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Caracterizacion fenotipica y molecular de Shewanella algae ais-
lada de tilapias (Oreochromis niloticus) de cultivo en Peru

Phenotypic and molecular characterization of Shewanella algae isolated from
farmed tilapia (Oreochromis niloticus) in Peru
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RESUMEN

El objetivo del estudio fue aislar, caracterizar e identificar la bacteria Shewanella
algae a partir de muestras de 6rganos internos de tilapias (Oreochromis niloticus) enfer-
mas, las cuales estuvieron cultivadas con tecnologia biofloc en Lima, Perti; ademas, se
describieron los cambios histopatologicos provocados por el patdgeno. Se muestrearon
85 tilapias que presentaron signos clinicos de enfermedad como exoftalmia, melanosis y
nado erratico. Se aislaron siete cepas bacterianas las cuales fueron caracterizadas a
través de pruebas bioquimicas y confirmadas como S. algae mediante la técnica de PCR
y secuenciamiento del gen RNAr 16S. Las cepas mostraron susceptibilidad antibiotica a
florfenicol, 4cido nalidixico, gentamicina, flumequina, kanamicina y sulfatrimetoprim. Los
hallazgos histopatolégicos fueron hiperplasia interlamelar, epicarditis, miocarditis, ente-
ritis, necrosis en estomago y congestion en diversos tejidos.
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The aim of this study was to isolate, characterize and identify the Shewanella algae
bacteria from internal organ samples of diseased tilapia (Oreochromis niloticus), which
were cultivated using biofloc technology in Lima, Peru; In addition, the histopathological
changes caused by the pathogen were described. In total, 85 tilapias were sampled that
presented clinical signs of disease such as exophthalmia, melanosis and erratic swimming.
Seven bacterial strains were isolated, which were characterized through biochemical
tests and confirmed as S. algae using the PCR technique and sequencing of the 16S
rRNA gene. The strains showed antibiotic susceptibility to florfenicol, nalidixic acid,
gentamicin, flumequine, kanamycin and sulfamethoxazole trimethoprim. The
histopathological findings were interlamellar hyperplasia, epicarditis, myocarditis, ente-
ritis, necrosis in the stomach and congestion in various tissues.

Key words: tilapia, biofloc system, Shewanella algae, antibiotic sensitivity, PCR,

histopathology

INTRODUCCION

Shewanella algae se caracteriza por
ser un baston corto Gram negativo y motil
(Holt et al., 2005; Cai et al., 2006), encon-
trandose ampliamente distribuido en ambien-
tes de agua dulce y marinos. Es considerado
un patégeno oportunista en humanos y ani-
males acuaticos (Cai et al., 2006; Zan et al.,
2022).

Se han producido mortalidades masivas
causadas por la infeccion de S. algae en va-
rias especies acuaticas como pos-larvas de
abalon (Haliotis diversicolor supertexta),
mejillon zebra (Dreissena polymorpha) (Cai
et al., 2006), corvina (Scinenops ocellata)
(Chen et al., 2003), lenguado rubio
(Cynoglossus semilaevis) (Han et al.,2017),
ostra portuguesa (Crassostrea angulata),
almeja (Meretrix lusoria), mejillon verde
(Perna viridis), almeja comin de manglar
(Geloina erosa) (Tseng et al., 2018), lan-
gostino blanco (Penaeus vannamei) (Cao et
al., 2018), perca gigante (Lates calcarifer)
(Erfanmanesh et al., 2019) y anguila ameri-
cana (Anguilla rostrate) (Wang et al., 2020).

A nivel mundial una de las especies
acuicolas mas cultivadas es la tilapia (Oreoch-
romis spp), la cual fue introducida en 1970 al
Pert (FAO, 2018; Baltazar, 2009). En la ac-
tualidad, el gran requerimiento de alimentos
procedentes de ambientes marinos y conti-
nentales ha impulsado la intensificacion de la
tilapicultura, emergiendo la tecnologia biofloc,
encontrandose conformada por bacterias y
otros microorganismos que optimizan la cali-
dad del agua, proporcionan alimento comple-
mentario para los organismos cultivados y los
resguardan de enfermedades (Mc Intosh et
al., 2000; Ray et al., 2010).

El rapido crecimiento e incremento de
la produccion de tilapia ha generado la apari-
cion de enfermedades causadas por bacte-
rias patogenas como Plesiomonas shige-
lloides, Edwardsiella tarda, Francisella
noatunensis 'y Shewanella putrefaciens
(Soto et al.,2010; Mateo et al.,2011; Sierralta
et al., 2016; El-Barbary, 2017). Se dispone
de pocos estudios de enfermedades bacte-
rianas en Peru, por lo tanto, el proposito de
realizar la presente investigacion fue efec-
tuar la caracterizacion fenotipica y molecular
del patdgeno S. algae, asi como describir le-

Rev Inv Vet Peru 2024; 35(3): €27256



Caracterizacion fenotipica y molecular en Shewanella algae de tilapia

siones histopatoldogicas en tilapias enfermas
en un centro de cultivo ubicado en el depar-
tamento de Lima, Pert.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion, Peces y Muestras

El estudio se desarrollé en una pisci-
granja de sistema intensivo (6 kg/m*) con tec-
nologia biofloc ubicada en el departamento
de Lima, Pert, entre marzo de 2014 hasta
octubre de 2015.

Se recolectaron 85 peces O. niloticus
correspondientes a los estadios de alevin, ju-
venil y comercial que presentaron signos su-
gestivos de enfermedad como exoftalmia,
heridas en aletas, melanosis y natacion difi-
cultosa. El tamafio de muestra se hizo siguien-
do los lineamientos de Amos (1985) y de Blas
et al. (2006). Los peces fueron sacrificados
mediante decapitacion y corte medular.

Se tomaron muestras de 6rganos inter-
nos (bazo y rifién anterior), las cuales fueron
homogenizadas en solucion salina estéril y
cultivadas en agar tripticasa de soya (TSA)
a 35 °C por 24 a 48 horas (Heil, 2009).

Se tomaron muestras adicionales de 6r-
ganos externos e internos, preservados en
formalina bufferada al 10% y procesadas para
histopatologia segiin la metodologia propues-
ta por Luna (1968). Se efectuaron cortes de
5 um de espesor, los cuales fueron montados
en laminas porta objetos y coloreados con
Hematoxilina y Eosina de Harris (HE).

Caracterizacion Fenotipica

La caracterizacién fenotipica se hizo
mediante tincion Gram, citocromo oxidasa y
motilidad. Ademas, mediante pruebas
bioquimicas a través del sistema API 20E para
bacterias entéricas (Biomériux, Francia), se-
gun instrucciones del fabricante, e incubacion
a 35 °C por 24 a 48 horas.
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Sensibilidad Antibiotica

La susceptibilidad antimicrobiana de los
aislados fue evaluada por el método Kirby-
Bauer (NCCLS, 2015). Todas las cepas cre-
cieron en agar TSA por 24 h a 35 °C. Se
realizo la suspension de las bacterias en solu-
cion salina estéril a una dilucion equivalente
al estandar de McFarland 0.5. Se disemind la
suspension bacteriana en agar Mueller Hinton
por duplicado y se adiciond los discos de sen-
sibilidad antibidtica: florfenicol (30 pg),
flumequina (30 pg), gentamicina (10 pg),
kanamicina (30 pg), acido nalidixico (30 pg),
oxitetraciclina (30 pg) y sulfametoxazol
trimetoprim (25 pg). Se incubaron las placas
a una temperatura de 30 °C por 24 h.

Identificacion Molecular

Los aislados identificados bioquimi-
camente se analizaron molecularmente me-
diante la amplificacion del gen RNAr 168S. El
ADN fue extraido siguiendo la metodologia
propuesta por Gustincich ez al. (1991) y ade-
cuado para bacterias (Dulanto et al., 2013).
Se amplifico la region del gen RNAr 16S con
el uso de cebadores universales para bacte-
rias, 8F y 1510R (Weisburg et al., 1991;
Monsalud et al., 2003), obteniéndose produc-
tos de 1500 pares de bases.

Se efectuo el analisis de PCR en 20 pl
del volumen final de reaccion. La mezcla se
preparo utilizando 1.5 mM de MgCl, 0.2 mM
de cada ANTPs (100 mM), 2 pl de buffer
Taq 10X, 10 pmol de cada iniciador, 1 U de
Taq ADN polimerasa y 2 pl de ADN
bacteriano extraido. La amplificacion se llevo
a cabo en un termociclador, con una
desnaturalizacion inicial de 94 °C por 5 min,
continuando con 30 ciclos de desnaturalizacion
a 94 °C por 1 min, hibridacion de 55 °C por
1 min y elongacion de 72 °C por 2 min,
concluyendo con la extension final a 72 °C
por 5 min. Los productos amplificados fueron
evaluados en un gel de agarosa al 1% con buffer
de migracion TAE 1X. Las cadenas de los
productos amplificados fueron remitidas a la
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compaiiia Macrogen (Corea del Sur) con el
cebador previamente utilizado en la PCR para
la respectiva secuenciacion.

El estudio filogenético se realizo con el
software MEGA-X (Kumar et al., 2018), en
tanto que para la identificacion de especies
bacterianas se usaron las herramientas
Nucleotide BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) y Ez Biocloud (Yoon et al.,
2017).

RESULTADOS

Signos clinicos

Los peces enfermos colectados eran
parte de la fase de produccion comercial.
Entre los signos clinicos que se presentaron
con mayor frecuencia se encuentran las aletas
pectorales y poro urogenital eritematosos. En
la evaluacion de la cavidad abdominal se ob-
servd intestino congestivo, hemorragia
gonadal y liquido ascitico.

Hallazgos histopatologicos

Se reconocieron lesiones de hiperplasia
interlamelar; pericarditis focal con leve ede-
ma endotelial en auricula y ventriculo (Figura
1A), y severa miocarditis focal. A nivel del
estomago, separacion del epitelio y necrosis
focal de tejido glandular. En el higado, capila-
res sinusoides ligeramente congestivos y en
parénquima, necrosis licuefactiva (Figura 1B).
En bazo y rifidn anterior se visualizo conges-
tion (Figura 1C) y edema. En intestino, seve-
rareaccion inflamatoria en 1amina propia. En
gonada se presentaron foliculos gonadales
severamente congestionados y necroticos.

Caracterizacion fenotipica

A partir de 6rganos internos de tilapia
se logro aislar siete (n=7) cepas bacterianas
presuntivas a S. algae. Las colonias fueron
de color salmon, brillosas, de bordes regulares,
convexas y de consistencia ligosa en agar
TSA. Todos los aislados correspondieron a
baston corto (1-2 um de largo), Gram negativo,

Figura 1.

Cortes histologicos de tilapia (Oreochromis niloticus). A. Miocarditis (estrellas) con

edema endotelial en ventriculo cardiaco (flechas). H&E. 400X. B. Tejido hepatico
con necrosis licuefactiva de hepatocitos (flechas). H&E. 40X. C. Rifion anterior con

congestion (estrellas). H&E. 400X
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Cuadro 1. Perfil bioquimico de Shewanella
algae aislada a partir de tilapia (O. niloticus)

Reaccidon n=7

Beta galactosidasa -
Arginina dehidrolasa -
Lisina descarboxilasa -
Ornitina descarboxilasa -
Utilizacién de citrato -
Produccion de sulfuro de +
hidrégeno

Hidrolisis de ureasa -
Triptofano desaminasa -
Produccioén de indol -
Produccioén de acetoina -
Hidrolisis de gelatina -

Asimilacion de:

Glucosa -
Manitol -
Inositol -
Sorbitol -
Ramnosa -
Sacarosa -
Melobiosa -
Amigdalina -
Arabinosa -

+: reaccion positiva, -: reaccidon negativa

motil y oxidasa positivo. Bioquimicamente, las
cepas evaluadas mostraron reaccion negativa
para beta galactosidasa, lisina y ornitina
descarboxilasa, arginina dehidrolasa,
utilizacion de citrato, hidrélisis de ureasa,
triptofano desaminasa, produccion de indol,
acetoina, hidrolisis de gelatina y asimilacion
de carbohidratos (Cuadro 1). Las cepas
revelaron caracteristicas bioquimicas
homogéneas. Por otro lado, al utilizar el
sistema API 20E para identificar S. algae,
se obtuvieron siecte aislados de S.
putrefaciens, cuyo perfil numérico fue
400004 con buena identificacion (89%).

Sensibilidad antibiotica
Los siete aislados de S. algae exhibie-

ron sensibilidad a todos los antimicrobianos.
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Seis fueron sensibles y uno mostré sensibili-
dad intermedia frente a oxitetraciclina (Cua-
dro 2).

Identificacion molecular

Las secuencias del gen RNAr 16S de
los siete aislados se compararon con la infor-
macion de la base de datos del Genbank. Las
secuencias mostraron identidades de 99 a
100% en funcion del BLAST y similitud a S.
algae (ATCC 51192, N.° de accesion
NR_117771.1, cepa DWO01 51192, N.° de
accesion NR 117770), Estas secuencias se
incorporaron en la base de datos del Genbank
(nimeros de accesion 0Q826640 a
00Q826646).

DiScUSION

Especies del género Shewanella, fami-
lia Shewanellaceae (Ivanova et al., 2004), son
comunmente consideradas como microor-
ganismos de productos acuaticos (Derby y
Hammer, 1931; Jorgenson y Hub, 1989) y
patdgenos oportunistas de animales acuati-
cos y humanos (Cai et al., 2006).

Las dos especies mas frecuentes de
Shewanella, S. algae y S. putrefaciens, pro-
vocan infeccion en humanos y peces (Chen
et al., 2003; Liu et al., 2013; Pékala et al.,
2014; Duan et al., 2015). Cepas identifica-
das como S. putrefaciens han sido aisladas
de numerosos casos clinicos; sin embargo,
los aislados pueden haber sido identificados
erroneamente y pueden pertenecer a S.
algae (Vogel et al., 1997).

En afos recientes, brotes de enferme-
dad causados por el patogeno S. algae se
han incrementado en animales acuéticos, ta-
les como en la anguila americana (4nguilla
rostrata) y langostino (Penaeus vannamei)
(Cao et al., 2018; Wang et al., 2020), pu-
diendo ser el presente trabajo el primer aisla-
miento de esta especie de patdgeno a partir
de Oreochromis niloticus.
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Cuadro 2. Susceptibilidad antimicrobiana de aislados de Shewanella algae a partir de muestras de

organos de tilapia (O. niloticus)

Sensible Sensibilidad intermedia
Antibiotico N° cepas Frecuencia N° cepas Frecuencia
positivas (%) positivas (%)
Florfenicol (30 pg) 7 100 - -
Flumequina (30 pg) 7 100 - -
Gentamicina (10 pg) 7 100 - -
Kanamicina (30 pg) 7 100 - -
Sulfatrimetoprim (25 pg) 7 100 - -
Acido nalidixico (30 pg) 7 100 - -
Oxitetraciclina (30 pg) 6 86 1 14

Los signos clinicos hallados a la necrop-
sia, tales como exoftalmia bilateral, aletas y
poro urogenital eritematosos no han sido re-
portados en tilapia. Signos como ascitis y con-
gestion intestinal, guardan similitud con lo
hallado por Han et al. (2017) en lenguado
rubio (Cynoglossus semilaevis). Cabe des-
tacar que S. algae es un patogeno con diver-
sos factores de virulencia, tales como habili-
dad de adhesion, secrecion de citotoxinas,
actividad enzimatica y hemolitica (Chelsey et
al., 2019; Lee et al., 2019). En la presente
investigacion, se visualizo el intestino con flui-
do sanguinolento y hemorragias gonadales
causados por S. algae, lesiones que proba-
blemente estén asociadas a la produccion de
estos factores de virulencia. Ademas, se en-
contrd una severa reaccion inflamatoria en
la 1amina propia y necrosis licuefactiva de las
vellosidades intestinales, siendo similar a los
hallazgos reportados por Han et al. (2017),
quienes reportaron infiltracion de células
inflamatorias en la submucosa intestinal.

En cuanto a las caracteristicas bioqui-
micas encontradas en las cepas de S. algae
sobresale la positividad a la produccion de
sulfuro de hidrogeno, tal y como se menciona
en la literatura (Holt et al., 2005; Cai et al.,
2006, 2018; Han et al., 2017). La bacteria
evidencié reaccion negativa a ornitina
descarboxilasa e hidrolisis de gelatina en con-

cordancia con los hallazgos de Cai et al.
(2006). Asimismo, los aislados no produjeron
acido a partir de manitol, inositol, sorbitol,
ramnosa, sacarosa, melobiosa, amigdalina y
arabinosa, lo cual guarda semejanza con otros
reportes (Cai et al., 2006, 2018; Wang et al.,
2020). Por otro lado, 1a no asimilacion de glu-
cosa difiere con los hallazgos de Cao et al.
(2018) y Wang et al. (2020).

Las cepas fueron identificadas median-
te el Sistema API 20E como S. putrefaciens.
Cabe destacar, segun Holt et al. (2005), que
S. algae no se encuentra incorporada en el
banco de datos de dicho sistema. Es asi que
la identificacion bioquimica de S. algae fue
confirmada mediante el secuenciamiento de
la region del gen RNAr 168, el cual fue usa-
do por varios autores (Cai et al., 2006;
Erfanmanesh et al., 2019; Wang et al., 2020).

La susceptibilidad antibiotica de los ais-
lados fue manifiesta a gentamicina,
flumequina, kanamicina, acido nalidixico y
florfenicol, guardando similitud con lo descri-
to por diversos autores (Holt ez al., 2005; Cai
et al., 2006; Wang et al., 2020). Asimismo,
una de las cepas evaluadas mostré sensibili-
dad antibiotica intermedia a oxitetraciclina, tal
y como lo refieren Han et al. (2017) y
Erfanmanesh et al. (2019).
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Por tltimo, los adecuados niveles de
susceptibilidad con los antibidticos evaluados
se deberian a que en el centro de cultivo uti-
lizado en el estudio no se usan antimicrobianos
para tratar infecciones bacterianas, y de esta
manera, se estaria evitando el desarrollo de
resistencia antibiotica por parte de los
patogenos (Lee et al., 2011; Nadirah et al.,
2012).

CONCLUSIONES

e Seidentifico molecularmente la bacteria
Shewanella algae en tilapia de fase de
produccion comercial en peces que pre-
sentaron signos clinicos de enfermedad.

e Todas las cepas de S. algae fueron sen-
sibles a seis de los siete antibidticos eva-
luados.

e Seencontraron lesiones histopatologicas
en branquias, corazon, estobmago, higa-
do, bazo, intestino y gonadas.
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