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ARTICULO ORIGINAL

Fenotipo atipico de Vibrio ordalii, bacteria altamente patogénica aislada desde
salmon del Atlantico cultivado en las costas marinas del sur de Chile

Atypical phenotype of Vibrio ordalii, a highly pathogenic bacteria isolated from
Atlantic salmon reared on the marine coast of southern Chile

H Bohle™l, F Kjetil?, P Bustos!, A Riofrio! y C Peters!
' ADL Diagnostic Chile Ltda., Los Carrera 492, Castro, Chile.
2 Intervet - Norbio, Thormghlensgate 55 5008, Bergen, Noruega.

SUMMARY

During the winter and spring of 2003, Atlantic salmon (Salmo salar) reared a sea farms along the marine coast of southern Chile, were affected
by outbreaks of disease. The pathological analysis of the affected fish were characterized by the presence of skin lesions, haemorrhaging ulcers and
mortality, while the internal signs included pericarditis, peritonitis, multiple necrotic foci in the liver and signs of systemic septicaemia. In all cases,
pure cultures of bacteria were isolated from the lesions and internal organs. The isolated bacteria were characterized by means of conventional
bacteriological identification assays, and a Vibrio sp. was suspected to be the agent of the disease. The final identification of the bacterial isolates
was made after amplification and characterization of the 16s rRNA of the isolates using polymerase chain reaction (PCR), followed by comparison
of the nucleotide sequence with previously submitted bacterial 16s rRNA sequences from a gene bank. According to the results of the analysis, the
agents producing the disease were bacteria that belonged to the Vibrio ordalii group. However, the dissimilarities discovered by using the morpho-
logical, physiological, biochemical, enzymatic and antigenic assays did indicate important differences from the reference strains of V. ordalii. For
this reason it is suggested that the Chilean field isolates of V. ordalii could be considered as an atypical biotype and/or phenotype of V. ordalii,

although more comparative studies between the complete genomes of these bacteria are required.
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INTRODUCCION

V. ordalii pertenece al grupo de los bacilos Gram
negativos, curvos y flagelados, los cuales fueron repor-
tados en el pasado como V. anguillarum biotipo 2
(Schiewe y col 1977). Mas tarde, la bacteria fue reclasi-
ficada como V. ordalii debido a diferencias fenotipicas y
genotipicas con respecto al cldsico V. anguillarum
(Schiewe® y col 1981). Histéricamente, V. ordalii cons-
tituyé un problema en la salmonicultura y en peces de
vida silvestre en las costas del océano Pacifico de Norte
América y Japon. Estudios in vivo revelaron que V. or-
dalii era capaz de establecer infecciones en salmén chum
(Oncorhynchus keta), salmén chinook (Oncorhynchus
tschawytscha) (Actis y col 1999), salmén del Atlantico
(Salmo salar), salmén coho (Oncorhynchus kisutch) y
trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss).

Los primeros aislamientos de las bacterias en estudio
fueron reportados por primera vez en Chile a mediados
del 2002, y se constituyé en un gran problema durante el
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2003 y 2004, afectando principalmente a salmén del
Atléantico con alta morbilidad y mortalidad y que al no
ser tratadas a tiempo por los equipos de salud de las em-
presas salmoneras podrian generar una mortalidad hasta
del 100% (figura 1). Las zonas afectadas comprendieron
la X, X1y XII regiones del pais (cuadro 1) afectando a
salmon del Atlantico cultivado en estuario y costas ma-
rinas del sur de Chile.

El presente trabajo tiene como objetivos mostrar an-
tecedentes generales de los cuadros clinicos y la caracte-
rizacién tanto fenotipica como filogenéticamente de 14
diferentes aislados bacterianos obtenidos desde salmén
del Atlantico mérbidos o moribundos cultivados por 7
diferentes empresas salmoneras del sur de Chile, ade-
mds de la comparacién de estos aislados con otras bacte-
rias patdgenas de peces de referencia del género Vibrio y
otros géneros relacionados en el laboratorio ADL Diag-
nostic Chile Ltda. (Castro, Chile) e Intervet-Norbio AS,
R&D Laboratories (Bergen, Noruega).

MATERIAL Y METODOS
Anatomia patologica, histopatologia y postulados de

Koch. Se analizaron 14 casos clinicos de salmoén del
Atlantico mérbidos o moribundos (n=94) capturados con
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malla desde las balsas-jaula estuarinas y marinas de 7
diferentes empresas salmoneras distribuidas principal-
mente en Chiloé sur (Quellén), Puerto Aysén y Puerto
Natales (cuadro 1) para andlisis de anatomia patoldgica,
histopatologia, desafios de campo, bacteriologia conven-
cional, inmunodiagnésticos y filogenética bacteriana.

Para los analisis histopatolégicos, se tomaron trozos
de rifién, bazo, higado, corazén, misculos y tejido tegu-
mentario de peces afectados, depositados en formalina
al 10% en PBS, enviados y analizados en la Universidad
Veterinaria del Atldntico de la isla del principe Eduardo
(Charlottetown, Canada).

Para completar los postulados de Koch (figura 2),
se utilizaron 60 smolts de salmén del Atldntico de 100
grs promedio, previamente chequeados para enferme-
dades enzodticas, a las cuales resultaron negativas in-
cluyendo al agente actual en estudio. El primer grupo
de 30 peces se desafié inoculando intraperitonealmente
1 ml de una mezcla de 3 aislados bacterianos de campo
(ADL-PVA-03, 2089-03 y ADL-2027-03) a una con-
centracién de 10*3 ufc/ml, y en paralelo un grupo con-
trol de 30 peces inyectado con 1 ml de suero fisioldgi-
co. Las condiciones ambientales del desafio fueron:
temperatura promedio de 12,7°C, se utilizaron 4 estan-
ques en total con 0,25 m? de volumen de trabajo, la den-
sidad de cada estanque fue de 6 kg/m3, con agua a una
salinidad de 20 ppm y a un flujo de 0,01 m?/hr previa-
mente esterilizada por UV, los peces fueron alimenta-
dos ad libitum 2 veces al dia por 45 dias.

Aislados bacterianos y condiciones de cultivo. Los ais-
lados usados en este estudio y su aplicacién en varios
ensayos se muestran en el cuadro 1. Los 14 aislados fue-
ron recolectados y aislados de salmén del Atlantico cli-
nicamente afectados. Los cultivos bacterianos se reali-
zaron desde tejidos internos y externos en agar tripticasa
de soya (TSA?) e incubados a 25°C por 48 horas.

Andlisis macroscopico y microscopico de los aislados.
Para determinar las caracteristicas morfoldgicas de la
bacteria, fueron tomadas colonias de los cultivos prima-
rios de los 14 aislados y fueron cultivados en TSA 1,5%
NaCl e incubados a 25°C por 48 horas. Se evalud la for-
ma, tamafio, color y viscosidad de las colonias bacteria-
nas y la morfologia bacteriana por tincion Gram.

Fisiologia bacteriana. Para determinar la temperatura
optima de crecimiento, los 14 aislados fueron incuba-
dos en TSA 1,5% NaCl e incubados a diferentes tempe-
raturas (0, 2, 5, 10, 15, 20, 25, 35 y 40°C) en un incuba-
dor refrigerado y chequeado diariamente para observar
el crecimiento hasta 1 mes postincubacién. Todos los
aislados de campo fueron incubados por 96 horas a 25°C

2 Gibco, EUA
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Cuadro 1. Cepas de referencia y aislados de campo con sus
codigos y origen utilizados en este estudio.

References and field strains with their codes and origin
used for the studies.

. Cadigo Region de
Patdgeno Genbagnk aislimiento
A. salmonicida FT449 X70686 Noruega
A. salmonicida ADLASA - Chile
P. salmonis ADLSRS - Chile
R. salmoninarum ADL-BKD - Chile
V. salmonicida NCMB2262 X70643 Noruega
V. anguillarum 02 FT257 - Noruega
V. anguillarum 02b FT618 - Noruega
V. anguillarum 01 FT256 - Noruega
M. viscosa RO1.0 - Noruega
V. wodanis 610/95 AY628647 Noruega
V. ordalii DFK AY628645 N. América
V. ordalii NCMB 2168 AY628646 N. América
Aislado ADL-2188-03 AY628635 Chile - X
Aislado ADL-2190-03 AY628636 Chile - X
Aislado ADL-2113-03 AY628633 Chile - XII
Aislado ADL-2193-03 AY628637 Chile - X
Aislado ADL-2027-03 AY628644 Chile - XI
Aislado ADL-2089-03 AY628632 Chile - X
Aislado ADL-2114-03 AY628634 Chile - XTI
Aislado ADL-2063-03 AY628631 Chile - X

AY530930
Aislado ADL-2264-03 AY628638 Chile - X
Aislado ADL-INV-03 AY628642 Chile - X
Aislado ADL-PVA-03 AY628643 Chile - XII
Aislado ADL-2333-03 AY628639 Chile - X
Aislado ADL-2334-03 AY628640 Chile - X
Aislado ADL-2643-03 AY628641 Chile - X

Secuencias 16s RNAr de aislados de campo disponibles en Genbank
segun codigo de acceso.

en los medios TSA, TSA 1,5% NaCl, BHI?, BHI 1,5%
NaCl, Agar sangre cordero’, agar marino?, TCBS y
McConkey® para determinar su capacidad de desarro-
1lo en estos medios. Para conocer el rango de sobrevi-
vencia de los 14 aislados en NaCl, éstos fueron desafia-
dos con 12 diferentes concentraciones de NaCl (0,0 -
0,1-0,2-03-0,8-1,5-3,0-6,0-9,0-12,0-18,0y
24,0 grs/dl) en caldo peptona” en placas de 96 pocillos?
e incubados a 25°C por 72 horas. Al finalizar el perio-
do de incubacidn, las bacterias fueron repicadas desde
los pocillos a placas de TSA para su dilucién seriada e
incubadas por 96 horas a 25°C, luego de lo cual se de-
termind su sobrevivencia por el conteo de unidades for-
madoras de colonia de cada concentracién desafiada.

3 Nunc, Dinamarca



Propiedades bioquimicas. Para el andlisis bioquimico,
los 14 aislados de campo fueron probados en los siste-
mas de identificacién API20E* e investigacién APIZYM?,
mientras 5 aislados elegidos al azar (ADL-2264-03, ADL-
2089, ADL-INV-03, ADL-2114-03, ADL-2114-03 y
ADL-ACU-03) fueron analizados con el sistema
API50CH?* para evaluar la utilizacién de diferentes car-
bohidratos y con otros Vibrio sp y géneros relacionados
(cuadro 2).

Las colonias de los aislados de campo fueron remo-
vidas con térula estéril de la superficie del agar y resus-
pendidas en medio API CHB/E* (NaCl estéril fue agre-
gado obteniendo una concentracion final de 1,5% NaCl)
acorde con las instrucciones del fabricante. La suspen-
sién bacteriana fue agregada a las galerias de los kits
API20E, APIZYM y APIS0CH e incubados a 25°C (ex-
cepto Vibrio salmonicida y Moritella viscosa, 15°C).
Las placas fueron analizadas después de 48 horas de
incubacién. Adicionalmente, se ejecutaron los test de
catalasa, oxidasa’ y los test de susceptibilidad al factor
vibriostdtico 0129 (10 y 150 ug)®. La evaluacién de la
respiracion aerobia/anaerobia fue ejecutada con medio
O/F glucosa’.

Inmunofluorescencia indirecta y aglutinacion en ldtex.
Los aislados de campo fueron analizados por inmunofluo-
rescencia indirecta (IFAT) usando kits con anticuerpos
monoclonales contra patégenos enzodticos encontrados
en Chile, tales como Piscirickettsia salmonisS, Aeromo-
nas salmonicida atipica®, Renibacterium salmoninarum®,
y adicionalmente, debido a la sospecha de Vibriosis, con
anticuerpos policlonales contra V. salmonicida®, Mori-
tella viscosa® y V. anguillarum 01 y 02°, acorde con las
instrucciones de los fabricantes.

Varios aislados de campo y de referencia fueron tes-
teados con test de aglutinacién en latex disponibles co-
mercialmente'? contra V. salmonicida, V. anguillarum y
Yersinia ruckeri. Los test de aglutinacién en latex fueron
ejecutados acorde con las instrucciones del fabricante de
los kits.

Immunoblot (SDS-PAGE y Western Blotting). Los anali-
sis de Western Blot fueron ejecutados usando los aisla-
dos de campo y de referencia segtin lo descrito por Lae-
mmli (1970) y Grizes (1995). Brevemente, la densidad
optica de las suspensiones bacterianas fue medida a
620 nm e igualada para todos los aislados. Posteriormente,

Biomerieux, Francia
Merck, Alemania
Oxoid, Reino Unido
Linsan, Chile
BiosChile, Chile
Microtek, Canada
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el pellet obtenido por centrifugacién (14000 rpm, 10 min)
desde las suspensiones bacterianas fueron lavados con
buffer TE (1 mM Tris>, 6 mM EDTA) y lisados por ca-
lentamiento a 100°C por 10 minutos en buffer de mues-
tra a 2X (4% SDS, 125 mM Tris-HCI, pH 6,8, 10%
2-mercaptoetanol'!, 10% glicerol y 0,002% azul bromo-
fenol’), puestas en los pocillos de un gel de acrilamida
(12%), y su peso graduado por electroforesis (Protean,
BioRad) a 100V y transferidas a una membrana de nitro-
celulosa con un sistema Transblot (Bio-Rad). Las mem-
branas fueron incubadas con buffer de bloqueo (3% al-
biimina sérica bovina en PBST) por 60 minutos seguido
por 3 lavados en PBST (Tween 20'3 al 0,05% en PBS) e
incubados con anticuerpos policlonales (1:2000) hechos
en conejo (Intervet-Norbio, Noruega) reactivos contra
V. anguillarum 01, 02b (preadsorbidos con V. anguilla-
rum 02a), V. salmonicida, Aeromonas salmonicida spp
salmonicida, Moritella viscosa, V. wodanis y V. ordalii
por 60 minutos, luego las membranas fueron lavadas 3
veces en PBST. Para el desarrollo del color se utilizaron
anticuerpos anticonejo'? conjugados con peroxidasa del
rabano picante (HRP) diluidos 1:2500 e incubados por
30 minutos, lavadas 3 veces con PBST y reveladas con
tetrametilbenzidina'3.

Amplificacion del gen RNAr 16s por PCR. El procedi-
miento usado fue ejecutado segtin lo descrito por Jensen
(2002). Se usaron partidores universales 27f (5°-
AGAGTTTTGATC(A:C)TGGCTCAG-3") y 1492r (5’-
TACGG(C:T)TACCTTGTTACGACTT-3’) para ampli-
ficar el gen que codifica el RNAr 16s. El1 PCR fue
ejecutado en 50 pl del volumen final de reaccién en tu-
bos de PCR de 0,2 ml. Se preparé una mezcla usando
Taq polimerasa'* y reactivos suministrados de acuerdo
con las recomendaciones del fabricante. La concentra-
cién final de la mezcla PCR fue de 10 mM TRIS-HCl
(pH 9,0), 50 mM KCl, 0,1% Triton X-100, 2,5 mM Mg?*,
50 pmol de cada partidor, 200 uM dNTPs, 5 unidades de
Tag polimerasa. Para cada aislado y cepa de referencia,
1 ul de colonias bacterianas no diluidas fue agregado a la
mezcla de PCR. Las reacciones fueron llevadas a cabo
en un termociclador Geneamp 9600 (Applied Biosyste-
ms, EUA). Las condiciones de termociclado usadas
fueron: paso de denaturacion inicial a 95°C por 5 min;
30 ciclos a 95° por 1 min, 60°C por 1 min'y 72°C por 45
seg; seguido por una extension final de 5 min a 72°C.
Después de la amplificacion, el amplicon fue analizado
en electroforesis en gel de agarosa 1% tefiido con bro-
muro de etidio (1 mg/l) y fotografiado usando el sistema
UVP Digidoc-it (UVP inc, EUA).

" Gibco, EUA
12 Bijorad, EUA
13 Sigma, EUA
4 Promega, EUA
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Secuenciamiento. El producto de PCR fue purificado
usando columnas incluidas en el kit de purificacion PCR
QUIAQuick!?, acorde con las instrucciones del fabrican-
te. El secuenciamiento del producto de PCR purificado
fue conducido usando los partidores 27f/1492r y 2 parti-
dores internos: 16Sint-seq (5’-GCACCGGCTAACTC-
CGTGCC-3’) y 16Srev-seq (5’-CCACATGCTGCTC-
CACCGCTTG-3"). Las reacciones de secuenciamiento
fueron llevadas a cabo en un volumen final de 10 pl con
BIG DYE 3.1 (ABI) en un secuenciador ABI PRISM 377
(Applied Biosystems, EUA). Las secuencias obtenidas
fueron ensambladas y chequeadas para errores cromato-
gréficos con el programa Sequencher v4.1.4 para Win-
dows (GeneCodes, EUA).

Andlisis filogenético. Busquedas para genes que codifi-
can el RNAr 16s fueron ejecutadas en bases de datos
publicas usando el programa BLASTN*.

Las secuencias fueron alineadas y numeradas acorde
con la secuencia casi total del gen que codifica el RNAr
16sde V. ordalii ATCC 33509 (niimero acceso: X74718).
Adicionalmente a las secuencias de los 14 aislados de
campo (cuadro 1), se incluyeron 18 secuencias adiciona-
les de Vibrio sp (figura 4) y usadas para alineamiento de
miuiltiples secuencias con el programa ClustalX v1.83 para
Windows (Thompson y col 1997). Basado en estos ali-
neamientos, las distancias matriciales fueron computa-
das en porcentajes de similitud usando la correccion de
Kimura (Kimura, 1980). Finalmente, se construyé un
arbol filogenético basado en esta matriz de distancias
usando el algoritmo Neighbour-Joining implementado en
ClustalX, el 4rbol filogenético fue ruteado con V. chole-
rae (nimero acceso: AY5135010).

RESULTADOS

Anatomia patologica e histopatologia. Los centros de
cultivo de los 14 casos clinicos con salmén del Atlantico
evaluados en el presente estudio, se caracterizaron por
afectar a peces de 80 a 1500 grs promedio y presentar
una morbilidad que va desde un 5 al 40% y una mortali-
dad del 1 al 20% acumulado, concentrando su prevalen-
cia en los meses de marzo a abril, debido principalmente
al ingreso de los smolts de salmén del Atlantico a los
centros de cultivo, disminuyendo su prevalencia con la
edad y con las terapias sucesivas postingreso ya sea para
Vibriosis o por otras enfermedades epizodticas. El anali-
sis externo de estos peces reveld la presencia recurrente
de furdnculos a nivel lateral (figura 1, D) y latero-dorsal,
ulceras extensivas hemorrdgicas laterales (E, F), edema
hemorrigico a nivel de pedinculo, tlceras y hemorragia
en base de aleta pectoral (G) y petequias a nivel del vien-

15 QUIAgen, Alemania
*  http://www.ncbi.nih.gov/BLAST/
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tre (figura 1, H). Internamente, los peces evidenciaron
focos blanquecinos a nivel de higado y bazo principal-
mente, esplenomegalia, higado palido (A, B) con equi-
mosis (A) en el menor de los casos.

La histopatologia reveld internamente una marcada
vasculitis granulocitica subaguda multiorgdnica, mode-
rada epicarditis granulocitica edematosa subaguda y di-
fusa. Externamente revelé una moderada a marcada
dermatitis y miositis hemorrdgica, granulocitica y necroti-
zante, subaguda y localmente extensiva.

Desafios de campo. El grupo desafiado presenté morta-
lidad al noveno dia con mortalidad ascendente y hasta
un 100% al cabo de 45 dias (figura 2), todos los peces
presentaron las lesiones tipicas de esta enfermedad. El
grupo control no presenté mortalidad, ni lesiones hasta
el dia 45.

El andlisis bacterioldgico primario del grupo desa-
fiado reveld la presencia del agente, en todas las lesiones
externas (piel y musculo lesionados), higado, corazon,
rifién, bazo, intestino, estémago y cerebro.

CARACTERIZACION DEL AGENTE BACTERIANO

Morfologia y fisiologia bacteriana. Las colonias se carac-
terizaron por ser circulares, convexas, semiviscosas, de
color gris blanquecinas, sin pigmento y con un tamaio de
1 a 2 mm de didmetro. Microscopicamente, son bacilos
Gram negativos, mdviles, anaerobios facultativos y no
esporulados. Las bacterias se desarrollaron entre los 0,3 a
3,0% de NaCl y entre los 2 a 25°C, con una temperatura
optima de 25°C. Todos los aislados de campo crecieron
en TSA, TSA 1,5% NaCl, BHI, BHI 1,5% NaCl, Agar
sangre cordero y agar marino, pero no se observo creci-
miento en agar TCBS y Mc Conkey en todos los aislados.

Propiedades bioquimicas. Todos los aislados de campo
testeados fueron sensibles al factor vibriostitico 0129
(10 y 150 pg), catalasa y oxidasa positivos. Los ensayos
en el sistema API20E fueron positivos para la utiliza-
cién de glucosa y sacarosa, variable para gelatina (36%)
y negativo para el resto. En el ensayo APISOCH, todos
los aislados de campo mostraron ser positivos a las reac-
ciones de glucosa, fructosa, sacarosa y trehalosa y nega-
tivos para el resto de los carbohidratos. Para el sistema
de investigacion APIZYM, los aislados de campo fueron
positivos para fosfatasa alcalina, esterasa lipasa (C8),
leucina arilamidasa, fosfohidrolasa acida, naftol-AS-BI-
fosfofohidrolasa y variable para B-glucosidasa, todo el
resto de las pruebas fueron negativas. Los resultados de
los sistemas API 20E y API 50CH fueron idénticos den-
tro de los 14 aislados (excepto la prueba de la gelatina en
API 20E donde 5 aislados de campo fueron positivos del
total) y diferentes con respecto a las cepas de referencia
(cuadro 2), ya sea de V. ordalii DFK como otros Vibrio
sp y géneros relacionados.
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Figura 1. Signologia tipica en los casos clinicos analizados

(a) Higado pdlido y equimdtico, (b, ¢) septicemia, (d, i) furinculo (flecha), (e, f) tlceras
tegumentarias sanguinolentas, (g) ulcera sanguinolenta en base aleta pectoral y (i) pedinculo, (h)

petequias en vientre.

Typical signs in the clinical cases.

(a) pale liver with echimotic haemorrhages, (b, ¢) septicaemia, (d) furuncle (arrow), (e, f) haemorrhaging ulcers,
(g) haemorrhaging ulcer in base pectoral fin and (i) tail, (h) petechial hemorrhages in belly.
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Figura 2. Desafios de campo: (cuadrado) mortalidad acumu-
lada de 30 peces infectados con aislados provenientes de casos
clinicos (AY628644, AY628633 y AY628640), (triangulo)
30 peces control inyectada con suero fisiologico y (rombo)
temperatura promedio de los estanques durante el desafio.

Field trials: (square) cumulated mortality of 30 fish
infected with field isolates from clinical cases (AY 628644, AY628633
y AY628640) (triangle) 30 control fish inoculated with NaCl 0.85%
and (rhombus) tank average temperature during challenge.

Aglutinacion en ldtex e inmunofluorescencia indirecta.
Todos los aislados de campo fueron positivos para el test
de aglutinacién en latex para V. anguillarum, y negati-
vos para V. salmonicida, Aeromonas salmonicida'y Yer-
sinia ruckeri. Al IFAT reveld ser positivo para V. orda-
lii, débilmente positivo para V. salmonicida, y negativo
para Aeromonas salmonicida, Renibacterium salmoni-
narum, Piscirickettsia salmonis, V. anguillarum seroti-
po 01/02 y Moritella viscosa.

SDS PAGE — WESTERN BLOT

Los resultados de SDS-PAGE y Western Blot mos-
traron que todos los antisueros no adsorbidos reaccio-
naron con los epitopes de los aislados de campo. Los
resultados de los blots incubados con los antisueros
adsorbidos mostraron reactividad contra V. anguillarum
02a y adsorbido con V. anguillarum 02b fue especifico
para el control positivo de cepa (figura 3, placa F), mien-
tras algunas reacciones cruzadas fueron observadas con
los antisueros de V. anguillarum 02b (figura 3, Placa
G). En general, los aislados de campo presentaron el
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Cuadro 2. Pruebas relevantes de los sistemas de identifica-
cién API 20 E y API 50CH comparando las cepas de campo y
las cepas de referencia. Mv = Moritella viscosa RO 1.0,
Vs = Vibrio salmonicida NCMB 2262, Vw = Vibrio wodanis
610/95, Vo = Vibrio ordalii DFK, Va0l = Vibrio anguillarum
serotipo 01 FT 256, Va02a = Vibrio anguillarum serotipo 02a
FT 257, Ass = Aeromonas salmonicida spp salmonicida FT
449 y AC = Aislados de campo.

Relevant tests from API 20E and API 50CH identification
system comparing the reference strains and the Chilean field isolates.

Prueba Mv Vs Vw Vo Va0l Va02a Ass AC
nimero 1 1 1 1 1 1 1 14
API20E

ONPG - - - - + + - -
ADH - - - - + + + -
LDH + - - - - - -
Citrato - - - - + + - -
Indol - - - = + + - -
VP + - - - + + - -
Gelatina + - - - + + + Vv
Glucosa -+ o+ 4+ + + + o+
Manitol -+ + + + + + -
Inositol - - - - + - - -
Sorbitol - - - - + + - -
Sacarosa - -+ 4+ + + -+
Amigdalina - - - + + + + -
Arabinosa - - - - - + - -
Oxidasa + + - + + + + o+
NO, + -+ - - - - -
API 50CH

Ribosa - - - + ND ND ND -
Glucosa + + o+ + ND ND ND +
Fructosa + o+ + + ND ND ND +
Manosa -+ + - ND ND ND -
Manitol - + - + ND ND ND -
NAG + - + + ND ND ND -
Maltosa - - + + ND ND ND -
Sacarosa - - + + ND ND ND +
Trehalosa - + + - ND ND ND +
Amigdalina - - + - ND ND ND -
Glicégeno + - + - ND ND ND -
Gluconato - 4+ - - ND ND ND -

V = Variable, (+5/14), (+) = Positivo a la prueba, (-) = negativo a la
prueba, ND = No determinado, ONPG = orto-nitrofenil-bD-
galactoprianosidasa, ADH = arginina dihidrolasa, LDH = Lisina
decarboxilasa, NAG = n-acetil-glucosamina.

mismo perfil de bandas entre ellas y con los anticuer-
pos dirigidos contra las cepas de referencia de Vibrio
sp produjeron mds bandas en las cepas de campo que
con los antisueros de otros géneros no-Vibrio de refe-
rencia. Aun presentando bandas con los antisueros con-
tra otras especies de Vibrio, las bandas de los aislados
chilenos no fueron en todos los casos exactamente igua-
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les a las cepas de referencias utilizadas como controles
incluyendo V. ordalii y V. anguillarum de referencia,
sin embargo, se observaron algunas bandas en comiin
como por ejemplo en V. ordalii (figura 3, Placa D) y
V. anguillarum 02a (figura 3, Placa G).

Andlisis de las secuencias del gen 16 s RNAr. Los 14 aisla-
dos de campo presentaron la misma secuencia del gen que
codifica el RNATr 16s. Este consenso fue suministrado por
el analisis en BLASTN, donde el mas alto score fue obteni-
do con V. ordalii cepa ATCC 335097 (X74718), y con V.
anguillarum cepa NCMB6 (X16895), respectivamente.

En el andlisis de los alineamientos multiples de las
secuencias, varios nucleétidos divergentes fueron obser-
vados entre los aislados de campo y Moritella viscosa,
Aeromonas salmonicida, V. wodanis y V. salmonicida
(datos no mostrados). Las relaciones mas estrechas de
las cepas chilenas fueron con los grupos de V. ordalii y
V. anguillarum, confirmado con la comparacién de los
porcentajes de similitud de las secuencias alineadas (da-
tos no mostrados). Las secuencias del gen RNAr 16s de
las cepas de campo aisladas mostraron 100% de simili-
tud con respecto a las secuencias de referencia de V. or-
dalii incluidas en el alineamiento, seguidos por V. an-
guillarum (entre 94 a 99% similitud). Esta relacién
cercana entre los aislados de campo y el grupo de V. or-
dalii fue incluso observada en el drbol filogenético (fi-
gura 4).

Esta relacion mds cercana entre los aislados de cam-
po y V. ordalii que con V. anguillarum se hace mds ob-
via al evaluar las multiples secuencias alineadas entre
las regiones de nucledtidos comprendidos entre las posi-
ciones 1 a 1487. Primero, ambas secuencias parciales de
los genes RNAr 16s de los aislados de campo y V. orda-
lii de referencia presentaron las bases C, T, C, T, T, G,
A, C, Gy A en sus respectivas posiciones 433, 1013,
1015, 1020, 1023, 1035, 1038, 1043, 1054 y 1056 de
alineamiento, a diferencia de las cepas de referencia de
V. anguillarum O1, O2a, ssp H1.11431, NCMB 2129 y
NCMB 2130 que presentaron -, C, G, G, A, A, T,-,Cy
G, respectivamente en las mismas posiciones. Segundo,
tanto los aislados de campo como las cepas de referencia
de V. ordalii presentaron la insercién “GCACT” locali-
zadas en las posiciones 1466-1470 del alineamiento, la
cual estuvo ausente en todas las cepas de V. anguillarum
de referencia. La region corriente, arriba a esta insercion,
fue también altamente divergente entre las cepas de cam-
poy V. anguillarum, pero sin diferencias con V. ordalii
de referencia. De hecho, s6lo la diferencia de un nucleé-
tido (transversion G-T en posicion 624) fue observada
entre los aislados de campo y V. ordalii de referencia.

DISCUSION

Este estudio mostré que las bacterias aisladas de los
14 casos clinicos de diferentes zonas geogrificas y que
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Figura 3. SDS-PAGE y western blot de células totales de 5 aislados de campo y cepas de referencia.

Linea A: en todas las placas contienen el marcador de peso molecular (BioRad) con los PM 108, 90, 50.7,
35.5, 28.6, 21.2. La Linea B a H: contienen los controles positivos y del 1 al 5 contienen los aislados de
campo 2264, 2089, INV, 2114, y ACU, respectivamente. Placa A: incubada con anti-Vibrio wodanis (Linea
B: Vibrio wodanis 610/95), Placa B: anti-Moritella viscosa (Linea C: Moritella viscosa RO 1.0) , Placa C:
anti-Aeromonas salmonicida spp salmonicida (Linea D: Aeromonas salmonicida spp salmonicida FT449),
Placa D: anti-Vibrio ordalii (Linea E: Vibrio ordalii NCMB 2168), Placa E: Anti-Vibrio anguillarum 01
(Linea F: Vibrio anguillarum ser.01 Ft 256), Placa F: anti-Vibrio anguillarum 02a (Linea G: V. anguillarum
02a Ft 257, Linea H: V. anguillarum 02b Ft 618), Placa G: anti-Vibrio anguillarum 02b (Linea I: V. anguillarum
02a Ft257, Linea J: V. anguillarum Ft618), Placa H: anti-Vibrio salmonicida (Linea K: Vibrio salmonicida
NCMB 2262).

SDS-page and western blotting of whole cells of five Chilean field isolates and reference strains.

Lane A: on all the plates contain the molecular weight marker (BioRad, batch 96270) with the following molecular weight
(MV): 108, 90, 50.7, 35.5, 28.6, 21.2. Lane B through H: contain the positive references while lane 1-5 contain the Chilean
field isolates (Lane 1: Chilean field strain (ADL-2264-03), Lane 2: Chilean field strain (ADL-2089-03) Lane 3: Chilean
field strain (ADL-INV-03) Lane 4: Chilean field strain (ADL-2114-03), Lane 5: Chilean field strain (ADL-PVA-ACU))
respectively. Plate A: anti Vibrio wodanis antiserum. Lane A: Vibrio wodanis (strain: 610/95). Plate B: Moritella viscosa
antiserum. Lane C: Moritella viscosa (strain RO1.0). Plate C: Aeromonas salmonicida subs. salmonicida antiserum. Lane
D.: Aeromonas salmonicida subs. salmonicida (strain FT449). Plate D: Vibrio ordalii antiserum. Lane E: Vibrio ordalii
(strain: NCMB 2168). Plate E: Vibrio anguillarum 01 antiserum. Lane F: Vibrio anguillarum 01 (strain: Ft 256). Plate F:
(absorbed with Vibrio anguillarum 02b) anti Vibrio anguillarum 02a antiserum. LaneG: Vibrio anguillarum 02a (strain:
Ft257) Lane H: Vibrio anguillarum 02b (strain: Ft 618). Plate G: (absorbed with Vibrio anguillarum 02a) anti Vibrio
anguillarum 02b antiserum. Lane I: Vibrio anguillarum 02a (strain: Ft257). Lane J: Vibrio anguillarum 02b (strain: Ft618).
Plate H: anti Vibrio salmonicida antiserum. Lane K: Vibrio salmonicida (strain: NCMB 2262).

presentaron peces con signologia muy similar entre los
casos correspondian a una Unica especie fenotipica y ge-
notipicamente idénticas, lo cual estaria muy vinculado
con un unico origen de las enfermedades infecciosas po-
blacionales y rdpida expansion geografica quizds debido
a corrientes marinas, cercania de centros, transporte pe-
ces y peces silvestres como vectores. La enfermedad en
si demostro ser devastadora si no es controlada a tiempo,
como lo demostraron los ensayos de campo, cuyo desa-
fio termind con la vida del 100% de los peces al cabo de
45 dias. Ademads presento signologia recurrente y tipica,
como lesiones externas caracterizadas por ser de tipo
hemorrégicas, e internas de tipo necrotizante y granulo-
matosas.

Con respecto a la bacteria en si, fenotipicamente de-
mostraron tener las caracteristicas tipicas de Vibrio sp
(Larsen y Petersen, 1999; West y col 1986). Al compa-
rar las caracteristicas fenotipicas de los aislados de cam-
po y otros Vibrio sp patégenos de peces, como V. sal-
monicida y Moritella (V) viscosa, estos ultimos
requieren de temperaturas mas bajas para su desarrollo
y NaCl adicional para su crecimiento éptimo en me-
dios de cultivo (Benediktsdottir y col 2000, Egidius y
col 1986), a diferencia de los aislados de campo que no
requirieron NaCl adicional y temperatura 6ptima de cre-
cimiento mucho mayor.

Los andlisis por IFAT de los 14 aislados de campo
desarrollaron fuerte reaccion positiva con los anticuer-
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Vibrio cholerae AY513501

V Wodanis AY628647
E V salmonicida H1651 X71811

V salmonicida AY292918

M viscosa Y17574
A salmonicida NCMB1102 X71836
A salmonicida ssp achromogenes

A salmonicida salmonicida NCIM

V anguillarum ssp H111431 X718
] V vulnificus X56582
V anguillarum NCMB2129 X71819
V anguillarum NCMB2130 X71818
L anguillarum O2a AY06997 1
L anguillarum O1 AY069970
V anguillarum X16895
V anguillarum ATCC43313 X71817
ADL 2643 03 AY628641
ADL 2190 03 AY628636
|‘ V ordalii NCMB2168 AY628646

V ordalii ATCC33509 X70641

V ordalii DFK AY628645
ADL PVA 03 AY628643

ADL 2027 03 AY628644
ADL INV 03 AY628642

ADL 2334 03 AY628640
ADL 2333 03 AY628639
ADL 2264 03 AY628638
ADL 2193 03 AY628637
ADL 2188 03 AY628635
ADL 2114 03 AY628634
ADL 2113 03 AY628633

ADL 2089 03 AY628632

V ordalii 511 2063 AY530930

ADL 2063 03 AY628631
0.01

Figura 4. Arbol Neighbour-Joining derivado de las secuen-
cias parciales del gen que codifica el RNAr 16s de los 14 ais-
lados de campo y 19 cepas de referencias (nimeros acceso
dados en la misma figura). El rbol fue construido con ClustalX
v1.83 (bootstrap = 1000) con el algoritmo Neighbour-Joining
aplicando la correccion de Kimura. Vibrio cholerae fue elegi-
do ruteador. La barra de escala muestra la tasa de sustitucién
de nucleétidos por sitio.

Neighbour-Joining tree derived from partial 16s rRNA
gene sequences of the 14 pathogenic Chilean strains and 19 fish bac-
teria reference strains (sequence accession numbers are given after
the strain name). The tree was constructed with ClustalX v1.83 with
the Neighbour-Joining algorithm applying Kimura distance corrections.
Vibrio cholerae was chosen as the outgroup. The scale bar shows
nucleotide substitution rate per site. Bootstrap probabilities as
determined for 1000 resamplings by ClustalX are given below the
internal branches.

pos anti-V. ordalii, pero una muy débil reaccién con an-
ticuerpos policlonales anti-V. salmonicida, esto Gltimo
quizds a una insuficiente adsorcion o diferencias antigé-
nicas con V. ordalii utilizados para la adsorcion. El ensa-
yo de aglutinacion en litex como efectiva herramienta
discriminatoria (Larsen y col 1984) demostré que los ais-
lados de campo compartian epitopes con V. anguillarum
al reaccionar positivamente a la prueba, a diferencia de
los test para V. salmonicida, Aeromonas salmonicida y
Yersinia ruckeri que resultaron negativos. La aglutina-
cién de los aislados de campo con el kit para
V. anguillarum, obedece al hecho que V. ordalii y
V. anguillarum serotipo O2a tienen en comun el antige-
no polisacarido O y que difieren sélo en el grado de po-
limeracion (Sadovskaya y col 1998). Esto ha sido repor-
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tado, debido a la similitud de los lipolisacaridos de las 2
especies, donde se observan reacciones cruzadas comun-
mente en anticuerpos no adsorbidos. Por otra parte, es
bien conocido que V. ordalii y V. anguillarum O2a con-
tienen determinantes antigénicos especificos que permi-
te diferenciarlos (Chart y Trust, 1984, Mutharia y col
1993). La pérdida de reactividad en el IFAT de los aisla-
dos de campo y los anticuerpos anti-V. anguillarum O1
y O2 principalmente es debida a que son adsorbidos pre-
viamente contra V. ordalii. Bioquimicamente, los ensa-
yos con el sistema API20E han sido previamente usados
para el andlisis de diferentes patégenos de peces como:
V. anguillarum, V. ordalii, Moritella viscosa, V. salmo-
nicida, V. wodanis (Gregar y Goodrich 1999, Grisez y
col 1991) y Yersinia ruckeri (Rodriguez y col 1999, Ro-
malde y col 1991). Es mads, la revision literaria de las
caracteristicas bioquimicas de varios patégenos de pe-
ces ha sido recientemente publicada (Buller 2004). To-
dos los aislados de campo mostraron similar perfil bio-
quimico entre si en los diferentes ensayos utilizados, a
excepcion del ensayo de gelatina en API 20E(#00040245
6 00060245), pero no una perfecta correlacién con los
perfiles de las cepas controles usados, incluso las cepas
controles de V. ordalii mostraron un perfil diferente
(#00041125); sin embargo, este dltimo perfil es cohe-
rente con lo descrito por Egidius (1986), esta divergen-
cia hace imperante la utilizacién de pruebas adicionales
a las bioquimicas para su identificacion. En general, los
aislados de campo obtuvieron un nimero bajo de prue-
bas positivas, observada también en los controles de
Moritella viscosa, V. salmonicida, V. wodanis 'y V. or-
dalii, pero claramente diferenciables de V. anguillarum
que se caracterizaron por su alto niimero de pruebas po-
sitivas debido a su complejidad bioquimica (Actis y col
1999, Grisez y col 1991, Larsen y Pedersen 1999, Myhr
y col 1991, West y col 1986, Wiik y col 1995). Tam-
bién, acorde a la literatura ha sido descrito que el grupo
de Vibrio sp puede ser subagrupado en base a sus reac-
ciones L-arginina, L-lisina y L-ornitina (Grupo ALO),
segun lo descrito por Buller (2004), Larsen y Petersen
(1999). Los aislados chilenos mostraron que estas tres
reacciones fueron negativas, lo cual los integra al gru-
po de V. salmonicida, V. ordalii y V. wodanis (Bene-
diktsdottir y col 1998, Larsen y Petersen 1999, Lunder y
col 2000).

El andlisis de SDS-PAGE y Western blot de los anti-
genos celulares totales de los aislados de campo no reve-
16 identidad con respecto a los controles de referencia
usados, incluso fue diferente con V. ordalii de referen-
cia. Sin embargo, entre los aislados de campo mostraron
idénticos perfiles de bandas con todos los antisueros usa-
dos. Ademas, el nimero de bandas positivos con los an-
tisueros utilizados fue mayor en los aislados de campo y
Vibrio sp de referencia que en los géneros no-Vibrio.

El andlisis filogenético revel6 que los 14 aislados
de campo presentaban la misma secuencia de nucleoti-



dos, lo cual indica que corresponden al mismo patdge-
no. Al suministrar las secuencias de los aislados chile-
nos en BLASTN, éstas dieron como mejor score a
V. ordalii (ATCC 33509T), seguido de cerca por
V. anguillarum NCMB6, sin embargo, esta ultima cepa
fue agrupada dentro del grupo V. ordalii de acuerdo con
el andlisis filogenético publicado por Jensen y col
(2002). El alineamiento multiple de las secuencias de
la region comprendida entre el nucleétido 62 al 1339
del gen RNAr 16s mostro diferencias significativas en-
tre los aislados de campo y las cepas de referencia Mo-
ritella viscosa, Aeromonas salmonicida, V. wodanis y
V. salmonicida, por lo cual los aislados de campo no
corresponden a estas especies. Por otro lado, existe una
clara diferencia en el alineamiento, por la insercion de
5 bases (GCACT) en las posiciones 1466-1470 en las
secuencias de los aislados de campo y en el grupo V.
ordalii, pero estas 5 bases estdn ausentes en el grupo V.
anguillarum. La ribotipificacion por RNAr 16s ha sido
reportada util previamente para diferenciar V. angui-
llarum de V. ordalii (Tiainen y col 1995), y mejor que
la fenotipificacién (Montes y col 2003), sin embargo la
ribotipificacion ha sido insuficiente para diferenciar
otras especies de Vibrio cercanamente relacionadas
(Thompson y col 2002 y Montes y col 2003) y varian-
tes dentro de una misma especie (Thompson y col 2004),
para lo cual es necesario utilizar otras técnicas como
AFLP, rep-PCR, hibridacién DNA-DNA (Thompson y
col 2001) y marcadores filogenéticos (Thompson y col
2004).

Finalmente, la tasa de similitud y el arbol filogené-
tico derivados del alineamiento miultiple de las secuen-
cias indicaron claramente que los aislados de campo per-
tenecen al grupo de V. ordalii y no a otras bacterias
incluidas en este estudio. Los andlisis fenotipicos y fi-
logenéticos muestran una alta homogeneidad entre los
aislados de campo, por lo menos los incluidos dentro
de este estudio y que estdn ampliamente distribuidos en
Chile y que constituye un problema serio para la indus-
tria del salmén en el pafs. Por esta razon, las cepas de
campo podrian ser consideradas como un biotipo o fe-
notipo atipico de V. ordalii, aunque para ello es nece-
sario m4s estudios comparativos entre los genomas com-
pletos de esta bacteria.

RESUMEN

Durante invierno y primavera de 2003, salmones del Atldntico
cultivados en las costas marinas del sur de Chile fueron afectados por
brotes de una enfermedad. El andlisis patolégico revel6 la presencia
de lesiones en piel, tdlceras hemorrdgicas, mientras que los signos
internos incluyeron pericarditis, peritonitis y focos necréticos multiples
en el higado. En todos los casos, los cultivos bacterianos puros fueron
aislados de las lesiones externas y érganos internos. La bacteriologia
convencional mostré como sospechoso a Vibrio sp como causante de
la enfermedad. La identificacion final de la bacteria fue llevada a cabo
por andlisis filogenético por la comparacién de la secuencia casi total
del gen que codifica el RNAr 16s. Este andlisis reveld que las bacterias

VIBRIO ORDALII, SALMON DEL ATLANTICO 16S RNAR

sospechosas pertenecen al grupo de los V. ordalii. Fenotipicamente,
estas bacterias mostraron diferencias morfoldgicas, fisioldgicas,
bioquimicas, enzimadticas y antigénicas a los V. ordalii de referencia.
Por esta razén, las cepas de campo podrian ser consideradas como un
biotipo o fenotipo atipico de V. ordalii, aunque para ello es necesario
mas estudios comparativos entre los genomas completos de estas
bacterias.
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