distintos factores de virulencia, como proteasas, hemolisinas, proteinas relacionadas con la
adherencia, etc. (Toranzo & Barja 1993, Fernandez ef al. 2003, Austin & Zhang 2006).

Por otro lado, el grado de virulencia de una cepa bacteriana puede estar influenciado por
un gran nimero de factores, tales como la ruta de inoculacion, la temperatura, el medio de
cultivo utilizado, la fase de crecimiento del indculo, asi como la especie animal utilizada en el
ensayo, su edad y su estado fisiologico (Davis et al. 1981, Romalde 2005).

La ruta de inoculacion se ha demostrado importante, por ejemplo, en el caso de Vibrio
ichthyoenteri, un patégeno de larvas de platija japonesa que no es capaz de causar mortalidad

mediante inyeccion intraperitoneal, pero si si se administra por via oral (Gauger et al. 20006).
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Alsina & Blanch (1993) y Avendafio-Herrera et al. (2006a) obtuvieron resultados similares con
T. maritimum. La inoculacion del patdgeno mediante inyeccion intraperitoneal o intramuscular
no inducia la aparicion de la enfermedad, pero esta si se daba cuando los ensayos se realizaban
por inmersion. No obstante, en este trabajo pudimos observar que 7. maritimum si provocaba
alta mortalidad y las lesiones tipicas de la enfermedad al ser inyectado intraperitonealmente en
ejemplares de acedia. En cualquier caso, no se puede descartar que algunas de las cepas de
Vibrio o de otros géneros utilizadas en los ensayos presenten diferentes comportamientos en
funcion de la ruta de administracion utilizada.

La temperatura tiene asimismo gran importancia, habiéndose demostrado su influencia
en un gran numero de casos (Magarifios et al. 2001, Zheng et al. 2004). Zheng et al. (2004)
mostraron que la susceptibilidad de la platija japonesa a E. tarda dependia en gran medida tanto
de la temperatura a la que la bacteria era cultivada, como a la que eran mantenidos los peces,
siendo la interaccion de estos dos factores también significativa. Debido a que la mayor parte de
los brotes tuvieron lugar con temperaturas de aproximadamente 20°C y a que era la temperatura
a la que se mantenian generalmente los peces, esta se utiliz6 tanto para el aislamiento y
crecimiento de las cepas, como para el mantenimiento de los peces en los ensayos de
patogenicidad. No obstante, en el caso de dos cepas, Aliivibrio sp. a54 y Photobacterium sp.
al85, esta temperatura probablemente no fue adecuada dado que ambos fueron aislados con
temperaturas de aproximadamente 12°C, por lo que seria conveniente revisar la virulencia de
ambos en el futuro.

Otro factor de importancia es la edad del pez, razon por la cual se utilizaron peces de
distintas edades (alevines y juveniles, y en el caso de ciertos fenones, larvas) en los ensayos. En
rodaballo se ha observado que la susceptibilidad a L. pelagia depende de la edad del pez, siendo
alta en larvas, nula en juveniles e intermedia en alevines (Villamil ez al. 2006). Estas diferencias
pueden deberse tanto al desarrollo del sistema inmune como a otros cambios fisiologicos. Por
ejemplo, V. ichthyoenteri causa enfermedad en larvas de platija japonesa pero no en juveniles
debido a que es inhibido por el pH bajo de los estomagos de los juveniles, mas diferenciados
que los de las larvas (Gauger et al. 2006). En este trabajo, sin embargo, no se detectaron
diferencias en las tasas de mortalidad en alevines y juveniles a pesar de que las dosis de
bacterias utilizadas en ambos casos fueron similares. La Unica excepcion, ya mencionada, fue la
cepa Photobacterium sp. al85, que causo mortalidad en alevines, pero no en juveniles. Por otra
parte, los fenones utilizados en el ensayo por inmersion con larvas mostraron en este caso el
mismo comportamiento que con peces destetados, no detectandose ninguna cepa que fuese

virulenta unicamente para larvas.

Los ensayos por inmersion, que presentan unas condiciones de infeccion mas parecidas

a las naturales, se realizaron Unicamente con las cinco especies patdgenas encontradas y
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mostraron que el grado de virulencia no era igual en todos los casos. T. soleae, T. maritimum y
P. damselae subsp. piscicida fueron capaces de causar altas mortalidades también mediante esta
via de infeccion, por lo que podrian ser considerados patdogenos primarios y por tanto los mas
importantes de los encontrados. El grado de patogenicidad de las cepas de estas tres especies,
determinado mediante el calculo de la dosis letal 50, fue muy similar (2,2-7,8 x 10° UFC/ml),
aunque 7. maritimum y P. damselae subsp. piscicida, con valores practicamente idénticos,
fueron ligeramente mas virulentas que 7. soleae. No obstante, de acuerdo a la clasificacion
propuesta por Santos et al. (1991), las tres especies deberian ser consideradas como altamente
virulentas.

Por el contrario, V. harveyi y P. baetica no causaron mortalidades significativas por
inmersion, por lo que podrian tratarse de patdgenos secundarios u oportunistas que forman parte
de la microbiota normal, causando enfermedad unicamente cuando por la actuacion de otros
patogenos o por circunstancias adversas, el hospedador presenta una mayor susceptibilidad. Un
ejemplo que ilustra esta posibilidad son las cepas de V. alginolyticus aisladas por Balebona ef al.
(1998b) en dorada, capaces de causar mortalidad mediante inyeccion intraperitoneal pero no por
inmersion, a no ser que previamente se retire la capa de mucus y la piel sea dafiada. Por otro
lado, mientras que en el caso de P. baetica no se sabe practicamente nada en cuanto a su
relacion con el hospedador, V. harveyi si es considerado miembro normal de la microbiota de
muchos animales marinos, incluidos peces planos, y ha sido previamente descrito como
patdgeno oportunista, por ejemplo, en lenguado senegalés y platija de verano (Morifiigo et al.

2001, Padros et al. 2003, Gauger et al. 2006).

= Patogenos bacterianos asociados al cultivo de acedia

Los cultivos de acedia presentaron un elevado ntimero de episodios de mortalidad,
siendo los mas graves los que afectaron a larvas, alevines y juveniles, pudiendo perderse lotes
enteros en pocos dias o meses. Las cepas encontradas asociadas a estos episodios incluyeron
representantes de cada uno de los fenones descritos en este trabajo excepto P. damselae subsp.
piscicida, y en conjunto presentan un cuadro similar a los descritos en otras especies de peces
planos. De hecho, de las cuatro especies patdgenas recuperadas de acedias enfermas, tres de
ellas: T. soleae, T. maritimum y V. harveyi, han sido descritas también causando enfermedad en
lenguado senegalés cultivado en Espaia (Padros et al. 2003, Toranzo et al. 2003, Pifieiro-Vidal
et al. 2008). En este sentido, la Unica especie patdgena novedosa en acedia es la descrita aqui, P.
baetica. Por otro lado, aunque P. damselae subsp. piscicida no fue aislado en ningun caso a

partir de esta especie, mostro ser capaz de causar mortalidad tanto por inmersion como por
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inyeccion, por lo que su aparicion en cultivos de acedia probablemente sea solo cuestion de

tiempo.

— Mortalidad en larvas

Los episodios de mortalidad larvaria que afectaron a la acedia fueron basicamente
similares en sus caracteristicas a los observados en las otras dos especies de peces planos
estudiadas en esta memoria, por lo que se veran aqui en conjunto. En todos los casos el tinico
sintoma observable fue la alta mortalidad que se producia en los tanques, lo que concuerda con
lo observado en cultivos larvarios de otras muchas especies de peces planos que presentan
mortalidades similares. La etiologia de la enfermedad no esté clara, no obstante, parece que es
multicausal, siendo las bacterias presentes en los cultivos uno de los agentes etioldgicos
implicados (Wolke et al. 2000). Asi por ejemplo, Benavente & Gatesoupe (1988) mostraron que
las bacterias asociadas a los cultivos de rotiferos y artemias eran perjudiciales para las larvas de
rodaballo, ya que la supervivencia de estas mejoraba cuando dichos cultivos eran tratados con
antibioticos; no obstante, la mortalidad larvaria seguia siendo alta, por lo que concluyeron que
otras causas, quizas deficiencias nutricionales, debian estar también implicadas.

En este trabajo, los tipos de bacterias aisladas a partir de larvas enfermas fueron
basicamente similares para las tres especies de peces estudiadas, especialmente en el caso del
rombo y la acedia, y no difirieron demasiado de las encontradas en otras especies. En todos los
casos se tratd de bacterias del género Vibrio, pertenecientes a cuatro grupos de aislados, dos de
ellos relacionados con V. alginolyticus (G148 y G241) y otros dos relacionados con V.
splendidus (G7 y G107). Sin embargo, no esta claro que estas bacterias sean las causantes de las
altas mortalidades. Por un lado, los fenones encontrados en larvas enfermas fueron similares a
los encontrados en larvas sanas, y por otro lado ninguna de las cepas de estos grupos mostro ser
virulenta en los ensayos de patogenicidad.

En el ensayo por inmersion realizado con larvas de acedia de 20 dias, las cepas
relacionadas con V. splendidus mostraron porcentajes de mortalidad similares al del grupo
control (en torno al 60%), sin embargo las relacionadas con V. alginolyticus parecieron tener un
efecto beneficioso en la supervivencia de las larvas, que fue mayor que en el grupo control (la
mortalidad fue del 35-43%). Por otro lado, las cepas utilizadas como controles positivos en
estos ensayos, V. harveyi y P. damselae subsp. piscicida, mostraron resultados diferentes. En el
caso de V. harveyi, estos fueron similares a los del control negativo, confirmando su
incapacidad para provocar enfermedad por inmersion incluso con larvas, sin embargo P.
damselae fue claramente patogena, con una tasa de mortalidad muy por encima del grupo

control (100%).
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En conjunto, estos resultados son similares a los observados por Thomson et al. (2005)
al estudiar la mortalidad de larvas de rodaballo cultivadas en el norte de Espafia. En ambos
casos V. alginolyticus fue la tinica bacteria aislada de los cultivos de artemias, y también en
ambos casos la practica totalidad de las cepas aisladas de larvas enfermas correspondieron a V.
splendidus y a V. alginolyticus. La virulencia de los aislados obtenidos fue asimismo parecida,
ya que solo el 36% de las cepas de V. splendidus testadas por estos autores fue capaz de causar
mortalidad, mientras que la Unica cepa de V. alginolyticus ensayada mejord la supervivencia
larvaria respecto al grupo control (62% frente al 44%).

No obstante, en el caso de V. splendidus, otros autores han encontrado que las cepas
aisladas son en su mayor parte virulentas, siendo considerado un patdgeno para larvas tanto de
rodaballo como de halibut (Gatesoupe et al. 1999, Bergh et al. 2001). Por el contrario, aunque V.
alginolyticus ha sido descrito causando enfermedad tanto en peces como en invertebrados
marinos (Balebona et al. 1998b, Liu et al. 2004, Gémez-Ledn et al. 2005, Austin 2010), las
cepas aisladas de larvas de rodaballo han mostrado ser no virulentas (Munro et al. 1995) o
incluso beneficiosas (Gatesoupe 1990) para estas, disminuyendo la tasa de mortalidad. Este
efecto beneficioso ha sido observado también con algunas cepas de Aeromonas y L. pelagia
aisladas de larvas de rodaballo, aunque otras son patogenas (Munro et al. 1995, Ringo &
Vadstein 1998, Villamil ef al. 2003a). Este fendmeno se ha atribuido a factores diversos, como
por ejemplo que estas bacterias reduzcan la cantidad de amonio de los cultivos (Munro et al.
1995), que compitan con bacterias patdogenas (Gatesoupe 1990), o que pueden tener efectos
positivos en la nutricion de las larvas. A este ultimo respecto, la endocitosis de bacterias por
parte de larvas se ha demostrado en el caso del bacalao (Hansen & Olafsen 1990), por lo que
Ringe & Vadstein (1998) realizaron ensayos en rodaballo con cepas de L. pelagia que
demostraron que la presencia de estas bacterias en los cultivos mejoraba la supervivencia
larvaria, un resultado que sugirieron podria deberse a que esta especie contiene un acido graso
poliinsaturado potencialmente util para la nutricion de las larvas.

Otro factor a tener en cuenta en lo que a la mortalidad larvaria se refiere es que la mayor
parte de los brotes se produjeron coincidiendo con la metamorfosis. Este proceso, que como se
ha visto provoca importantes cambios fisioldgicos y morfologicos en el pez, requiere un gran
consumo de energia. Sin embargo, al mismo tiempo limita la adquisicion de la misma debido a
que durante el tiempo que dura, la eficacia en la captura del alimento disminuye, al verse
afectada la vision y a que el paso de una vida pelagica a una bentonica implica cambios de
comportamiento que la larva debe aprender. La metamorfosis suele ir acompafiada de altas
mortalidades, sin embargo no esta claro si estas se deben al proceso en si 0, mas posiblemente, a
que este resta flexibilidad al pez para adaptarse a las circunstancias que lo rodean (Geffen ef al.

2007, Herrera 2008).
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En conjunto, las causas de la mortalidad observada en larvas siguen sin estar claras. Una
posibilidad es que estos episodios sean causados por alglin tipo de bacteria patdgena que no
haya sido detectada. Dado que las cepas obtenidas de estos brotes, especialmente las
relacionadas con V. alginolyticus, crecen a gran velocidad y acaban por ocupar toda la placa de
cultivo, no se puede descartar que estas enmascaren la presencia de patdogenos que podrian
causar altas mortalidades, como P. damselae subsp. piscicida, T. soleae o T. maritimum, todos
ellos de crecimiento lento. Otra posibilidad es que las mortalidades estén causadas por bacterias
pertenecientes a alguno de los fenones encontrados (V. alginolyticus, V. splendidus). En este
caso, podria ser que las cepas ensayadas no sean virulentas pero otras si, como se ha visto en
otros estudios (Gatesoupe et al. 1999, Thomson et al. 2005), o bien que se trate de patdgenos
oportunistas que causen mortalidad a concentraciones mas altas de las ensayadas aqui, o cuando
las larvas presentan una mayor susceptibilidad. En este sentido, hay que tener en cuenta que la
alta carga de materia organica presente en los cultivos -debida a la presencia de altas
concentraciones de larvas y sus presas, vivas o muertas- favorece el crecimiento y propagacion
de estas bacterias oportunistas, y que el proceso de metamorfosis constituye un elemento que
debilita las larvas, volviéndolas mas susceptibles a un posible patégeno, en un momento en el

que ademas el sistema inmune esta aun inmaduro (Hansen & Olafsen 1999).

— Mortalidad en alevines y juveniles

En alevines y juveniles de acedia, la mayor parte de los episodios de mortalidad fueron
causados por vibriosis, tenacibaculosis o una asociaciéon de ambas enfermedades, siendo
posiblemente el canibalismo que se da en estas edades un factor que contribuye a la aparicion y
propagacion de las mismas. Los tanques afectados generalmente presentaban una mortalidad
baja pero constante que era interrumpida cada cierto tiempo por episodios de alta mortalidad.
Patrones similares han sido observados, por ejemplo, en cultivos de rodaballo afectados por T.
maritimum, debido a que aunque los tratamientos con quimioterapicos funcionan bien en un
principio, las mortalidades reaparecen a las pocas semanas (Toranzo et al. 1997). Los sintomas
observados fueron también los tipicos de estas dos enfermedades. La mayor parte de los peces
afectados mostraban cuadros ulcerativos, pudiendo en ocasiones darse también alteraciones en
organos internos, apatia y pérdida del equilibrio. No obstante en algin caso los peces no
mostraban sintoma alguno de enfermedad.

Los patogenos implicados en estos episodios fueron V. harveyi, T. soleae y T.
maritimum. En conjunto, estas tres especies abarcan la practica totalidad de los brotes

estudiados, ya que fueron aislados, separadamente o en asociacion, en ocho de los once
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muestreos realizados, mientras que la PCR especifica desarrollada en este trabajo contra T.
soleae permitio detectar la presencia de este patdgeno en peces de otros dos muestreos mas.

De estas tres especies, V. harveyi fue la que se aislé con mas frecuencia, apareciendo en
un numero de brotes similar al de las dos especies de Tenacibaculum juntas, siendo en una gran
parte de los muestreos el unico patdégeno encontrado. No obstante, no parece claro que la
vibriosis por esta especie sea la principal enfermedad que afecta a alevines y juveniles, ya que
los resultados de los ensayos de virulencia por inmersidén parecen indicar que se trata mas bien
de un patogeno secundario. En este sentido, Padrés et al. (2003) observaron que en lenguado
senegalés las vibriosis causadas por V. harveyi (y V. alginolyticus) y las tenacibaculosis por 7.
maritimum aparecian frecuentemente asociadas, detectdndose generalmente las primeras como
infecciones secundarias asociadas a la tenacibaculosis inicial. No obstante, esto no siempre era
asi, por lo que no puede descartarse la posibilidad de que en ciertos casos V. harveyi pueda
actuar como patogeno primario, o que se de alglin tipo de sinergia entre las dos especies.

En este trabajo, este tipo de asociacion se observo solamente en dos brotes, ambos de
juveniles con alta mortalidad, apareciendo asociados 7. soleae y V. harveyi en el primero de
ellos, y las tres especies patdgenas en el segundo. Sin embargo, es posible que esta asociacion se
haya dado en un nimero mucho mayor de casos y que constituya de hecho la toénica general en
estos episodios de mortalidad. El hecho que sugiere esta hipodtesis es que en la mayor parte de
los muestreos en los que no se obtuvo ningin aislado de Tenacibaculum se pudieron sin
embargo observar, en las improntas de las lesiones de los peces, cantidades significativas de
bacterias filamentosas que luego no crecian en placa o que eran imposibles de recuperar.
Aunque estas no tendrian por qué pertenecer a 7. soleae o a T. maritimum, el hecho de que
mediante PCR haya podido confirmarse la presencia de 7. soleae entre las bacterias
filamentosas presentes en varias de estas improntas, da fuerza a esa posibilidad. En el caso de T.
maritimum ademas varios autores han observado que las bacterias presentes en las muestras
pueden ocultar o inhibir su crecimiento, por lo que su recuperacion a partir de muestras
naturales, a pesar de haberse descrito un medio de cultivo especifico para su aislamiento, sigue
siendo complicada (Pazos et al. 1996, Avendano-Herrera et al. 2004b, Avendano-Herrera et al.
2006b). Por otra parte, la dificultad de recuperar T. soleae y T. maritimum se puso de manifiesto
en este trabajo durante la realizacion de los ensayos de virulencia, en los que solo fue posible
recuperar unos pocos aislados o ninguno en absoluto a partir de los peces enfermos.

Ninguna de las especies patdgenas implicadas en estos episodios fue aislada nunca en
cultivo puro, sino asociadas a cepas de otros fenones no patdgenos de los géneros Vibrio,
Photobacterium, Pseudoalteromonas, Psychrobacter y Tenacibaculum. Dado que muchas de
estas cepas fueron aisladas no solo a partir de lesiones externas sino también a partir de 6rganos

internos, es posible que algunos de estos grupos bacterianos -concretamente Pseudoalteromonas
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spp. y varios fenones de Vibrio, entre ellos los relacionados con V. alginolyticus y V.
splendidus- hayan actuado, como probablemente V. harveyi, como patdégenos secundarios.

Dentro del género Pseudoalteromonas, algunas especies han sido descritas, muy
raramente, como patégenos oportunistas de peces marinos (Nelson & Ghiorse 1999, Buller
2004, Bowman 2007, Pujalte et al. 2007). Por ejemplo, Pujalte et al. (2007) encontraron,
asociadas a episodios de mortalidad en cultivos de dorada y lubina cultivadas en Espafia, cepas
de cuatro especies de Pseudoalteromonas; sin embargo, aunque todas ellas fueron aisladas de
organos internos, en los ensayos de virulencia no fueron capaces de causar mortalidad, o lo
hicieron a altas concentraciones. Por el contrario, V. alginolyticus y V. splendidus si han sido
descritos como patogenos de juveniles de peces, entre ellos la dorada o el rodaballo, siendo
considerados en ciertos casos patdgenos oportunistas (Austin et al. 1993, Angulo et al. 1994,
Balebona et al. 1998a, 1998b, Diggles et al. 2000b, Padros et al. 2003, Buller 2004, Liu et al.
2004, Austin 2010).

Otra bacteria aislada en este trabajo a partir de alevines y juveniles de acedia (si bien
nunca a partir de érganos internos), y que podria haber actuado como patégeno oportunista es V.
tapetis. Esta especie ha sido aislada asociada a episodios de mortalidad en porredana y halibut,
pero mientras que es patdgeno para la primera, su relacion con las mortalidades en halibut, al
igual que en las de acedia, no estd clara (Jensen ef al. 2003, Reid et al. 2003a). La falta de
susceptibilidad de estas especies podria deberse a las condiciones utilizadas en los ensayos de
virulencia; en almeja japonesa por ejemplo, las bajas concentraciones salinas favorecen el
desarrollo de la BRD (Reid et al. 2003b), mientras que temperaturas por encima de los 21°C
previenen el desarrollo de la enfermedad (Paillard 2004).

Por tultimo, en uno de los muestreos realizados, el A2-SE1-2, no se pudo detectar
ninguna especie patdogena asociada. En este caso, solo se obtuvieron aislados a partir de uno de
los diez peces muestreados, y alin en ese caso estos pertenecieron a un fendén no patdgeno, el

G500 (Polaribacter sp.), por lo que la etiologia de este brote permanece desconocida.

— Mortalidad en adultos

Los adultos de acedia mostraron ser menos susceptibles a la enfermedad que alevines y
juveniles, dandose solamente dos episodios de importancia. Uno de ellos, ocurrido a finales de
2007, no ha sido incluido en este trabajo debido a que no pudo ser convenientemente
caracterizado. Este brote tuvo lugar tras ser trasladados de tanque los peces, siendo los
principales sintomas melanosis y hemorragias o necrosis en 6rganos internos, principalmente en
el higado. La mortalidad fue importante, sin embargo solamente se recuper6 un aislado a partir

de uno de los peces muestreados, por lo que la etiologia podria ser no bacteriana. La nica cepa
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obtenida fue aislada de o6rganos internos (rifion) e identificada como Vagococcus sp., siendo su
patogenicidad desconocida. No obstante otras especies de este género han sido descritas como
patogenos de peces, como por ejemplo Vagococcus salmoninarum, que causa una enfermedad
de tipo septicémico en salmonidos (Schmidtke & Carson 1994).

El otro episodio ocurrido en adultos tuvo lugar a principios de 2006, presentd baja
mortalidad y una sintomatologia diferente a la observada en alevines y juveniles. Aunque en
algln caso se observaron pequefias lesiones externas, en general los peces no mostraban ningun
sintoma externo de enfermedad, y solo en algunos casos se observaron alteraciones en 6rganos
internos (hemorragias, inflamacion, necrosis). Los patogenos aislados en este caso fueron 7.
soleae, V. harveyi y P. baetica, no obstante también se aislaron cepas de Aliivibrio sp. G54 y
Photobacterium sp. G185 que como se ha comentado podrian también ser patégenas. Sin
embargo, todas estas cepas fueron aisladas a partir de peces y fechas diferentes, por lo que no

esta claro cual podria ser el agente o agentes etiologicos determinantes.

= Patdégenos bacterianos asociados al cultivo de lenguado senegalés

Los cultivos de lenguado presentaron, al igual que los de acedia, un elevado nimero de
episodios de alta mortalidad, que afectaron principalmente a larvas, juveniles y adultos. En
larvas, al igual que en acedia, el Ginico sintoma observable fue la alta mortalidad de los tanques,
sin embargo, en el unico brote estudiado los peces no se encontraban realizando la metamorfosis,
y los tnicos aislados obtenidos estaban relacionados con V. alginolyticus, no encontrdndose
cepas proximas a V. splendidus.

En juveniles y adultos, las enfermedades que afectaron a los cultivos fueron
tenacibaculosis por 7. soleae, vibriosis por V. harveyi y, la mas importante ya que siempre
apareci0 asociada a altas mortalidades, photobacteriosis causada por P. damselae subsp.
piscicida. Todas estas patologias han sido ya descritas en esta especie por otros autores (Padros
et al. 2003, Toranzo et al. 2003, Pifieiro-Vidal et al. 2008). Cada una de estas especies apareciod

en brotes distintos, no dandose ningun tipo de asociacion entre ellas.

= Patogenos bacterianos asociados al cultivo de rombo

A diferencia de lo observado en lenguado y acedia, los cultivos de rombo se
caracterizaron por apenas presentar episodios de mortalidad en peces destetados. El principal
problema que se dio en esta especie fue el de la mortalidad larvaria, que como se ha dicho, fue

similar en sus caracteristicas al observado en acedia: alta mortalidad sin sintomas aparentes en
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peces que realizan la metamorfosis, con una microbiota asociada constituida por bacterias
relacionadas con V. alginolyticus y V. splendidus, y que es similar a la observada en larvas sanas.
No obstante, a diferencia de la acedia, la escasez de peces impidio la realizacion de ensayos de
virulencia con larvas de esta especie.

En peces destetados no se registraron mortalidades importantes ni en alevines ni en
juveniles. Unicamente en adultos se dio un brote con alta mortalidad en el que los peces
mostraron un cuadro septicémico, sin embargo, no se aisld ningun aislado bacteriano, por lo que
el episodio podria tener una etiologia virica. Por ultimo, el unico patéogeno detectado en esta
especie fue T. soleae, recuperado a partir de un unico pez adulto que presentaba un cuadro

ulcerativo.

= Epizootiologia de los patégenos encontrados

Los resultados obtenidos en este trabajo han permitido extender el rango de especies
hospedadoras de varios patdégenos de peces, como V. harveyi, T. maritimum y T. soleae,
descritos por primera vez en acedia los dos primeros y en acedia y rombo el ultimo. Estos
resultados son de especial interés en el caso de 7. soleae, ya que esta especie, recientemente
descrita, solo habia sido detectada en lenguado senegalés cultivado en Galicia (Pifieiro-Vidal et
al. 2008). Los resultados obtenidos aqui amplian su nimero de hospedadores y confirman su
presencia en lenguado senegalés cultivado en el sur de Espafia, lo que junto con los resultados
obtenidos en los ensayos de virulencia, indica que debe ser una especie a tener en cuenta en el
futuro, por ejemplo para la elaboraciéon de vacunas. Por otro lado, la realizacion de este trabajo
ha permitido la descripcion de una nueva especie patogena de peces, P. baetica, por el momento

solo descrita en acedia.

La sintomatologia de los peces afectados y las condiciones en las que se recuperaron los
distintos patogenos varid segin la especie. En el caso de Photobacterium damselae subsp.
piscicida, los dos episodios estudiados se dieron con temperaturas de 19-22°C, lo que concuerda
con lo publicado por otros autores, que han observado que las mortalidades mas importantes se
dan cuando la temperatura del agua se sitiia por encima de los 18-20°C, pudiendo permanecer el
patogeno en el hospedador sin causar enfermedad por largos periodos de tiempo a temperaturas
inferiores (Magarifios et al. 1992, Padros et al. 2003, Toranzo et al. 2005).

Los sintomas observados en los peces afectados (juveniles y adultos de lenguado)
fueron los tipicos de esta enfermedad: exteriormente melanosis o ningun sintoma en absoluto,
internamente ascitis, hemorragias muy notorias en el higado e inflamacion y presencia de

granulomas blanquecinos en rifion y/o bazo (Toranzo et al. 2005). Todos los aislados fueron
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recuperados a partir de 6rganos internos, y todas las cepas utilizadas en los ensayos serologicos
mostraron pertenecer al unico serotipo descrito en esta subespecie (Magarifios et al. 1992,

Romalde 2002).

Las cepas de T. maritimum fueron recuperadas también con temperaturas elevadas, de
entre 19 y 22°C, pero solo a partir de juveniles de acedia. Estos resultados concuerdan con lo
descrito en otras especies, en las que se ha observado que la enfermedad es mas severa y
presenta una mayor prevalencia a temperaturas por encima de los 15°C y en peces jovenes mas
que en adultos (Bernardet et al. 1994, Toranzo et al. 2005, Avendaiio-Herrera et al. 2006b).

Los principales sintomas observados fueron ulceras en la aleta caudal; en alglin caso los
peces mostraban también inflamacion de la zona visceral o alteraciones en el higado
(hemorragias, anemia), sin embargo estas nunca fueron tan aparentes como en el caso de las
observadas con P. damselae subsp. piscicida. Esta sintomatologia se corresponde con la descrita
por otros autores, dado que aunque el patdgeno se caracteriza por provocar cuadros ulcerativos,
también puede provocar septicemia y afectar a los 6rganos internos (Alsina & Blanch 1993,
Bernardet 1998, Toranzo et al. 2005, Avendafio-Herrera et al. 2006b). A diferencia de la
especie anterior, todos los aislados fueron recuperados de lesiones externas.

La caracterizaciéon seroldgica reveld que las cepas obtenidas de acedia eran
serologicamente heterogéneas, perteneciendo a dos de los tres serotipos descritos. Estos parecen
estar relacionados con la especie hospedadora. Asi, el serotipo O1 abarca todos los aislados
obtenidos de dorada y la mayor parte de los de lenguado senegalés cultivado en el noroeste de
Esparia, el serotipo O2 abarca los aislados de rodaballo y el O3 las cepas recuperadas de
lenguado senegalés cultivado en Portugal y sur de Espafia (Avendafio-Herrera ef al. 2004a, 2005,
2006b). Las cepas aisladas en este trabajo a partir de acedia mostraron resultados similares a los
observados en lenguado senegalés, al pertenecer en todos los casos a los serotipos O1 y O3, no
encontrandose ningun aislado del serotipo O2. Por otra parte, los dos serotipos detectados no

coexistieron en ninguno de los brotes estudiados.

En el caso de T. soleae, los resultados obtenidos aqui son de mayor interés debido a que
en la descripcion original del patdogeno solo se indicaba que este habia sido aislado a partir de
lenguado senegalés enfermo (Pifieiro-Vidal et al. 2008), por lo que poco se sabe de la
enfermedad causada por esta especie. En esta memoria, 7. soleae ha sido detectado en cultivos
de acedia, lenguado senegalés y rombo, afectando a peces de todas las edades excepto larvas
(alevines de acedia, juveniles de acedia y lenguado y adultos de las tres especies). La bacteria
fue recuperada con temperaturas de 10-22°C, tanto a partir de lesiones externas como de

organos internos (higado, rifion).
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La sintomatologia que presentaban los peces afectados fue muy variable, no obstante
puede clasificarse en cuatro tipos de cuadros que podian darse conjuntamente en un mismo
brote: 1) cuadro ulcerativo, los peces muestran ulceras externas, principalmente en la aleta
caudal, pero no alteraciones en 6rganos internos; 2) septicémico, no hay sintomas externos o
son de poca importancia, pero si se observan alteraciones en 6rganos internos (higado necrosado
o hemorragico); 3) septicémico-ulcerativo, los peces muestran tanto ulceras externas como
alteraciones en Organos internos; y 4) septicémico-hemorragico, los Ginicos sintomas observados
son hemorragias (petequias) en boca, zona ventral y aletas. Entre los peces a partir de los cuales
se obtuvieron cepas de 7. soleae, los dos primeros cuadros fueron los mas frecuentes, abarcando
cada uno el 37,5% de los peces, dandose cada uno los otros dos cuadros en un 12,5% de peces.

Esta variedad de sintomas ha sido observada en otras especies patdogenas de peces,
como por ejemplo L. anguillarum y A. salmonicida, y puede deberse a factores diversos como la
especie hospedadora, la edad del pez, y factores como la temperatura del agua, el grado de
virulencia de las cepas implicadas o el nivel de estrés de los peces, que pueden influir en que la
enfermedad siga un curso agudo, crénico, o que permanezca asintomatica (Levin et al. 1972,
Roberts 1981, Toranzo et al. 2005). En este trabajo no se ha observado ningun patron de
sintomas especifico de una determinada especie, edad o temperatura (por ejemplo, el cuadro
ulcerativo se dio en las tres especies de peces planos, en alevines, juveniles y adultos, y en todo
el rango de temperaturas mencionado), por lo que las diferencias observadas posiblemente se
deben a un conjunto de factores que hacen que la enfermedad siga un curso agudo o cronico, tal
como se observa por ejemplo en A. salmonicida. Esta especie causa una enfermedad de tipo
septicémico que puede ir o no aparejada a la presencia de furinculos; sin embargo, si la
enfermedad sigue un curso agudo, la muerte puede ser tan rapida que los peces afectados apenas
muestran sintomas, mientras que en las infecciones cronicas la aparicion de furunculos es
frecuente (Roberts 1981).

La caracterizacion serologica reveld, al igual que en el caso de T. maritimum, la
existencia de variabilidad antigénica. Tres cepas, aisladas de acedia y lenguado senegalés,
mostraron pertenecer al mismo serotipo que la cepa tipo de 7. soleae, sin embargo, los demas
aislados (recuperados de acedia, lenguado y rombo) mostraron resultados negativos al utilizarse
antigenos O, por lo que podrian constituir nuevos serotipos dentro de esta especie. Futuros
estudios determinaran el ntmero de serotipos presentes, si presentan especificidad de

hospedador y si son utiles como herramientas epidemiologicas.

V. harveyi fue recuperado con temperaturas de 10-22°C a partir de peces (acedias y
lenguados destetados de cualquier edad) que presentaban generalmente cuadros ulcerativos o
septicémico-ulcerativos, siendo en este caso la decoloracion por anemia la principal alteracion

interna observada. Esta sintomatologia concuerda con la descrita por otros autores en tiburones
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y en lenguado senegalés (Bertone et al. 1996, Padros et al. 2003, Zorrilla et al. 2003), no
obstante los sintomas observados en las distintas especies de peces afectadas por este patogeno
son muy variables, incluyendo gastroenteritis y especialmente lesiones oculares, que en ningiin
caso se observaron en este estudio (Ishimaru & Muroga 1997, Lee et al. 2002, Austin & Zhang
2006). Aunque fue aislado con cierta frecuencia a partir de 6rganos internos, generalmente se

recupero a partir de lesiones externas. A partir de rombo no se obtuvo ninguna cepa.

P. baetica fue detectada solamente en dos brotes ocurridos con temperaturas de 14-20°C
(meses de marzo y diciembre), afectando en ambas ocasiones a adultos de acedia que
presentaban mortalidades bajas o muy bajas. Dado que la tasa de mortalidad que presentaban los
peces solo fue significativa en el episodio ocurrido a 14°C, y que se trata de una bacteria
psicrofila (capaz de crecer a 4°C), es probable que esta especie se de mas frecuentemente con las
temperaturas bajas del invierno, como ocurre con la principal especie de Pseudomonas patdgena
de peces, P. anguilliseptica, que causa enfermedad con temperaturas por debajo de los 16°C
(Austin & Austin 1999, Romalde 2005, Toranzo et al. 2005).

Los sintomas observados fueron variables. En el brote ocurrido a 14°C, los peces no
mostraban absolutamente ningin sintoma de enfermedad, ni externo ni interno. Por el contrario,
el unico pez muestreado a 20°C mostraba lesiones externas (llceras) y alteracion del equilibrio.
La bacteria fue, sin embargo, recuperada siempre a partir de 6rganos internos (higado y rifién),
practicamente en cultivo puro. Por otra parte, seria conveniente testar la virulencia de estos
aislados a 14°C con el fin de comprobar si el grado de virulencia se ve afectado por la

temperatura y si se trata o no de un patdégeno oportunista.

La prevalencia de todas estas especies, tal como se ha podido probar en el caso de T.
soleae, probablemente sea mayor que la que indica el nimero de aislamientos obtenidos. De
hecho, aunque en la mayor parte de los brotes estudiados se pudieron encontrar asociados uno o
mas patogenos, por regla general estos no fueron consistentemente aislados de los peces
enfermos. Unicamente en tres casos el patogeno detectado (P. damselae subsp. piscicida en los
dos brotes en los que fue detectado y V. harveyi en el muestreo A3-MA) fue recuperado de
todos o casi todos los peces muestreados.

Esta inconsistencia en el aislamiento de los patdogenos ha sido también observada por
otros autores en estudios similares (Gauger et al. 2006), y podria deberse a la utilizacioén de
muestras, condiciones o medios de cultivo inadecuados, a la presencia de bacterias
contaminantes, o a la conjuncion de estos u otros factores. La utilizacion de una mayor variedad
de muestras, de medios de cultivo y condiciones mas especificas, o de métodos moleculares de
deteccion mas sensibles que el aislamiento en placa serian de utilidad para conocer la

prevalencia real de estos patdgenos. Futuros trabajos deberan estudiar también las rutas de
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transmision, reservorios, estrategias de supervivencia y mecanismos de virulencia de estos

patdgenos, asi como su resistencia a la utilizacion de probioticos, quimioterapicos y vacunas.

=  Métodos de identificacion utilizados

La caracterizacion e identificacion de los aislados se realizo de acuerdo a los criterios de
la taxonomia polifasica, utilizdndose tanto métodos fenotipicos (caracterizacion fenotipica
clasica, galerias API, BIOLOG, caracterizacion serologica) como genotipicos (secuenciacion de
genes ribosomicos y “housekeeping”, MLSA, hibridacion ADN-ADN, PCR con cebadores

especificos).

La caracterizacion fenotipica clasica por si sola no permitio, en la mayor parte de los
casos, una identificacion clara a nivel de especie, siendo la excepcion P. damselae subsp.
piscicida y V. tapetis, ambas con perfiles muy caracteristicos. Sin embargo, a menudo si
posibilito la identificacion a nivel de familia, género o de grupo de especies; caso, por ejemplo,
de los diversos fenones relacionados con V. harveyi o con V. splendidus. La utilizacion de las
galerias API, por otro lado, tampoco permitio una identificacion fiable de los aislados a nivel de
especie, dado que las bases de datos de las mismas no suelen incluir especies patogenas de
peces o de medios marinos. No obstante, estos sistemas son utilizados cominmente en
laboratorios de ictiopatologia de todo el mundo como herramienta de caracterizacion (Austin &
Austin 1999, Romalde 2005) ya que permiten la realizacién de un ntimero considerable de test
de forma rapida y comoda.

Los resultados obtenidos en este trabajo para test realizados mediante métodos clasicos
y mediante galerias API fueron generalmente similares, no obstante, en algiin caso se
observaron discrepancias. Por ejemplo, las cepas de V. harveyi mostraron con frecuencia
resultados falsos negativos en las pruebas ornitina decarboxilasa, ureasa ¢ indol cuando se
utilizaba el sistema API 20E. La existencia de estas reacciones falso negativas y/o falso
positivas con algunas pruebas de estos sistemas ya ha sido descrita con bacterias aisladas de
peces (Kent 1982, Grisez et al. 1991, Santos et al. 1993). En alglin caso también se observaron
diferencias con las descripciones publicadas por otros autores, por ejemplo para los perfiles del
API 20NE y API ZYM de P. damselae subsp. piscicida. Estas inconsistencias no son
infrecuentes y pueden deberse a la utilizacion, por parte de los autores, de una metodologia
diferente (en nuestro caso, por ejemplo, se utilizaron indéculos con agua de mar y temperaturas
de incubacion de 20°C), a una diferente interpretacion de datos relativamente subjetivos o

también a variaciones entre cepas de una misma especie.
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El sistema BIOLOG se reveld también como un método de identificacion de utilidad
limitada. Unicamente los fenones relacionados con V. alginolyticus fueron identificados de
forma aceptable a nivel de especie; en otros casos, el sistema permitié una identificacion a nivel
de género o grupo de especies, por ejemplo, en el caso de V. harveyi. Sin embargo, en otros
casos el sistema o bien realiz6 identificaciones erroneas (caso de la cepa Photobacterium al97,
identificada como V. splendidus) o no proporciond ninguna identificacion en absoluto (caso de
las cepas de Pseudoalteromonas spp. o de V. tapetis). Uno de los principales inconvenientes del
sistema, y que explica en parte los malos resultados obtenidos, reside en la base de datos, que
incorpora un numero relativamente bajo de especies. Por ejemplo, entre las especies
relacionadas con V. splendidus, muchas de ellas (V. lentus, V. kanaloae, V. pomeroyi, etc..) no
se incluyen en la base de datos de BIOLOG. No obstante estos inconvenientes, el sistema
BIOLOG resulto util para la caracterizacion de los aislados obtenidos. En el caso de V. tapetis,
aunque el sistema no pudo identificar las cepas ensayadas a ningin nivel taxonomico, los
perfiles obtenidos pudieron compararse con los publicados para esta especie por otros autores,
mostrando ser practicamente idénticos. También permitié una mejor diferenciacion fenotipica
de P. baetica respecto a otras especies del género. Por otra parte, el sistema permite la creacion
de bases de datos propias, por lo que en ciertos casos podria utilizarse también como
instrumento de identificacion una vez puesto a punto.

En conjunto, la caracterizacion morfoldgica, fisiologica y bioquimica de los aislados
identificados a nivel de especie (P. damselae subsp. piscicida, T. maritimum, T. soleae, V.
harveyi, V. tapetis) mostraron resultados similares a los descritos para estas especies por otros
autores, aunque como se ha comentado, en todos los casos se dieron, en mayor o menor medida,
discrepancias en algunas pruebas.

La utilizacion de métodos serologicos con células enteras fue de utilidad para confirmar
la identificacion de los aislados de P. damselae subsp. piscicida, T. maritimum y T. soleae. En
el caso de V. tapetis, sin embargo, el resultado obtenido con células enteras fue negativo. La
inclusion de estas cepas en dicha especie se basd por tanto, en principio, en las caracteristicas
fenotipicas, en la secuenciacion del gen ARNr 16S y en la utilizacion de cebadores especificos.

Hasta ahora, se habian descrito dentro de V. tapetis tres grupos serologicos y geneticos
coincidentes y que guardaban relacion con la especie hospedadora (Balboa et al. 2006,
Rodriguez et al. 2006). Por esta razéon, en colaboracion con el Dr. J.L. Romalde de la
Universidad de Santiago de Compostela, se realizaron ensayos de REP-PCR y ERIC-PCR, asi
como un analisis MLSA con varios genes “housekeeping”, concretamente el rpoA, pyrH y atpA.
Los resultados de estas pruebas, no incluidas en este trabajo, confirmaron que las cepas
caracterizadas pertenecian a V. fapetis y mostraron que estas constituyen un nuevo grupo
genético y serologico, claramente diferenciado de las demas cepas de esta especie (Lopez et al.

2010b). Por ultimo, mencionar en lo que se refiere a métodos fenotipicos, que el equipo de la Dr.
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Y. Santos de la Universidad de Santiago de Compostela caracterizo los acidos grasos (FAME)
de varias cepas de 7. soleae obtenidas en este trabajo, obteniendo perfiles similares a los de la

cepa tipo de esta especie (Lopez et al. 2010a).

Entre los métodos genotipicos empleados, la secuenciacion del ADNr 16S fue el mas
utilizado y aun con sus limitaciones, constituyd una herramienta muy util para asignar los
aislados a distintos niveles taxonomicos, especialmente a nivel de género, ya que las
descripciones fenotipicas de estos, como las proporcionadas por el Manual de Bergey (Holt et al.
1994), no siempre son lo suficientemente discriminantes y pueden resultan poco ftiles en la
practica. La secuenciacion de este gen ribosémico fue también de gran utilidad para mostrar las
especies mas relacionadas dentro de un género, pero la identificacion a nivel de especie fue mas
complicada. En el caso de P. damselae, T. maritimum, T. soleae, V. harveyi y V. tapetis, la
utilizacion de secuencias casi completas permitio una identificacion aceptable a nivel de especie,
acorde con la caracterizacion fenotipica.

Sin embargo, en el caso de P. baetica, los resultados con secuencias practicamente
completas no fueron determinantes ya que un nimero considerable de especies del género
Pseudomonas presentaban secuencias muy parecidas, con valores superiores a los indicados por
Stackebrand & Ebers (2006) como limite interespecifico. Por otro lado, cuando se utilizaron
secuencias parciales, generalmente solo se pudo llegar a una identificacion a nivel de grupo de
especies dentro de un género (caso por ejemplo de las cepas Aliivibrio sp. a54, Vibrio sp. a7,
Vibrio sp. a35, etc.). Sin embargo, en ciertos casos incluso estas secuencias parciales mostraron
unos valores de similitud con especies descritas manifiestamente por debajo del limite del
98,7% propuesto por Stackebrand & Ebers (2006). Las cepas de cinco fenones, a saber:
Polaribacter sp. G500, Photobacterium sp. G185, Photobacterium sp. G197 y Vibrio sp.
G29/G256, mostraron este tipo de resultados, lo que sugiere que probablemente se trata de
nuevas especies, una suposicion apoyada también por los resultados de la caracterizacion
fenotipica de estos aislados.

Otros genes secuenciados fueron el ARNr 23S, el gyrB y el rpoD. Aunque en el caso
del 23S solo se utilizaron secuencias parciales muy cortas, estas parecen tener un mayor poder
de discriminacion que el ADNr 16S, no obstante presentan el inconveniente de que el nimero
de secuencias depositadas en las bases de datos es limitado.

Los genes gyrB y rpoD se utilizaron Ginicamente para la caracterizacion de P. baetica.
Mostraron una resolucion a nivel de especie mucho mayor que el ADNr 16S y no presentaron
problemas de disponibilidad de secuencias en la base de datos, pudiéndose abarcar todas las
especies que eran de interés para la descripcion de esta nueva especie. Ambos genes mostraron

bajos porcentajes de similitud con otras especies de Pseudomonas, generalmente del 93% o
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menos, y agruparon las cepas de P. baetica en clados claramente diferenciados
filogenéticamente de las demas especies del género.

La utilizacion de secuencias concatenadas en el analisis MLSA fue asimismo de gran
utilidad, obteniéndose resultados basicamente similares. La similitud intraespecifica en P.
baetica con estas secuencias fue muy alta (por encima del 99%), sin embargo los valores de
similitud con otras especies fueron mucho menores (generalmente del 96% o menos) situandose
por debajo del limite interespecifico del 97% propuesto por Rosello-Mora (2009) y observado
por Mulet et al. (2010) dentro del género Pseudomonas.

Los ensayos de hibridacion ADN-ADN confirmaron los resultados obtenidos mediante
MLSA. De acuerdo a los limites establecidos por Wayne et al. (1987), las cepas de P. baetica
compartieron porcentajes de hibridacion por encima del 70%, e inferiores a ese valor con cepas
de otras especies. Por otra parte, como ya se ha comentado, diversos autores consideran que el
analisis MLSA constituye una alternativa a la hibridacion ADN-ADN a la hora de asignar
aislados bacterianos a una determinada especie, ya que muestra resultados congruentes con los
de esta, al tiempo que es una técnica mas rapida, facil y reproducible que ademads presenta la
ventaja de permitir el almacenamiento y comparacion de los resultados en bases de datos
(Yamamoto et al. 1999, Zeigler 2003, Mulet et al. 2010).

Por ultimo, la utilizacion de protocolos de PCR con cebadores especificos fue de
utilidad en la identificacion de P. damselae subsp. piscicida, T. maritimum, V. harveyi y V.
tapetis, ademas de permitir descartar, en el caso de otros fenones, especies que figuraban como
probables de acuerdo a a caracterizacion fenotipica y genotipica, como A. fischeri, P.

fluorescens, V. harveyi o V. splendidus.

=  Analisis de la region ITS1

El analisis de la region espaciadora situada entre los genes ARNr 16S y 23S (ITS1) se
realiz6 fundamentalmente con el fin de evaluar su idoneidad para el disefio de sondas y
cebadores especificos que permitiesen la identificacion de las especies patogenas encontradas en
este trabajo.

En los casos de P. baetica, T. maritimum 'y T. soleae se observaron varias caracteristicas
comunes. Las tres especies presentaban una unica banda de amplificacion y los ITS encontrados

pertenecian en los tres casos a una misma clase, la ITS1"

, conteniendo dos genes tRNA, el de la
isoleucina y el de la alanina. Los resultados obtenidos parecen indicar ademas que estas
especies tienen o bien un uUnico operdén ribosomico, o bien varios con ITS1 similares; no
obstante la primera opcion parece menos probable dado que en un estudio en el que se

analizaron los ITS1 de 155 bacterias de taxones muy diversos, Stewart & Cavanaugh (2007)
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encontraron que el nimero de operones ribosémicos por cepa era de entre 2 y 15, no detectando
ninguna cepa que tuviese un unico operon.

Por otra parte, la presencia de una tnica clase de ITSI es frecuente en bacterias, de
hecho, los autores mencionados encontraron que solo el 41% de los genomas analizados
contenian dos o mas clases. Este parece ser, sin embargo, el caso de P. damselae y V. harveyi,
ya que todas sus cepas, excepto una, mostraron al menos dos bandas de amplificacion. Los ITS1
encontrados a partir de las bandas de menor tamarfio, las Unicas secuenciadas, fueron en todos
los casos de la clase ITS1’, no conteniendo ningiin gen tRNA. No obstante, la existencia de
otras bandas de amplificacion sugiere que otras clases de ITS1, posiblemente con genes tRNA,
se hayan presentes en las cepas de estas dos especies, algo que ya ha sido de hecho observado
por otros autores. Por ejemplo, Osorio et al. (2005) estudiaron la region espaciadora de las dos
subespecies de P. damselae, demostrando que esta especie presenta un elevado nimero de
clases de ITS1, con combinaciones de dos, tres, cuatro o ningun gen tRNA. En el caso de V.
harveyi, también hay publicadas secuencias para la cepa ATCC 33842, que presenta tres clases
de ITS1, con uno, dos o ninguno de estos genes de transferencia. En los aislados de V. harveyi
incluidos en este trabajo, la presencia de otras clases de ITS1 deberia no obstante estudiarse en
mas profundidad, ya que en algunos casos parece que la dos bandas de amplificacion principales
sean similares a nivel de secuencia.

La composicion de genes tRNA de los ITS1 encontrados en las especies estudiadas
corresponden con los mas frecuentemente hallados en bacterias; asi, en su estudio, Stewart &
Cavanaugh (2007) encontraron que la combinacién conteniendo los genes tRNA*" y tRNA'™ se
daba en el 48% de las secuencias ITS1, mientras que en el 27% de los casos no aparecia ningiin
gen tRNA. No obstante, la presencia de estos genes variaba ampliamente de unos grupos
bacterianos a otros, por ejemplo, en Actinobacteria no se dieron en ningun caso, mientras que
en Gamma-Proteobacteria solo el 8% de los ITS1 no presentaban ningtin gen tRNA. La longitud
de los ITS1 encontrados aqui (540-592 pb en el caso de los ITS1" y 277-350 pb en el de los
ITS1°) entra también dentro del rango observado por estos autores, que sitian la media en 476
pb, siendo los extremos Lactobacillus salivarius con 13 pb y Saccharophagus degradans con
2880 pb.

Por lo que respecta a la variacion intraespecifica dentro de cada especie, esta se estudio
unicamente entre secuencias ITS1 de la misma clase. Comparados con los resultados obtenidos
por Stewart & Cavanaugh (2007), que registraron porcentajes de disimilitud del 0-12,11% entre
secuencias de la misma clase, los obtenidos aqui presentaron un rango mayor, cuando se
compararon con secuencias ya publicadas. Los maximos porcentajes de disimilitud entre las
secuencias ITS1 de P. baetica, P. damselae, T. maritimum, T. soleae y V. harveyi obtenidas en
este trabajo fueron del 0,8%, 0,3%, 4,3%, 9,4% y 8,9%, respectivamente. Sin embargo, aunque

todos estos valores se encuentran dentro del rango observado por Stewart & Cavanaugh (2007),
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cuando las secuencias ITS de P. damselae y V. harveyi se compararon con las de la misma
clase publicadas para P. damselae por Osorio ef al. (2005) y la de V. harveyi ATCC 33842, los
porcentajes de disimilitud fueron en algunos casos mucho mayores, de hasta el 16,7% y 20,9%,
respectivamente.

Las variaciones intraespecificas mas importantes (las observadas en P. damselae, T.
soleae v V. harveyi) se deben a casos de insercion y/o deleccion de distintos bloques de
secuencias dentro del ITS1, algo que ha sido observado en un gran numero de especies
bacterianas (Giirtler & Barrie 1995, Privitera ef al. 1998, Pérez-Luz et al. 1998, Chun et al.
1999, Osorio et al. 2005, Stewart & Cavanaugh 2007).

Las diferencias interespecificas se estudiaron también entre secuencias ITS1 de la
misma clase, obteniéndose resultados satisfactorios con P. baetica, P. damselae, T. maritimum y
T. soleae, que mostraron porcentajes de similitud con especies proximas inferiores a los
observados con secuencias del ADNr 16S. Asi, por ejemplo, la cepa 7. soleae ad7, que
mostraba una similitud en el ADNr 16S del 95% y 94% con cepas de 7. ovolyticum y T.
maritimum respectivamente, mostro valores del 85% y 72% cuando se usaron los ITS1.

En el caso de V. harveyi, sin embargo, las secuencias ITS1 obtenidas no fueron de
utilidad para diferenciarlo de especies proximas como V. alginolyticus o V. parahaemolyticus,
que muestran secuencias similares (hasta del 99% de similitud). En este sentido, hay que sefalar
que aunque por regla general la region ITS1 muestra una divergencia nucleotidica
considerablemente mayor que la del ADNr 16S, esto no siempre es asi. Por ejemplo, Stewart &
Cavanaugh (2007) observaron que en el 24% de los casos estudiados, el ADNr 16S mostraba
una divergencia mayor que la region ITS1.

Por 1ultimo, los genes tRNA no fueron de utilidad para la diferenciacion a nivel de
especie ya que por regla general fueron similares entre especies de un mismo género ¢ incluso
entre géneros de una misma familia, dandose diferencias significativas unicamente a nivel de

familia.

=  Desarrollo de métodos moleculares de identificacion basados en la PCR

En este trabajo se han desarrollado dos protocolos de identificacion basados en la
utilizacion de los acidos nucleicos, uno para la deteccion especifica de T. soleae mediante PCR
y otro mediante hibridacion RLB que permite la identificacion simultanea de las cinco especies

patogenas encontradas (7. soleae, T. maritimum, P. baetica, P. damselae y V. harveyi).

El desarrollo de un protocolo de PCR especifico para 7. soleae se justifica por el

importante papel que este patdogeno parece jugar en la aparicion de mortalidades en acedia y
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lenguado senegalés, por lo problematico que resulta su aislamiento a partir de peces enfermos y
por la dificultad para obtener una identificacion confiable en un periodo de tiempo razonable
mediante métodos fenotipicos, dado su lento crecimiento en los medios de cultivo. Por otra
parte, de todos los patogenos ya descritos encontrados en este trabajo, solo 7. soleae carecia de
un método de identificacion mediante PCR.

El protocolo de PCR descrito aqui es especifico, sensible y permite una identificacion
mas facil y rapida del patogeno. Los cebadores se disenaron en zonas variables del ADNr 16S y
del ITS1, dos regiones que han sido utilizadas con buenos resultados para el disefio de
cebadores especificos para otras especies (Tilsala- Timisjarvi & Alatossava 1997, Osorio ef al.
1999, Kong et al. 1999, Wiklund et al. 2000, Del Cerro et al. 2002a, b, Lee et al. 2002, Oakey
et al. 2003, Scarpellini et al. 2004, Kwon et al. 2004, Sul et al. 2007, Hassan et al. 2008).

La especificidad, testada con méas de 90 cepas de una treintena de especies, en su mayor
parte marinas, fue del 100%, no observandose reacciones cruzadas con ninguno de los
microorganismos no diana. Los resultados de sensibilidad con cultivos puros mostraron una
deteccion minima de ADN de 1 pg por tubo de PCR, aproximadamente 1-30 células, situdndose
en un rango similar al obtenido por otros protocolos disefiados contra patdgenos bacterianos de
peces (Del Cerro et al. 2002a, b, Mata et al. 2004, Romalde et al. 2004, Hong et al. 2007). Por
otra parte, los resultados obtenidos utilizando ADN extraido de peces sanos o de una mezcla de
cultivos bacterianos “sembrados” con ADN de 7. soleae confirm¢ la sensibilidad del método,
permitiendo detectar 10 pg de ADN diana con una ratio diana/no diana de 1:10°. No obstante,
como era de esperar, la sensibilidad en estos casos fue menor a la observada con cultivos puros,
probablemente debido a la presencia de algin inhibidor de la PCR. En este sentido, se ha
descrito que niveles altos de ADN no diana, constituyentes de las células bacterianas y
compuestos encontrados en tejidos animales pueden tener un efecto adverso en la PCR (Wilson
1997, Becker et al. 2000).

Los resultados obtenidos en el analisis de muestras naturales muestran que el protocolo
propuesto es valido para su uso en campo, ya que no solo detectd el patdogeno en todos los casos
confirmados, sino que hizo lo propio en la mitad de los casos sospechosos, en los que no se
habia podido confirmar la presencia de este mediante cultivo. En algiin caso, sin embargo, las
bandas obtenidas fueron muy tenues, por lo que seria necesario realizar ensayos adicionales para
optimizar la extraccion de ADN o las condiciones de PCR, a fin de aumentar la sensibilidad. En
cualquier caso, el método ha probado ser una herramienta mas sensible y rapida para la
deteccion de 7. soleae a partir de tejidos que el cultivo en placa, lo que permitird un mejor
diagnostico de la enfermedad y sera de utilidad para el estudio de la epidemiologia de esta

especie.
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Por otra parte, el desarrollo de un protocolo de identificacion mediante hibridacion RLB
fue determinado por las ventajas que presenta esta metodologia, que permite la identificacion
simultanea de un gran nimero de especies en un nimero considerable de muestras. Este aspecto
es de gran utilidad para el estudio de las enfermedades que afectan al cultivo de peces planos, ya
que como se ha visto en este trabajo, en casi todos los casos se trata de infecciones mixtas, lo
que implica tener que identificar un alto nimero de microorganismos que con frecuencia no
estan filogenéticamente relacionados, requiriéndose por tanto la realizacion de una diversidad de
pruebas fenotipicas que a menudo requieren bastante tiempo y no son concluyentes. Si se
compara con otros métodos de identificacion utilizados en acuicultura, la hibridaciéon RLB es
mucho mas répida que los métodos fenotipicos, permite la identificacion simultdnea de un
numero mucho mayor de dianas que la PCR multiple y es mas barata que los microarrays de
ADN vy la secuenciacion. Por otro lado, una vez unidas las sondas a la membrana, esta puede ser
almacenada durante meses y reutilizarse hasta 20 veces sin pérdida de senal (Kong & Gilbert
2006).

El protocolo descrito en este trabajo permite la identificacion simultanea de P. baetica,
P. damselae, T. maritimum, T. soleae y V. harveyi mediante la utilizacion de sondas que tienen
como diana el gen ARNr 23S en el caso de V. harveyi y la region ITS1 en los demés casos. La
utilizacion del gen ARNr 23S en el caso de V. harveyi se debid a que esta especie mostraba una
region ITS1 similar a la de V. alginolyticus y V. parahaemolyticus, algo que también ha sido
constatado por Matsuyama et al. (2006).

La especificidad del protocolo se valido utilizando mas de 90 cepas diana y no diana,
estas ultimas relacionadas ecoldgica o taxonomicamente con las primeras en la mayor parte de
los casos. La especificidad fue del 100% en todos los casos excepto en el de V. harveyi, cuya
sonda hibrid6 con V. campbellii y Photobacterium sp. al85. No obstante, la sonda de V. harveyi
permitio su diferenciacion de otras dos especies proximas, V. alginolyticus y V.
parahaemolyticus, con las que otros protocolos de identificacion basados en la PCR han dado
falsos positivos (Oakey et al. 2003, Matsuyama et al. 2006). La secuenciacion del ITS1 y del
ADNTr 23S de V. campbellii mostro que la composicion nucleotidica de estas regiones es similar
a la de V. harveyi, por lo que otras dianas alternativas deberian ser utilizadas para la
diferenciacion de estas dos especies. Por otro lado, aunque la secuencia diana en
Photobacterium sp. al85 mostré solamente 4 discrepancias con la sonda de V. harveyi, la
elevacion de la temperatura de lavado a 65°C permitidé eliminar los falsos positivos con esta
cepa. Este resultado concuerda con lo descrito por Zwart et al. (2003), que observd que no se
daban reacciones cruzadas cuando se producian dos o tres discrepancias, mientras que la
presencia de una sola evitaba la aparicion de falsos positivos en unos casos, pero no en otros,

dependiendo de la secuencia de la sonda. Por otra parte, la discriminacion entre las subespecies
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de P. damselae y de V. harveyi y V. campbellii puede realizarse mediante los protocolos
propuestos por Osorio et al. (2000) y Pang et al. (2006), respectivamente.

La sensibilidad del método con cultivos puros fue de 1-10 pg para P. baetica y P.
damselae, 100 pg para T. maritimum y T. soleae, y 1pg para V. harveyi. La relativamente baja
sensibilidad de las sondas de 7. maritimum y T. soleae podria deberse a la baja Tm de las
mismas, sin embargo la sensibilidad no mejor6é cuando se probaron temperaturas de lavado
inferiores. A este respecto, Zwart et al. (2003) sugirid6 que una alta o baja reactividad de las
sondas podria no explicarse en funcion de sus temperaturas de melting tedricas, pudiendo el
comportamiento de las sondas unidas a una fase solida desviarse del esperado en sondas en
solucion.

No obstante, el principal problema del protocolo propuesto radica en su utilizacion con
muestras naturales, con las que se obtuvieron resultados variables. Las sondas de 7. maritimum
y T. soleae mostraron ser totalmente inadecuadas, en las condiciones ensayadas, para su
utilizacion con tejidos de peces, con solo un 50% y 14% de positivos respectivamente; la sonda
de V. harveyi mostro resultados positivos con el 70% de sus respectivas muestras, y las sondas
de P. baetica 'y P. damselae con el 100%. Los malos resultados obtenidos en la deteccion de las
dos especies de Tenacibaculum probablemente se deben a la baja sensibilidad de las sondas y al
tipo de muestras utilizadas, ulceras externas en las cuales el alto niimero de bacterias
contaminantes presentes competirian por la union a los cebadores universales utilizados en los
ensayos. El tipo de muestra también podria haber sido un condicionante importante en las otras
tres especies, ya que la sonda de V. harveyi, a pesar de presentar una alta sensibilidad con
cultivos puros, no reaccioné mas que con el 70% de sus muestras, procedentes en su mayor
parte de lesiones externas. Por el contrario, las sondas de P. baetica y P. damselae, a pesar de
tener sensibilidades algo inferiores, reaccionaron positivamente con el 100% de las suyas, todas
procedentes de Organos internos estériles.

En conjunto, el protocolo propuesto ha mostrado ser valido para la identificacion de
cultivos puros bacterianos, pero no para la deteccion a partir de tejidos, salvo en el caso de P.
baetica y P. damselae. Basandose en los resultados obtenidos aqui, el objetivo de futuros
estudios deberia ser aumentar el numero de especies diana, y mejorar la especificidad y
sensibilidad del método mediante la utilizacion de cebadores no universales o PCR multiple y la

utilizacion de otras regiones o genes mas discriminantes como diana.
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De los resultados obtenidos en este trabajo se puede concluir que:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

La microbiota asociada a los episodios de mortalidad en acedia, lenguado y rombo
estuvo claramente dominada por el género Vibrio. Otros géneros presentes fueron
Aliivibrio,  Photobacterium, Polaribacter, Pseudoalteromonas, Pseudomonas,

Psychrobacter'y Tenacibaculum.

La caracterizacion fenotipica y genotipica realizada permitié en la mayor parte de los
casos unicamente una identificacion a nivel de género. A nivel de especie o subespecie
fueron identificados Photobacterium damselae subsp. piscicida, Tenacibaculum
maritimum, Tenacibaculum soleae, Vibrio harveyi 'y Vibrio tapetis. Otras cepas parecen
estar relacionadas con Vibrio alginolyticus, Vibrio splendidus, y especies proximas a

estas.

Los ensayos realizados permitieron la descripcion de una nueva especie del género
Pseudomonas, Pseudomonas baetica sp. nov. Los resultados obtenidos sugieren que
otras cepas pertenecientes a los géneros Photobacterium, Polaribacter y Vibrio podrian

también constituir nuevas especies.

Los ensayos de virulencia realizados mediante inyeccion intraperitoneal mostraron
como principales patdogenos a P. damselae subsp. piscicida, T. maritimum, T. soleae, P.
baetica 'y V. harveyi. De acuerdo con los resultados de los ensayos realizados por
inmersion, P. damselae subsp. piscicida, T. maritimum y T. soleae parecen ser
patogenos primarios mientras que P. baetica 'y V. harveyi probablemente son

patogenos oportunistas.

La mortalidad larvaria fue importante en las tres especies de peces planos estudiadas, no
obstante la causa de las mortalidades se desconoce. Las bacterias asociadas a estos
episodios, relacionadas con V. alginolyticus y V. splendidus, fueron incapaces de causar
mortalidades significativas e incluso, en el caso de las primeras, parecieron mejorar la

supervivencia larvaria.

Los cultivos de acedias destetadas presentaron episodios de mortalidad en todas las
edades, siendo no obstante los mas graves los que afectaron a alevines y juveniles. Los
patogenos asociados a estos episodios fueron P. baetica, T. maritimum, T. soleae y V.

harveyi, pudiendo aparecer los tres ultimos asociados en un mismo muestreo. Por otra
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7)

8)

9)

parte, aunque no se aislo en ningun caso a partir de acedia, P. damselae subsp. piscicida

ha mostrado ser también patogena para esta especie en infecciones experimentales.

Los cultivos de lenguado senegalés destetados también presentaron mortalidades
significativas en todas las edades, pero principalmente en juveniles y adultos. La
especies asociadas a estos episodios fueron P. damselae subsp. piscicida, T. soleae 'y V.

harveyi, todas ellas ya descritas como patdogenas para esta especie.

Los cultivos de rombo destetados no presentaron mortalidades importantes a excepcion
de un brote en adultos, de etiologia desconocida. El tunico patégeno bacteriano
detectado en esta especie, aunque no asociado a mortalidades significativas, fue T.

soleae.

La caracterizacion serologica mostré que las cepas de V. tapetis aisladas de acedia
constituyen muy probablemente un nuevo serotipo dentro de esta especie. Las cepas de
P. damselae subsp. piscicida pertenecen al unico serotipo descrito en esta subespecie, y
las de T. maritimum pertenecen a los serotipos O1 y O3, no encontrandose ninguna cepa
del serotipo O2. En el caso de T. soleae, varias cepas pertenecen al mismo serotipo que
la cepa tipo de esta especie, mientras que otras parecen pertenecer a otro u otros

serotipos diferentes.

10) La caracterizacion de la region ITS1 permitio la diferenciacion con especies

relacionadas en el caso de P. damselae, P. baetica, T. maritimum y T. soleae, pero no en
el caso de V. harveyi, que mostré una composicion nucleotidica similar a la de V.

alginolyticus y V. parahaemolyticus.

11) Se ha desarrollado un protocolo basado en la PCR para la deteccion e identificacion

especifica de T. soleae, aplicable tanto con cultivos bacterianos puros como en tejidos
de peces afectados. La utilizacion de este protocolo con muestras naturales ha mostrado
ser un método rapido y eficaz de diagnostico molecular, y ha puesto de manifiesto que

la prevalencia de este patdgeno es mayor de lo que refleja el numero de aislamientos.

12) Se ha desarrollado un protocolo de hibridacion RLB que permite la identificacion

simultanea de P. damselae, P. baetica, T. maritimum, T. soleae y V. harveyi a partir de
cultivos puros. No obstante la sonda disefiada contra V. harveyi dio reaccion cruzada
con V. campbellii, por lo que métodos adicionales deberan ser empleados para la

diferenciacion de estas dos especies. El protocolo también resulto tutil para el
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diagnostico de P. damselae y P. baetica a partir de muestras de higado y rifion de peces

enfermos.
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