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VIBRIOSIS EN EL LENGUADO Paralichthys adspersus (STEINDACHNER,
1867) EN CAUTIVERIO.

CLAUDIO D. MIRANDA' Y RODRIGO ROJAS'

ABSTRACT Mu'anda. CD. & R. Rojas. 1996. Vibriosis in the flounder
Paralichth (Steindach 1867) in captivity. Revista de Biologia
Marma, Vn]pmlsan 31(1):1-9.

Different pathologies have heen observed in an experimental culture of the

flounder Paralichthys adsp ized by inflamed bloody eyes,
hacmorrhagic arcas in the mouth Imi gills and disintegrated lower jaws.

The disease symptoms were arrested by daily treatments with oxolinic acid
and oxitetracycline for one week, thus confirming the bacterial etiology of the
lesions.

Eight Vibrio strains were isolated as pure cultures from streaking of
material swabbed from lesions in flounder specimens onto TCBS and tryptic soy agar
prior to antibiotic treatment.

The phenotypical characterization of the present isolates identified the
Vibrio strains as V. splendidus biotype 11 (5) and V. anguillarum-like (3).

All the Vibrio strains isolated from di d flound Jisplayed
susceptibility to  chloramphenicol, oxolinic acid, and trimethoprim-
sulphamethoxazole, and seven strains were susceptible to oxitetracycline.
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RESUMEN: Miranda, C.D. & R. Rojas, 1996. Vibriosis en ¢l lenguado Paralichthys
adspersus (Steindachner, 1867) en cautiverio. Revista de Biologia Marina,
Valparaiso 31(1):1-9.

Diferentes patologias han sido observadas en un cultivo experimental del lenguado
Paralichthys adspersus, caracterizadas por ojos inflamados sanguinolentos, dreas
hemorrégicas en la boca y las branquias y las mandibulas inferiores desintegradas.

Las diferentes manifestaci de la enfe fad fueron detenidas por
tratamientos diarios con 4cido linico y oxi iclina por una semana,
confirmando asi la etiologia bacteriana de las lesiones.

Se aislaron 8 cepas de Fibrio como cultivo puro desde el estriado del
material infectado de los lenguados enfermos sobre agar TCBS y tripticasa de soya,
previo al tratamiento antibidtico.

La izacién ica de los aislami identificé a las cepas de
Vibrio como V. splendidus biotipo 1l (5) y V. anguillarum-like (3).

Todas las cepas de Vibrio aisladas de los lenguados enfermos
susceptibilidad al cloranfenicol, dcido linico, ¥ sulfar | tri prim, ¥
sicte cepas ademds exhibicron sensibilidad a la oxitetraciclina.

Palabras claves: acuicultura, patologia, Vibrio, bacteriologia.
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INTRODUCCION

La vibriosis ha llegado a ser la enfermedad
econémicamente mas importante en cultivos
de peces marinos, afectando un gran nimero
de especies (Toranzo eral. 1989, Toranzo &
Barja 1990).

En el cultivo de peces planos, di-
versos autores han reportado la participacion
de algunas especies de Fibrio en procesos
patolégicos (Devesa et al. 1985, Devesa ef al.
1989, Myhr et al. 1991, Fouz et al. 1992),
aunque no ha sido posible determinar si tales
infecciones son de cardcter primario u
oportunista (Robohm & Brown 1978, Barja
& Toranzo 1989, Austin ef al. 1993).

Algunos estudios han demostrado
que la mayoria de las patologias en peces
planos ocurre por la penetracion de los
agentes infecciosos a través de la piel, no
descartandose la posibilidad de infeccién a
través de las branquias y el tracto intestinal
{Masumura ef al. 1989, Novoa ef al. 1992).

En Chile, el cultivo de P. adspersus
aln se encuentra a nivel experimental, por lo
que no existe informacion acerca de micro-
organismos patdgenos aislados de ejemplares
de esta especie en cautiverio.

Los objetivos del presente estudio
fueron (i) aislar y caracterizar fenotipica-
mente los agentes etiolégicos de procesos
infecciosos desarrollados en un cultivo ex-
perimental del lenguado P. adspersus y (ii)
caracterizar y determinar los patrones de

P ibilidad a £ imicrobianos de
uso habitual en acuicultura de los aislamien-
tos bacterianos.

MATERIALES Y METODOS
PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA.

Se tomaron muestras de las dreas dafiadas de
los ejemplares enfermos mediante el uso de
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térulas estériles, las que se estriaron simulta-
neamente sobre placas con agar tripticasa de
soya (TSA Difco labs.) suplementado con
MaCl (2%) y sobre agar tiosulfato citrato
sales biliares sacarosa (TCBS Difco labs.).
Las placas se incubaron a 22°C por 48 horas
y se aislaron 8 cepas bacterianas provenientes
de diferentes ejemplares de los peces
enfermos.

CARACTERIZACION DE LOS
MIENTOS.

AISLA-

Cultivos puros de colonias aisladas fueron
caracterizados morfolégica, bioquimica y
fisiologicamente de acuerdo a los procedi-
mientos de Cowan (1974) y West & Colwell
(1984), Los medios de cultivo se suplemen-
taron con NaCl (2%), y los resultados fueron
registrados al cabo de un periodo de incu-
baci6n de 7 dias a 22°C. La idemificacion de
las cepas de Vibrio se realiz6 de acuerdo a los
esquemas propuestos por Baumann &
Schubert (1984), Farmer & Hickman-Brenner
(1992) y Alsina & Blanch (1994). La
totalidad de los aislamientos fueron re-
examinados para evaluar la reproducibilidad
de cada ensayo.

Los perfiles fenotipicos de las cepas
aisladas fueron comparades con aquellos de
otras cepas de Vibrio asociadas con procesos
patoldgicos en ejemplares de turbot
(Scophthalmus maximus L.).

SUSCEPTIBILIDAI ANTIBIOTICA.

La susceptibilidad de los aislamientos bac-
terianos a diversos agentes antimicrobianos
se determind mediante la técnica de difusién
en placa (Barry & Thornsberry 1985), utili-
zando placas con agar Mueller-Hinton (Difco
labs.} suplementadas con NaCl (2%),
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Los agentes antimicrobianos y sus
concentraciones por sensidisco  (Oxoid,
Unipath Ltd., Hampshire, U.K.) fueron, (en
microgramos): ampicilina (10), carbenicilina
(100), amikacina (30), gentamicina (10),
kanamicina (30), estreptomicina (10), clo-
ranfenicol (30), oxitetraciclina (30), acido
oxolinico (2) y sulfametoxazol trimetoprim
(23,75 y 1,25 respectivamente).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Diversos cuadros clinicos fueron observados
en ejemplares de P. adspersus en cautiverio.
La sintomatologia externa de los procesos
infecciosos, asi como los organos afectados
fueron muy variables (Tabla 1), observandose
4reas hemorrégicas en la boca y las
branquias, desintegracion parcial de la man-
dibula inferior (Fig. 1) y exoftalmia con
actumulos sanguineos (Fig. 2).

Figura 2. Lesién ocular en reproductor de Paralichthys adspersus.
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Tabla 1: Cepas bacterianas aisladas de
procesos  patologicos  en
Paralichthys adspersus.

CEPA SINTOMATOLOGIA

1 Boca roja

2 Mandibula inferior destruida

3 Boca roja

4 Boca roja

s Ojo derecho inflamado v destruido
6 Ojo derecho inflamado y destruido
7 Abceso en zona dorsal

8 Mandibula inferior destruida

Es asi que la sintomatologia externa
de estas vibriosis atipicas en lenguado fueron
lesiones centradas en la boca y la cabeza
produciendo manifestaciones clinicas simila-
res al sindrome entérico de la boca roja
experimentada por los salmonoideos infecta-
dos por Yersinia ruckeri (Fouz et al. 1992).
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La sintomatologia externa, aungue
variable evidenciaria que la mayoria de los
procesos patologicos observados se desarro-
llaron por medio de mecanismos invasivos
(Levin er al. 1972, Home er al. 1977,
Watkins ef al. 1981, Rasheed 1989)
sugiriendo una participacion importante de
enzimas de cardcter proteolitico y lipolitico.

El estriado de las dreas lesionadas de
los lenguados enfermos propicio el desarrollo
de cultivos de Vibrio casi puros sobre agar
tripticasa de soya y TCBS (Fig. 3),
estimandose a tales microorganismos como
los agentes etiologicos de los cuadros pato-
légicos observados.

La caracterizacion fenotipica de los
aislamientos bacterianos mosiro que las cepas
en estudio presentaron una gran variabilidad
fenotipica, caracteristica de los representantes
del género Vibrio (West ef al. 1982).

Figura 3. Aislamicnto bacieriano en agar TCBS de muesira de lesion ocular.

El perfil fenotipico de las cepas
aisladas de los lenguados infectados com-
partié algunas caracteristicas bioguimicas

importantes en comin con el grupo V.
anguillarum - V. splendidus tal como el
espectro de  descarboxilacion de  arginina,
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lisina y ornitina (A+, L-, O-) (West &
Colwell 1984, Barja & Toranzo 1989, Alsina
& Blanch 1994). De acuerdo a esquemas de
identificacion pre-establecidos (Alsina &
Blanch 1994), las cepas pudieron asimilarse a
la especie V. splendidus biotipo I1 (cepas 1,
2,3, 4y6)y ¥ anguillarum-like (cepas 5, 7
v 8).

Las cepas identificadas como V.
anguillarum se caracterizaron por su capaci-
dad para crecer en NaCl (8%) vy fermentar la
sacarosa, en contraposicién a las cepas per-
tenecientes a V. splendidus biotipo II las que
fueron incapaces de fermentar la sacarosa y
pudieron resistir la ampicilina (Tabla 1).

La comparacion de las caracteristi-
cas bioguimicas y fisiologicas de los aisla-
mientos (Tabla 2), con cepas de Vibrio ais-
ladas de mortalidades en cultivo del turbot S.
maximus, evidenciaron que las cepas de V.
splendidus biotipo 11 y V. anguillarum pro-
venientes del cultivo de lenguado presentaron
algunas caracteristicas fenotipicas distintas
tales como la incapacidad para fermentar los
carbohidratos L-arabinosa y sorbitol a
diferencia de las cepas pertenccientes a las

especies pro de los cultivos
de turbot.

Cabe hacer notar que la totalidad de
las cepas bacterianas aisladas resultaron
incapaces de producir acetoina (Voges-
Proskauer negativo) en contraposicion a los
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| en un esta no
exnstlendo brom infecciosos generalmados.
es posible concluir que estas patologlas
fueron de cardcter oportunista, lo que se ve
en cierta forma reafirmado por los tipos de
microorganismos involucrados en estas in-
fecciones, ya que Fibrio por lo general no es
considerado un agente causante de infeccio-
nes primarias en peces marinos (Miranda &
Rojas 1993).

Es importante considerar que por lo
general los procesos infecciosos desarrolla-
dos se produjeron en un estanque alimentado
con dieta experimental, utilizando pellet seco
en reemplazo del alimento himedo de uso
habitual preparado a partir de peces frescos.
Ello podria haber contribuido a estados de
inmunodepresion producto de posibles defi-
ciencias nutricionales. Por otra parte, la
mayoria de las patologfas descritas ocurrieron
durante el verano, observindose alzas
importantes de la temperatura del agua del
cultivo lo que proporcionaria incrementos
importantes en las densidades de vibrios
presentes en el sistema. Por lo anterior es
posible concluir que el alza en la temperatura
favoreceria la invasién de las cepas de Vibrio
en los lenguados previamente debilitados por
esta situacion de estrés.

Por lo general, las terapias antimi-
crobianas aplicadas, sobre la base de oxitetra-
ciclina y 4cido oxolinico fueron muy
efectwas para revertir la mayoria de los

aislamientos realizados de cuad logi
cos en el turbot (Angulo et al. ]994)

En términos generales se observaron
varios casos de infecciones bacterianas en
ejemplares del lenguado P. adspersus
mantenidos en cautiverio. Considerando que
no existen problemas de alta densidad de
carga y que por lo general, sélo se desarro-
llaron cuadros clinicos s6lo en algunos de los

légicos descritos, lo cual se ve
avalado por los perfiles de resistencia a anti-
microbianos (Tabla 3).

Los perfiles de resistencia a antimi-
crobianos permiten argllir que ain no se
desarrollan procesos significativos de multi-
resistencia posibilitando una alta eficiencia de
los mecanismos tradicionales de quimio-
terapia.
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Tabla 2. Caracterizacion comp«mwa de las cepas de Vibrio aisladas del | do (Paralichth dsy Y,
con cepas lidades de turbot (Scophrhall 1 L.).

CEPAS BACTERIANAS®

CARACTER I 2 3 45 6 7 8 9 10111213 14
Tincién de Gram e
Movilidad + + 4+ + o+ + + 4
Oxidasa + o+ o+ 4+ 4+ o+ o+ o+ + o+ + o+ 4
Catalasa + 4+ + 4+ o+
Crecimiento en TCBS + + + 4+ + 4+ + o+ o+ + +
¥V VVVAYVYV AAAAYVYAAY
Resistencia a:
O/129 (150 pg) §$ S 8§ 58855888588 S8
Ampicilina (10 pg) E RS RS RRRSSRRZRR
Indol + F + + o+ -+ - o+ o+ .
Voges-Proskauer = om moE R O o8 ¥ ¥ OF
Reduccién de Nitrato +0F + F + 4+ 4+ 4+ o+ 4
Descarboxilacion de:
Arginina S T S T T T T T S T
Lisina R T e =
Ommitina B oW m W OE W W B S E B & 3
Gelatinasa + + + + + + + « + « + + t+ -
Ureasa = A R OER N OB S OS B B 2 & & A
Crecimiento en:
0% NaCl 4 & 4 & a4 = = = = e« = @« = =
3% NaCl + t + + + + o+ o+ 4
8% NaCl + + 4+ + « + 2 2 & & & @« = =
OF de Leifson F FFFFFFFFFFFFF
Gas de glucosa R EEEEEE o & =
Fermentacion de:
Glucosa SR T S S . T T S S S S S S
L-Arabinosa T T e
Sacarosa R T T S S
Manosa + + + + 4+ + + + 4+ -+ + o+t
Manitol S S S S N T
Sorbitol T T e
Inositol T - . .
* (1-8) Aislamientos del cultivo de lenguados de la Universidad  Catélica del Norte; (9} V. splendidus

biotipo I (Angulo ef al. 1994); (10) V. splendidus biotipo 1 RG-53 (Lupiani et al. 1989); (11) V.
splendidus biotipo [1 M-6 (Lupiani et al. 1989); (12) V. anguillarum serotipo 01 R-82 (Toranzo ef al.
1987); (13) V. anguillarum serolipo 02 V-22 (Toranzo et al. 1987); (14) V. damsela RG-91 (Fouz er
al. 1992). V: colonias verdes, A: colonias amarillas, R: resistente, S: sensible
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Tabla 3: Patrones de suscepltibilidad a bianos de las cepas aislad
CEPAS BACTERIANAS

ANTIMICROBIANOS ] 2 3 4 5 6 7 8
Ampicilina R R S R s R R R
Carbenicilina R R S S s R R s
Amikacina S K] S S S S S b
Gentamicina S s R R S R R R
Kanamicina R s S R 5 R R R
Estreptomicina R R R R 5 R 5 5
Cloranfenicol S S S S s S S S
Oxitetraciclina S s S S s s S R
Acido Oxolinico S s 5 S b 5 S S
Sulfi | Tri p 5 s s s 5 s S s
R: Resistente; S: Sensible

CONCLUSIONES no fermentadores de sacarosa identificados

Los antecedentes expuestos acerca de los
casos de vibriosis observados en el cultivo
experi 1 del lenguado P. adspersus
permiten argilir que tales procesos patologicos
son de cardcter oportunista asociados con
situaciones de estrés tales como cambios en la
dieta y/o alzas de temperatura.

La variada sintomatologia observada
para los casos de vibriosis reportados en el
presente estudio es variable y caracteristica de
procesos de cardcter invasivo.

Existe una participacion importante
en los cuadros infecciosos descritos de vibrios

como V. splendidus, coincidiendo con
patologias observadas en el cultivo de turbot
(Devesa et al. 1985, Fouz et al. 1992).

Las cepas bacterianas aisladas no
presentaron niveles importantes de multirre-
istencia a agentes antimicrobianos y en
contraposicién, todas las cepas bacterianas son
susceptibles al cloranfenicol, dcido oxolinico y
sulfametozaxol trimetoprim.

Se recomienda una estrategia
adecuada de manejo del cultivo y la
implementacién de monitoreos bacterianos
periédicos para evitar brotes de infecciones
por Vibrio.
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