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Abreviaturas

ADNec: Acido desoxirribonucleico complementario
ARN: Acido ribonucleico

ATCC: Coleccion Americana de Cultivos Tipo
BHIB: Caldo Infusién Cerebro Corazon
BHIA: Infusiéon Cerebro Corazén Agar

CAT: Catalasa

DEPC: Dietil pirocarbamato

DLso: Dosis letal cincuenta

ECPs: Productos extracelulares

EPC: Célula epitelial de carpa

FBS: Suero fetal bovino

fg: Fentogramo

g: Fuerza de gravedad

Go: Glucosa oxidasa

gr: Gramo

HBSS: Solucién balanceada de Hank

hrs: Horas

iNOS: Oxido nitrico sintasa inducible

Kb: Kilobases

I: Litro

L-NAME: No-nitro-l-arginina metil ester
LPS: Lipopolisacaridos

MAF: Factores activadores de los macréfagos
mg: Miligramo

min: Minuto

ml: Mililitro
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MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl-2-5-bromuro de difeniltetrazolium
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NaCl: Cloruro sédico

ng: Nanogramo

nm: Nanometro
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rpm: Revoluciones por minuto

SIN-1: 3-Morfolinosydnonimina, HCI

SNAP: N-(B-D-Glucopyranosil)-N2-acetil-S-nitroso-D,L-penicilamina
SOD: Superéxido dismutasa

TNF-a: Factor de necrosis tumoral humano o
u.f.c.: Unidades formadoras de colonias

UIL: Unidades internacionales

X: Xantina

Xo: Xantina oxidasa

u: Micra

ug: Microgramo

pl: Microlitro

pm: Micrémetro
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Introduccion

Photobacterium damselae subsp. piscicida, anteriormente
conocida como Pasteurella piscicida, es el agente causal de la
pasterelosis en los peces, una enfermedad descrita por primera vez
en 1963 en poblaciones naturales de perca blanca (Morone
americanus) y lubina estriada (Morone saxatilis) en la bahia de
Chesapeake de EEUU (SNIEZKO y cols., 1964). En 1969, este
patégeno demostré su importancia econémica en la acuicultura del
Japén, provocando grandes pérdidas en esta industria piscicola
(KUSUDA y YAMAOKA, 1972). Aunque hasta hace algunos arfios
Europa se consideraba libre de esta enfermedad, a comienzos de la
década de los noventa empiezan a detectarse brotes epidémicos en
diferentes paises europeos, entre los que cabe citar, Francia
(BAUDIN LAURENCIN y cols., 1991), Italia (CESCHIA y cols.,
1991), Espana (TORANZO y cols., 1991, BALEBONA y cols., 1992;
REAL y cols., 1997), Grecia (BAKOPOULOS y cols., 1995), Portugal
(BAPTISTA y cols., 1996), Turquia (CANDAN y cols., 1996),
Noruega (SPEILBERG y cols., 1991), Escocia (JONES y COX, 1999)
y Malta (BAKOPOULOS y cols., 1997).

En la actualidad la expansién de la pasterelosis ha llegado a
convertirse en un problema de primer orden en la acuicultura
mundial. En el Archipiélago Canario es una de las enfermedades
de mayor prevalencia y repercusiéon econémica para la acuicultura,
con una tendencia de presentacién estacional, en épocas estivales.
En los tultimos afnos se ha intentado aclarar el mecanismo de

accion patoégena de esta bacteria, y aunque poco conocido hasta el
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Introducciéon

momento, si ha sido descrito que la presencia en determinadas
condiciones de un polisacarido capsular enesta bacteria (BONET y
cols., 1994), hace mucho mas virulento a este patégeno
(MAGARINOS y cols., 1996b; LOPEZ-DORIGA y cols., 2000).

La respuesta inmune inespecifica de los peces frente a

determinados patoégenos es todavia un terreno poco explorado.

El 6xido nitrico (ON) es un radical libre que se forma
biolégicamente a partir de la arginina por la accién de una familia
de enzimas 6xido nitrico sintasa. Esta familia de enzimas presenta
tres isoformas, de las que dos son enzimas que se expresan de
forma constitutiva, y que inicialmente se caracterizaron en
neuronas (nNOS) y células endoteliales de mamiferos (eNOS),
(MAYER y HEMMENS, 1997; KNOWLES y MONCADA, 1994;
NATHAN y XIE, 1994). En cambio, una tercera isoforma, la éxido
nitrico sintasa inducible (iNOS), que se regula a nivel
transduccional y transcripcional , es una isoforma no constitutiva
que se asocia a la defensa celular inespecifica, actuando alli donde
es requerida por la respuesta inmune celular (XIE y NATHAN,
1994; SCHMIDT y WALTER, 1994).

En los peces, inicialmente, la actividad de la 6xido nitrico
sintasa se describié asociada a las formas constitutivas de la
enzima (eNOS y nNOS) (SCHOOR y PLUMB, 1994; SODESTROM y
cols., 1995; WONG y cols., 1998).
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Los cultivos primarios de macréfagos y las lineas celulares de
macréfagos producen oOxido nitrico cuando son estimulados con
lipopolisacaridos bacterianos (NEUMMAN y cols., 1995; WANG y
cols., 1995).

El 6xido nitrico (NO) y los radicales superdxido (O27) que se
forman durante la “explosion respiratoria”, pueden reaccionar para
formar peroxinitritos (ONOQO-), una de las especies de moléculas
reactivas de nitrégeno, considerados también como un potente

radical libre (ISCHIOROPOULOS y cols., 1992).

El 6xido nitrico y los peroxinitritos son capaces de atacar
diferentes tipos de enzimas como la citocromo oxidasa (STHUER y
NATHAN, 1989), ribonucleétido reductasa (LEPOIVRE y cols.,
1991), citocromo p450 (WINK y cols., 1993), aldolasa (KHAL y cols.,
1978), y también enzimas que contienen un centro hierro-
sulfurado como diferentes tipos de éxido reductasas (HYMAN vy
ARP, 1991) y la acotinasa (DRAPIER y HIBBS, 1988).

Este conjunto de enzimas esenciales inactivadas por el ON y
los ONOO- comprometen las funciones fisiologicas que controlan, y
por tanto genera un escenario de incompatibilidad con la vida,

tanto para bacterias, virus, parasitos como células tumorales.

La forma inducible de la 6xido nitrico sintasa asi como el

aumento de las tasas de ON séricas han sido demostradas
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recientemente en peces (LAING y cols., 1996 y 1999, WANG y cols.,
2001). Una secuencia parcial del gen de la iNOS ha sido descrita
en peces (LAING y cols., 1999). La primera secuencia del gen de
expresion de la iNOS en peces la describieron WANG y cols. (2001)

en trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss).

Sin embargo, la expresion de esta enzima en los peces no se
detecté in vivo hasta hace poco tiempo, y fueron CAMPOS-PEREZ y
cols. (2000b), los cuales tras infectar truchas arcoiris con
Renibacterium salmoninarum encontraron incrementos de nitritos
séricos, ademas de detectar la pauta de expresion de la enzima
utilizando cebadores disefiados a partir de la secuencia parcial de
LAING y cols. (1999).

El desconocimiento de como influyen algunos de estos
eslabones en los mecanismos de patogenicidad de Photobacterium
damselae subsp. piscicida (como la presencia o no de capsula), y su
implicacion en la respuesta inmune inespecifica de la dorada, nos

ha hecho plantearnos en este trabajo los siguientes objetivos:

1. CONOCER EL EFECTO DEL OXIDO NITRICO SOBRE LA
SUPERVIVENCIA DE Photobacterium damselae subsp. piscicida.

2. INVESTIGAR COMO INFLUYE LA INFECCION POR
Photobacterium damselae subsp. piscicida EN LA DORADA
(Sparus aurata) CON RESPECTO A LA VARIACION DE LAS
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CONCENTRACIONES DE NITRITOS Y L-CITRULINA EN EL
SUERO SANGUINEO Y EN LOS MACROFAGOS AISLADOS DE

ESTOS PECES.

. CONSTATAR SI EXISTE CORRELACION ENTRE LA EDAD DE
LOS PECES DE ESTUDIO Y EL PERIODO DE TIEMPO
POSTINOCULACION EN QUE LAS CONCENTRACIONES DE
OXIDO NITRICO Y CITRULINA SE DETECTAN EN EL SUERO

SANGUINEO.

. COMPROBAR SI LA PRESENCIA DE CAPSULA EN LA ESPECIE
BACTERIANA EN ESTUDIO -Photobacterium damselae subsp.
piscicida- INFLUYE EN LOS VALORES SENALADOS EN EL
PUNTO ANTERIOR.

. COMPARAR LOS VALORES DE LAS VARIABLES SENALADAS
EN EL OBJETIVO 2 OBTENIDOS EN EL CURSO DE LA
INFECCION EXPERIMENTAL CON AQUELLOS OBTENIDOS EN
DORADAS PREVIAMENTE INMUNIZADAS CON UNA
BACTERINA, CON Y SIN ADYUVANTE DE FREUND
INCOMPLETO.

. DETECTAR LA ENZIMA OXIDO NITRICO SINTASA INDUCIBLE
(INOS), EN LOS TEJIDOS DE DORADA, Y EVALUAR SU
CINETICA DE PRODUCCION EN PECES INFECTADOS Y EN
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LOS PREVIAMENTE INMUNIZADOS CON Photobacterium

damselae subsp. piscicida.
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I1.1.- ESTUDIO DE LA PASTERELOSIS

I1.1.1.- Importancia de la enfermedad en acuicultura
continental y marina.

En un principio esta enfermedad se denominé como
pseudotuberculosis debido a la apariciéon de granulomas en el
medregal del Japon (Seriola quinqueradiata) y perca blanca (Roccus
americanus). Posteriormente, pasé a llamarse pasterelosis, la cual
es una enfermedad que provoca grandes pérdidas econémicas a las
empresas que afecta. Este es un patégeno capaz de provocar
mortalidades masivas en peces salvajes y en la acuicultura. Entre
1963 y 1967 se desarrollaron graves epizootias en la costa este de
Estados Unidos, a partir de las cuales la industria acuicola en esa
region decrecid en un 42%. La unica causa significativa de este
decrecimiento se encontré6 en los brotes de la antiguamente

encuadrada como Pasteurella piscicida (SINDERMAN, 1990).

HAWKE y cols. (1987) describen un brote de pasterelosis
donde en un periodo de tres semanas mueren 49000 alevines, lo

cual supuso un 80% del colectivo de peces.

En el primer brote de pasterelosis descrito en Espana,
TORANZO y cols. (1991) reflejaron que se vieron afectados 26000
alevines en un periodo de 4 semanas, lo que suponia un 40% del

colectivo.
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BALEBONA y cols. (1992) describieron un brote de esta
enfermedad en lubinas del sudoeste de Espafia, donde entre
septiembre y octubre de 1991 murieron 30000 peces, lo que

supuso un 15% del total de animales producidos.

En una granja piscicola de jurel (Pseudocaranx dentex) en
Japon, se produjo un brote de pasterelosis que provocé una
pérdida de 10.000 animales en un mes, lo cual suponia el 34% del

total de juveniles de la explotacion (NAKAI y cols., 1992).

CANDAN y cols. (1996} estidiaron en Turquia un brote de
este proceso, con unas pérdidas de unos 18250 peces, lo que

represent6 el 9% del colectivo en un periodo de dos semanas.

En Portugal, BAPTISTA y cols. (1996) describen el primer
brote de pasterelosis, donde se observaron mortalidades diarias
entre 0.9 y 11%. Dicha enfermedad afecté a toda la poblacion de

alevines.

En Canarias el primer brote de esta enfermedad fue descrito
por REAL y cols. (1997), viéndose afectados los animales juveniles
de una explotacion de lubinas, observandose mortalidades de unos
2000 peces diarios durante una semana. Estas cifras se han
mantenido constantes en brotes sucesivos ocurridos de forma

rutinaria cada verano desde ese afo.
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En Salmén Atlantico (Salmo salar), JONES y COX (1999) en
su descripciéon de la enfermedad, reflejan una mortalidad muy

baja, siendo esta desde abril a octubre, de un 6% total.

II.1.2.-Etiologia

Photobacterium damselae subsp. piscicida, anteriormente
denominada Pasteurella piscicida, es un bacilo gram negativo
inmovil con una tincién bipolar (AUSTIN y AUSTIN, 1999), y no
produce esporas. El tamafio de las células varia con las
condiciones de cultivo. KOIKE y cols. (1975) describen tamanos
desde 0.6-1.2 X 0.8-2.6 pm. Son polimorficas y pueden ser
observadas desde formas de micrococos hasta largos bacilos
dependiendo de las condiciones de cultivo. Para su cultivo se han
usado diferentes medios como son el Agar Infusién Cerebro
Corazén (BHIA), Agar Triptona-Neopeptona, Agar Levadura-
Peptona, Agar leche y Agar Sangre, todos conteniendo entre un 1.5
y un 2% de NaCl (EGUSA, 1992). Observandose en estos medios
colonias redondas, incoloras, semi-transparentes en forma de
“gotas de rocio” y de consistencia pegajosa. En Agar Nutritivo
también se cultiva pero su crecimiento no es tan bueno, siendo
también inadecuado en otros medios liquidos como el Caldo
Nutritivo y el Agua de Peptona. Aunque mal, algunas cepas
seleccionadas pueden crecer en Agar MacConkey. No crece en Agar
Salmonella-Shigella. Photobacterium damselae subsp. piscicida
presenta un metabolismo anaerobio facultativo (AUSTIN y AUSTIN,
1999).
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El estudio de los caracteres tintoriales de esta bacteria fue
muy controvertido hasta hace unos anos al definir una de sus
caracteristicas mas basicas, como la de si es 0 no una bacteria
gram-negativa. KIMURA y KITAO (1971) afirmaron que el cultivo
inicialmente es positivo y luego se vuelve negativo. SIMIDU y
EGUSA (1972) describen que la bacteria retiene el cristal violeta
cuando realizamos la tincion, pero que la decoloracion no es igual
de efectiva que en otros gram negativos. KUBOTA y cols. (1972)
afirman que la bacteria exhibe una reaccién gram positiva cuando
la tincion es llevada a cabo sobre muestras de tejido. KUSUDA y
YAMAOKA (1972) asi como KOIKE y cols. (1975) afirman que la
bacteria es gram-negativa. Descripciones posteriores como las de
YASUNAGA (1983, 1984}, TUNG y cols. (1985}, UEKI y cols. (1990),
TORANZO y cols. (1991), BALEBONA y cols. (1992), CANDAN y
cols. (1996), BAPTISTA y cols. (1996), REAL y cols. (1997),
KAWAKAMI y cols. (1999) y JONES y COX (1999) la describen

siempre como una bacteria gram negativa.

Las propiedades bioquimicas de Photobacterium damselae
subsp. piscicida han sido descritas por numerosos autores.
SNIEZKO y cols. (1963), JANSSEN y SURGALLA (1968}, KIMURA y
KITAO (1971), SIMIDU y EGUSA (1972), KUSUDA y YAMAOKA
(1972) describieron las caracteristicas bioquimicas de
Photobacterium damselae subsp. piscicida coincidiendo todos ellos
de forma general en el comportamiento bioquimico de esta

bacteria, exhibiendo unas caracteristicas tipicas como son el ser

10 m
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inmévil, oxidasa y catalasa positiva, tener un metabolismo
fermentativo, ser sensible a la accién del agente vibriostatico
0/129 (AUSTIN y AUSTIN, 1999), no producir gas a partir de la
glucosa y ser haléfila (JANSEN y SURGALLA,1968; MAGARINOS y
cols., 1992a). Las caracteristicas bioquimicas de los diferentes
aislados de Photobacterium damselae subespecie piscicida a lo largo
del tiempo se muestran en la Tabla 1 (JANSEN y SURGALLA, 1968;
YASUNAGA y cols., 1983, 1984; TORANZO y cols., 1991).

Esta bacteria se diferencia desde un punto de vista
bioquimico del resto de bacterias pertenecientes al Género
Pasteurella por no crecer a 37°C, por ser haléfila y por no reducir
los nitratos (MAGARINOS y cols., 1992a).
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Tabla 1.- Caracteristicas bioquimicas de Photobacterium damselae

subespecie piscicida.
Gram - D-Tartrato -
Tincién bipolar - Gelatinasa -
Movilidad - Caseinasa -
Crecimiento en: Lipasa (Tween 80) +
Agar Nutritivo + Fosfolipasa +
Agar Marino + Amilasa -
Caldo Nutritivo + Hemodlisis de eritrocitos:
Agua de Peptona + Oveja +
Agar BHI+ 2% NaCl + Salmén +
Agar SS - Rodaballo +
Agar Sangre + 2% NaCl  + Trucha -
Agar McConkey - Produccién de acido a
Crecimiento a: partir de:
5°C - Glucosa +
10°C - Manosa +
15°C + Galactosa +
25°C + Fructosa +
30°C + Maltosa -
37°C - Sucrosa -
Crecimiento en: Ramnosa -
0% de NaCl - Arabinosa -
0.5% de NaCl + Amigdalina -
3% de NaCl + Melibiosa -
5% de NaCl - Manitol -
Citocromo oxidasa + Inositol -
Catalasa + Sorbitol -
Rojo de metilo + Glicerol -
Voges Proskauer + Xilosa -
Produccién de : Lactosa -
Indol - Trealosa -
Nitrato - Rafinosa -
Amonio - Celibiosa -
Citrato - Dextrina -
Sulfidrico - Inulina -
O/F (Glucosa) F Glicégeno -
Gas de glucosa - Adonitol -
Arginina dehidrolasa + Inositol -
Lisina decarboxilasa - Dulcitol -
Ormnitina decarboxilasa - Eritritol -
Triptofano desaminasa - Salicina -
pB-Galactosidasa - Esculina -
Ureasa -

Resitencia a:

Agente Vibriostatico O/ 129 -

Novobiocina -

+ Reaccién positiva; - Reaccién negativa; F Metabolismo fermentativo

Una serie de caracteristicas bioquimicas que diferencian sin
lugar a dudas a esta bacteria de otros patégenos comunes en

acuicultura como son Vibrio anguillarum y Aeromonas salmonicida
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subsp. salmonicida, asi como de otras Pasteurellas sp. son
descritas por MAGARINOS y cols. (1992a). Dichas diferencias se

muestran en la Tabla 2.

Tabla 2.- Principales diferencias bioquimicas entre Photobacterium
damselae subespecie piscicida, otras pasterelas clinicas, V.

Anguillarum y Aeromonas salmonicida subespecie salmonocida.

Ph. P. P. A. Salmonicida V.
Especies Damselae Multocida Haemolitica subsp. anguillarum
subsp. salmonicida
piscicida

Movilidad - - - - +
Produccién de
Gas de glucosa: ) i ) * )
Arginina dehidrolasa + - - + +
Indol - + - - +
Reduccién de nitrato - + + + +
Gelatinasa - - - + +
Crecimiento a 37°C - + + - v
Requerimiento de NaCl + - - - +
Sensibilidad :

0/129 s S S R S

Novobiocina ) ] v R

+ Reaccién positiva; - Reaccién negativa; V Reaccién variable

MAGARINOS y cols. (1992a) han encontrado que todos los
aislados del continente europeo, Japéon y EEUU son
bioquimicamente y antigénicamente similares, teniendo también
patrones electroforéticos en sus lipopolisacaridos similares, asi

como unos perfiles similares en las proteinas de membrana.
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SAKAI y cols. (1993) encontraron que seis de sus aislados
presentaban una superficie hidrofébica y que eran capaces de

aglutinar eritrocitos de oveja.

Al obtener los perfiles de acidos grasos de diferentes aislados
de Photobacterium damselae subespecie piscicida, ROMALDE vy

cols. (1995c) describen la similitud existente entre estos perfiles.

GAUTHIER y cols. (1995) basandose en el estudio del ARN
ribosémico y relacionandolo con el ADN completo y con las
caracteristicas bioquimicas, reasigna a Pasteurella piscicida en una
subespecie de Photobacterium damselae, aunque THYSSEN y cols.
(1998) basandose en estudios morfolégicos y bioquimicos
concluyen que Photobacterium damselae subespecie piscicida esta
relacionado con especies del Género Photobacterium pero es
facilmente distinguible de Photobacterium damselae subespecie
damselae, y que no se encuentra ninguna evidencia para

encuadrarla como una subespecie de Photobacterium damselae.

La caracterizacion de cepas de esta bacteria utilizando la
“Amplified fragment length polimorphism” (AFLP) realizada por
THYSSEN y cols. (2000), demuestra que existe una homologia
entre  Photobacterium  damselae  subespecie piscicida 'y
Photobacterium damselae subespecie damselae de un 77%, lo cual

ratifica la idea de una proximidad taxonomica. A pesar de todo esto
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la denominacién de “pasterelosis” se mantiene mas por motivos de

tipo histérico que por taxonémicos (DALY, 1999).

I1.1.3.- Epidemiologia

Photobacterium damselae subespecie piscicida ha sido
aislada de peces enfermos en EEUU de América (SNIEZKO y cols.,
1963; JANSSEN y SURGALLA, 1968; LEWIS y cols., 1970; HAWKE
y cols., 1987), Japon (KIMURA y KITAO, 1971; KUSUDA y
YAMAOKA, 1972; ONISHI y cols., 1982; YASUNAGA y cols., 1983,
1984; NAKAI y cols., 1992; KAWAKAMI y cols., 1999), Taiwan
(TUNG y cols., 1985}, Espania (TORANZO y cols., 1991; BALEBONA
y cols., 1992; REAL y cols., 1997), Francia (BAUDIN LAURENCIN y
cols., 1991), Grecia (BAKOPOULOS y cols., 1995), Turquia
(CANDAN y cols., 1996), Italia (CESCHIA y cols., 1991), Portugal
(BAPTISTA y cols., 1996), Malta (BAKOPOULOS y cols., 1997a),
Noruega (SPEILBERG y cols., 1991), y Escocia (JONES y COX,
1999).

Ademas, este patdégeno primario ha sido aislado de
numerosas fuentes, afectando tanto a especies salvajes como de
piscifactoria. Las diferentes especies afectadas se detallan en la
Tabla 3 (obtenida del trabajo de DALY, 1999 y completada por

nosotros).
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Tabla 3.- Aislamientos de Photobacterium damselae subespecie piscicida .

Especie Pais Referencia
Sniezko y cols., 1964
Perca blanca Roccus americanus EEUU
Janssen y Surgalla 1968
Lacha tirana Brevoortia tyrannus R
i . EEUU Lewis y cols., 1970
Mugil comun Mugil cephalus
Mugil comin Mugil cephalus Francia B. Laurencin y cols., 1991
Medregal del Japon Seriola quinqueradiata Japén Kimuar y Kitao 1971
Ayu Pecoglossus altivelis Japén Kusuda y Miura 1972
Black sea bream Mylio macrocephalus Japén Onishi y cols., 1982
Red sea bream Acanthopagrus schlegeli Jap6n Yasunaga y cols., 1983,1984
Oval file fish Navodan modestus Jap6n Yasunaga y cols., 1983,1984
Largescale blackfish Girella punctata Japon Kawakami y cols., 1999
Jurel Pseudocaranx dentex Japbén Nakai y cols., 1992
Snakehead fish Channa maculata Taiwan Tung y cols., 1985
Lubina Dicentrarchus labrax Espafia Balebona y cols. 1992
Lubina Dicentrarchus labrax Francia B. Laurencin y cols., 1991
EEUU de Sniezko y cols., 1964
Lubina estriada Morone saxatilis .
Ameérica Hawke y cols., 1987
Pejerrey Atherina boyeri Italia Ceschia y cols., 1991
Bocinegro Pagrus Italia Ceschia y cols., 1991
Toranzo y cols., 1991
Dorada Sparus aurata Espafia
Real y cols., 1997
Dorada Sparus aurata Portugal Batista y cols., 1996
Lubina Dicentrarchus labrax Turquia Canean y cols., 1996
Salmén Atlantico Salmo salar Noruega Speilberg y cols., 1991
Salmén Atlantico Salmo salar Escocia Jones y Cox 1999
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bacteria moria en 3 dias al ponerla en agua estéril con un 1.7% de
NaCl, lo cual llevo a pensar que la temperatura y la salinidad son
factores restrictivos que hacian que Photobacterium damselae
subespecie piscicida no pudiera vivir mucho tiempo fuera del
hospedador. TORANZO y cols. (1982) afirman de acuerdo con
JANSSEN y SURGALLA (1968) que Photobacterium damselae
subespecie piscicida s6lo es capaz de sobrevivir en agua de mar no
mas de 3-5 dias, sugiriendo que la forma de transmisiéon es por

contacto directo pez a pez.

MAGARINOS y cols. (1994a) describen a este agente causal
con capacidad suficiente para sobrevivir en agua de mar, estando
en ella en un estado viable pero no cultivable, y manteniendo la

capacidad patégena sobre el rodaballo (Psettodes belcheri).

Utilizando la técnica de ribotipado, MAGARINOS y cols.
(1997b) estudian 29 cepas de esta bacteria con origenes y
hospedadores diferentes, con el fin de establecer si la técnica es
util para estudios epidemiologicos y para la clasificaciéon
taxonémica. El estudio revel6 la apariciéon de dos ribotipos bien
diferenciados, uno perteneciente a cepas europeas y otro a cepas
japonesas. De esto se concluye que la utilizacién del ribotipado es
una técnica util tanto en estudios epidemiolégicos como

taxonomicos.
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ROMALDE y cols. (1999) sugieren la posibilidad de una
manera de infeccion hasta el momento no descrita como es la via
vertical, detectando la presencia de Photobacterium damselae

subespecie piscicida en gonadas, huevos, fluido ovarico y seminal.

En un estudio de distintas cepas de esta especie mediante la
técnica de “Random amplified polymorphic DNA” (RAPD) para
estudiar la posicion taxondmica de diferentes cepas europeas y
japonesas, MAGARINOS y cols. (2000) observaron que las cepas
japonesas y europeas pertenecen a dos taxones diferentes, a pesar
de compartir similares hospedadores, por lo cual esta técnica se
presenta como una de las de eleccion a la hora de realizar estudios

epidemiolégicos en patogenos de peces.

-II.1.4.- Patogenia

Una via de infecciéon no clara es el agua. Para comprobar el
interés que tiene en los mecanismos de transmision MAGARINOS y
cols., (1994a) realizaron un estudio en el que hicieron infecciones
por bafio en doradas y rodaballos, obteniendo que las doradas eran
susceptibles de infectarse con una DLso de 103-10% células/ml,
mientras que el rodaballo se mostraba resistente y no se infectaba

por esta via.

El mecanismo de accidn patégena de Photobacterium
damselae subespecie piscicida no esta demasiado claro, aunque el

hecho provocar lesiones granulomatosas durante la infeccion
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crénica, sugiere que esta bacteria es capaz de resistir dentro de las

células fagociticas del hospedador (TORANZO y cols., 1991).

Los estudios realizados en cuanto a la interacciéon de
Photobacterium damselae subespecie piscicida con macréfagos han
dado unos resultados contradictorios. Bacterias morfolégicamente
intactas han sido encontradas dentro de macréfagos in vitro
(KUBOTA y cols., 1970; NELSON y cols., 1981; NOYA y cols.,
1995a y b), sugiriendo estos resultados que esta bacteria es capaz
de invadir macr6fagos. SKARMETA y cols. (1995)asi como ARIJO y
cols. (1998) en estudios realizados in vitro han demostrado que los
macrofagos de diferentes especies de peces estudiados: (trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss), lubina (Dicentrarchus labrax) y
dorada (Sparus aurata) presentan actividad bactericida frente a
Photobacterium damselae subespecie piscicida. BARNES y cols.
(1999) explican los resultados de los autores anteriores, al observar
que este patégeno es incapaz de soportar el ataque oxidativo que

experimenta durante el metabolismo respiratorio del macroéfago.

Es posible que Photobacterium damselae subsp. piscicida
pueda eludir los mecanismos de defensa del hospedador y de los
agentes antimicrobianos manteniéndose viable dentro de células
no fagociticas (MAGARINOS y cols., 1996b), aspecto ya demostrado
por la capacidad que presenta esta bacteria de, invadir diferentes
lineas celulares de peces (MAGARINOS y cols., 1996b; YOSHIDA y

cols., 1997). La habilidad para invadir células es uno de los
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factores determinantes de la virulencia de una bacteria, aspecto
que se ha comprobado en bacterias que afectan a seres humanos
como E. coli, Salmonella spp. y Shigella spp. (GALAN y cols., 1994,
ZIEGER y GALAN 1995). Dentro de los patégenos de peces esta
capacidad invasiva ha sido demostrada en Aeromonas hydrophila
(LEUNG y cols., 1996; TAN y cols., 1998) y Vibrio anguillarum
(WANG y cols., 1998). ROMALDE y MAGARINOS (1997) describen
la capacidad de adherencia e invasion de Photobacterium damselae
subsp. piscicida en diferentes lineas celulares de peces, como débil
o moderada. Solamente presenta una capacidad de adherencia alta
en presencia de células intestinales de peces (MAGARINOS y cols.,
1996b; LOPEZ-DORIGA y cols., 2000}, lo cual abre la posibilidad a
estos tejidos para darle continuidad a una infeccion en un animal

portador.

La adherencia de Photobacterium damselae subespecie
piscicida a las diferentes células parece estar mediada por un
receptor proteico o glicoproteico de la superficie bacteriana, y el
mecanismo de internalizacién de la bacteria es a través de unos
microfilamentos actina-dependientes (MAGARINOS y cols., 1996b),
aunque estos autores han indicado que Photobacterium damselae
subespecie piscicida es capaz de mantenerse viable dentro de la
célula al menos 2 dias, pero no se ha demostrado la capacidad de
diseminarse de una célula a otra, ni tampoco que la internalizacion
de la bacteria suceda por un mecanismo especifico. VICTORIA
LOPEZ-DORIGA y cols. (2000) confirman la capacidad invasiva y
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adherente de este agente comprobando la presencia intracelular de
la bacteria en células epiteliales de carpa (EPC), donde ésta se
mantuvo viable entre 7 y 9 dias, no produciéndose ninguna
division bacteriana dentro de las células a diferencia de lo que

ocurre con otras bacterias (FINLAY y FALKOW, 1988).

Los ECPs son letales para trucha y rodaballo, lo cual indica
que éstos deben jugar un importante papel en el mecanismo de

accién patégena de esta bacteria (MAGARINOS y cols., 1992a).

MAGARINOS y cols. (1992b) han demostrado que los
productos extracelulares (ECPs) de .Photobacterium damselae
subespecie piscicida presentan actividad fosfolipasa y hemolitica
sobre eritrocitos de oveja, salmén y rodaballo, pero no sobre
eritrocitos de trucha. Si bien se ha demostrado que el polisacarido
capsular que presenta esta bacteria cuando crece bajo las
condiciones adecuadas (BONET y cols., 1994), juega un papel
importante en la virulencia de este patégeno, provocando que la
DLso se pueda reducir hasta 4 logaritmos (MAGARINOS y cols.,
1996a). De la misma forma, la disponibilidad de hierro y los ECPs
intervienen en la virulencia (MAGARINOS y cols., 1994b y 1992a).

II.1.5.- Clinica
Una de las principales caracteristicas de esta enfermedad es
la ausencia de signos patognomoénicos, pudiéndose encontrar

manifestaciones clinicas en los peces infectados, pero no de forma
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especifica y exclusiva de esta enfermedad. Ademas, ROBERTS
(1978) reconoce que una de las caracteristicas de esta enfermedad
es que virtualmente no se producen anormalidades externas en los

peces afectados.

Algunos sintomas de la enfermedad, como son la debilidad
de los peces e irse al fondo de las redes donde morian ya eran
descritos por KUBOTA y cols. (1970ay by 1972).

SNIESZKO y cols. (1964) describen en la “pseudotuber-
culosis” de la perca blanca (Roccus americanus), la presencia de
pequenias zonas hemorragicas en las agallas y en la base de las

aletas, ademas de un aumento de la pigmentacion de la piel.

La presencia de estos signos inespecificos se repiten de
forma rutinaria en la mayoria de las descripciones de la
enfermedad, y sélo en alguna ocasion se observa algtin sintoma de
localizacién corporal distinta, como los descritos por TORANZO y
cols. (1991) y BAPTISTA y cols. (1996), los cuales observaron la

aparicion de hemorragias en la zona de la cabeza.

La forma de presentacion de la enfermedad no es constante,
siendo de forma aguda en peces marinos y el salmén, y
presentando una forma crénica en especies como el ayu
(Plecoglossus altivelis) y el medregal del Japén (Seriola
quinqueradiata) (ROBERTS 1978).
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I1.1.6.- Lesiones

I1.1.6.1.- Lesiones macroscopicas

KUBOTA y cols. (1970a,b y 1972) describen en la
pseudotuberculosis del medregal del Japén (Seriola quinqueradiata)
la presencia de gran numero de puntos blancos en bazo y rifion
fundamentalmente, pudiendo en ocasiones observar dichos puntos
blancos en corazon, higado y pancreas, asi como en mucha menor
frecuencia en vejiga natatoria, agallas, mesenterio y peritoneo.
Estos puntos son pequerios, no superando nunca el tamafio de
unos pocos milimetros. Su forma normalmente es esférica,
viéndose a veces algunos de morfologia irregular. La presencia de
estos focos se asocia a cuadros cronicos mas que a muertes de
forma aguda, la cual en las especies marinas es lo mas comun

(TORANZO y cols., 1991; BALEBONA y cols., 1992).

El rinén lo podemos encontrar aumentado de tamafo y
anémico. El bazo se ve también aumentado de tamarfio y de color
rojo oscuro. El higado se suele ver hiperémico y algo aumentado de
tamano (DALY, 1999).

NOYA y cols. (1993) inocularon tanto la bacteria como los
ECPs de varias cepas de Photobacterium damselae subespecie
piscicida en doradas para estudiar los cambios histolégicos que

estos provocaban en los peces, observando la inexistencia de
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lesiones externas e internas, a excepcion de un oscurecimiento de

la superficie dorsal y lateral del cuerpo de los peces inoculados.

En la descripcién de la enfermedad en Salmén Atlantico
(Salmo salay JONES y COX (1999) observan como lesiones
macroscopicas mas importantes, hemorragias petequiales en
intestino grueso y superficie peritoneal, y puntos blancos en
higado, bazo y corazén. Con el tiempo se aprecié también una
peritonitis  generalizada asi como la formacion de
pseudomembranas difteroides entre los o6rganos y la vejiga

natatoria.

I1.1.6.1.- Lesiones microscopicas

KUBOTA y cols. (1970a y b y 1972) describieron en la
“pseudotuberculosis” del medregal del Japén @ (Seriola
quinqueradiata) lesiones en diferentes 6rganos, correspondiéndose
los puntos blancos localizados en el bazo y rifidbn, con colonias

bacterianas.

En el higado se observan muy pocas bacterias, siendo la
lesibn microscopica mas caracteristica la formacion de
granulomas, donde la parte central necrética se rodea por una
capsula epitelioide (KUBOTA y cols., 1970b).

En su trabajo sobre la pasterelosis de la lubina estriada

(Morone saxatilis), HAWKE y cols. (1987) describen los cambios
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histolégicos encontrados en los peces, observandose en el bazo una
necrosis aguda multifocal del tejido linfoide caracterizada por la
pérdida de células, necrosis por coagulacién, cariorrexis y por la
presencia de muchas bacterias. En el higado, encontraron una
moderada necrosis aguda multifocal de los hepatocitos con una
prominente cariorrexis. También observaron muchas bacterias en
los sinusoides y dentro de los vasos hepaticos. Grandes areas.del
higado mostraron 2zonas de hiperplasia de las células
reticuloepiteliales de revestimiento de los sinusoides hepaticos. En
el pancreas observaron también una necrosis aguda multifocal,
acompanada con la pérdida o reducciéon del tamano de los
granulos de zimogeno. Sin embargo, no se detecté infiltrado

inflamatorio en ninguno de los tejidos afectados.

En el estudio en Espana del primer brote de esta enfermedad
en dorada, TORANZO y cols. (1991) encontraron alteraciones
histolégicas, tanto en peces infectados de forma natural como
experimentalmente, una necrosis aguda con infiltrado de
eritrocitos y la presencia de muchas bacterias en capilares y
espacios intersticiales en bazo y rinén. En el higado se observé la
presencia de una necrosis multifocal moderada de los hepatocitos,
asi como la presencia de bacterias en los sinusoides y espacios
hepaticos. Las lesiones crénicas (granulomas) soélo - fueron
encontradas en peces con infeccién natural, después de que estos

fueron tratados y habian superado el brote de la enfermedad. En
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los peces de la infeccion experimental no se encontré ningin

animal con granulomas.

NOYA y cols. (1993) inocularon cepas vivas y los ECPs de
Photobacterium damselae subespecie piscicida en doradas para
estudiar los cambios histolégicos que estos provocaban en los
peces. Observando los diferentes oOrganos describieron las
siguientes lesiones: en la sangre de ambos grupos de peces el
nuamero de leucocitos, principalmente neutréfilos y eosinéfilos,
aument6é considerablemente. También se apreciaron abundantes
leucocitos inmaduros y eritrocitos degenerados. Algunos de los
peces inoculados con Dbacterias mostraron septicemia,
observandose que neutrofilos y monocitos contenian a menudo
bacterias fagocitadas, y que un porcentaje elevado de estas células
sufria necrosis. En la cavidad peritoneal observaron neutroéfilos,
macrofagos y abundantes eosinéfilos. Estos macréfagos y

neutréfilos presentaban gran cantidad de bacterias fagocitadas.

Los peces inoculados con ECPs y procesados en las primeras
horas después de la inyeccion no manifestaron lesiones
importantes. A partir de las 24 hrs aument6 el numero de
macrofagos en la pulpa roja, en los sinusoides y rodeando los
elipsoides. Estos macrofagos estaban hipertrofiados y contenian
abundantes eritrocitos fagocitados. En los peces inoculados con
bacterias también se incrementdé el nimero de macréfagos, los

cuales contenian principalmente bacterias. Estos macréfagos se
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localizaban fundamentalmente en areas perielipsoidales. Con el
tiempo se formaban colonias de diferentes tamafios, aunque sin
llegar a constituir granulomas. Asimismo, se aprecié un ligero

aumento de leucocitos inmaduros.

El rifién, tanto de las doradas inyectadas con ECPs como las
inoculadas con bacterias, mostré dilatacién de los sinusoides, en
los cuales aparecian numerosos macroéfagos, melanomacroéfagos y
leucocitos inmaduros. También se produjo un aumento de
macrofagos en el tejido hematopoyético y un incremento de células
en mitosis, lo cual estaba unido a una disminucioén de las formas
mas maduras de leucocitos y eritrocitos. En las doradas
inoculadas con los ECPs estos macréfagos contenian abundantes
eritrocitos fagocitados, mientras que en los inoculados con
bacterias presentaban gran cantidad de bacterias. A partir del
tercer o cuarto dia aparecian colonias de diferente tamafio
dispersas por todo el tejido hematopoyético. En ninguno de los

peces estudiados se detectaron alteraciones en la nefrona.

Las branquias de ambos. grupos de peces mostraron
infiltracion de neutréfilos. y macréfagos con restos celulares
fagocitados, en los espacios interlaminares de las laminillas
primarias y secundarias. Esta infiltracién se hace mas patente con
el tiempo, y en los peces mas afectados, incluso las células
epiteliales de las laminillas se encuentran degeneradas,

presentando granos de distinto tamafo en su citoplasma.
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En el higado, no se han detectado lesiones en los peces
inoculados con los ECPs. En los peces inoculados con bacterias,
éstas forman colonias e invaden el parénquima hepatico. Rodeando
a estas colonias no se han apreciado alteraciones importantes. Por
otra parte, el higado de los peces que no fue invadido no parece

sufrir ningtn tipo de alteracién.

En el corazéon se produjo un incremento en el numero y
tamafio de los granulos de las células endoteliales de la cavidad
ventricular. Algunas de estas células muestran vacuolas. También
se ha detectado una ligera pericarditis en algunos de los peces
inoculados con bacterias, la cual va asociada a una colonizacion
bacteriana del epicardio. En ningun caso las fibras musculares

resultaron afectadas.

El intestino es el menos afectado, y s6lo se ha observado
infiltracion celular en la lamina propia de algunos de los peces

inoculados.

En la musculatura se ha comprobado que los ECPs no
producen lesiones y que las bacterias tampoco parecen
multiplicarse ni constituir colonias. Solamente se han podido
observar lesiones en las zonas donde se realizaron las inyecciones
con bacterias. En estas zonas las fibras musculares aparecen a
menudo degeneradas, apreciandose una intensa infiltracion

leucocitaria. En ninglin caso se llegaron a formar granulomas.
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Ademas, en todos los organos donde se formaron colonias
bacterianas, se observé una ausencia total de alteraciones
alrededor de las mismas. Por otra parte, se ha podido constatar
que hay una clara relacién entre el efecto patolégico y el tiempo

que tarda el pez en morir.

En la descripcion de la enfermedad en Salmén Atlantico
(Salmo salary, JONES y COX. (1999) observaron como lesiones
microscopicas, la presencia de diferentes areas de -necrosis

coagulativa en bazo, higado y rifién.

II.1.7.- Diagnoéstico

Photobacterium damselae subsp. piscicida puede crecer en
diferentes medios de cultivo suplementados con NaCl a una
concentracion final del 2-3%. La identificacion de esta bacteria se
puede realizar por pruebas bioquimicas clasicas (SMIBERT y
KRIEG, 1981; WEST y COLSWELL, 1984) y por caracteristicas
morfologicas. La Tabla 1 muestra las propiedades bioquimicas de
esta bacteria (JANSEN y SURGALLA, 1968; YASUNAGA y cols.,
1983, 1984 y TORANZO y cols., 1991).

KENT y cols. (1982) describieron el uso del sistema
miniaturizado API 20E como una herramienta 1til en el diagnostico
de la enfermedad, dando la bacteria resultados positivos a Arginina
dehidrolasa, Glucosa, Galactosa, Manosa y Fructosa, y negativo al

resto de pruebas de la galeria. SANTOS y cols. (1993) evaluan la
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utilidad del sistema miniaturizado API 20E para identificar a esta
bacteria obteniendo como resultado que ninguna de las cepas
usadas pudo ser identificada como Photobacterium damselae
subespecie piscicida, debido a que el perfil de esta bacteria no se

encuentra incluido en la base de datos de este sistema.

KITAO y KIMURA (1974); KAWAHARA y cols. (1986)
describen como técnica de diagnoéstico para esta enfermedad, el
uso de anticuerpos fluorescentes para detectar la bacteria en

tejidos de peces infectados.

La técnica de hibridacion del ADN fue utilizada por ZHAO y
AOKI (1989) para evaluar la presencia de Photobacterium damselae
subespecie piscicida a partir de colonias bacterianas crecidas en
medios de cultivo, pero la sensibilidad de esta técnica no fue
descrita. También usaron la misma técnica para detectar
directamente la bacteria sobre tejido (bazo y rifién), siendo capaces

de detectar 3.9 ng de ADN, o 105 células de este agente patogeno.

ZHAO y AOKI (1992) describieron el uso de la técnica de PCR
para el diagnéstico de la infeccién por Photobacterium damselae
subespecie piscicida utilizando unos cebadores elaborados a partir
de la secuencia génica de un plasmido especifico de esta bacteria y

con un peso molecular de 5.1 Kb.
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Un estudio comparativo realizado por ROMALDE y cols.
(1995a) entre la técnica de aglutinacién tradicional y unos
sistemas para aglutinacion en latex fabricados por Bionor?,
muestra que en ambos casos se detectaron todas las cepas usadas
de esta especie, no existiendo reacciones cruzadas con otros
patoégenos importantes en acuicultura como son Vibrio anguillarum
y Aeromonas salmonicida, ni con otras bacterias pertenecientes a la
Familia Pasteurellaceae. Si hubo diferencias notables en cuanto a
la sensibilidad, donde los sistemas con latex sélo detectaron a
partir de 1010 bacterias por ml. La técnica de aglutinacién en placa

fue capaz de detectar a partir de 107 bacterias por ml.

ROMALDE y cols. (1995b) evaluaron el sistema Aquararid-Pp
de Bionor® para la deteccibn de Photobacterium damselae
subespecie piscicida observando que es una buena herramienta de
diagnéstico al detectar todas las cepas del estudio, y que su
especificidad también era buena al no tener reacciones cruzadas
con otros patdogenos importantes en acuicultura como son Vibrio
anguillarum y Aeromonas salmonicida, ni con otras bacterias
pertenecientes a la Familia Pasteurellaceae. La sensibilidad de la

prueba permitié detectar 106 bacterias por 0.5 gr de tejido.

Un método para detectar a este agente infeccioso en el agua
lo describieron REALI y cols. (1997). Para ello tomaron una
muestra de agua y la filtraron por un filtro de nitrocelulosa de 0.45

um de poro y pusieron este filtro sobre un medio de cultivo (Agar
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Marino con un 1% de manitol y 0.5 % de rojo fenol), siendo este
meétodo capaz de detectar la bacteria con 8 dias de antelacion a la
aparicién de un brote de enfermedad, lo cual permiti6é instaurar un

tratamiento precoz frente a este patéogeno.

BAKOPOULOS y cols. (1997b) desarrollaron un ELISA para
detectar la presencia de esta bacteria. Para ello probaron cepas de
diferentes origenes tanto en cultivos in vitro como a partir de
tejidos infectados. Estos autores obtuvieron que en cultivos in vitro
y en tejidos infectados podian detectar valores desde 103
células/ml, lo cual indicaba que el método ELISA podia ser una
herramienta rapida, facil y especifica para detectar a
Photobacterium damselae subespecie piscicida en brotes de

enfermedad.

La sensibilidad y especificidad del “Magnetic Beads-EIA” de
BIONOR® AQUAEIA kit para el diagnostico de pasterelosis fue
demostrada por ROMALDE y cols. (1999). Detectando todas las
cepas de Photobacterium damselae subespecie piscicida probadas
hasta una dosis de 10 u.f.c./ml y dando resultados negativos para
las cepas probadas de Photobacterium damselae subespecie
damselae y Ph. histaminum hasta dosis de 10°-101° u.f.c./ml. El
resultado fue positivo en génadas, huevos, fluido ovarico y seminal,
lo cual abre una puerta a la posibilidad de la transmisién vertical

de la pasterelosis.
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Para realizar el diagnéstico de la enfermedad, OSORIO y
cols. (1999) disefiaron una serie de cebadores, a partir de una
region conservada del ARN 16S de la bacteria, desarrollando una
Nested-PCR la cual era capaz de detectar de forma especifica sélo a
Photobacterium damselae subespecie piscicida, discriminandola
perfectamente de otros patégenos en acuicultura. Esta técnica
presenta una sensibilidad que permite detectar entre 1-10 fg de

ADN (20-200 células).

OSORIO y cols. (2000) para realizar el diagnéstico diferencial
de la infeccién por Photobacterium damselae subespecie piscicida
frente a Photobacterium damselae subespecie damselae utilizaron
dos juegos de cebadores, uno a partir de una regién conservada del
ARN 16S de la bacteria y otro para el gen de la ureasa,
desarrollando un método PCR, el cual fue capaz de detectar de
forma especifica s6lo a Photobacterium damselae subsp. piscicida
discriminandolo perfectamente de Photobacterium damselae
subespecie damselae, ya que esta ultima especie muestra dos
bandas, una correspondiente al ARN 16S y otra al gen de la
ureasa, en cambio Photobacterium damselae subespecie piscicida
s6lo muestra la banda del ARN 168, lo cual revela que esta es una

buena técnica para el diagnoéstico de la enfermedad.
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I1.1.8.- Control de la enfermedad

I1.1.8.1.- Quimioterapia

La susceptibilidad antibiética de 60 cepas japonesas de
Photobacterium damselae subespecie piscicida a 14 agentes
quimioterapicos fue descrita por AOKI y KITAO (1985). Todas las
cepas fueron sensibles a la ampicilina, 21 resistentes a
furazolidona, y cinco a cloranfenicol, tetraciclina, kanamicina y

sulfamonometoxin, siendo detectado en estas cinco el plasmido R.

TAKASHIMA y cols. (1985) describieron las resistencias
antibiéticas de cepas de Photobacterium damselae subespecie
piscicida de diferentes distritos del Japén. De 281 cepas probadas,
262 presentaban resistencia a la combinacién de antibiéticos
formada por ampicilina, acido nalidixico, furazolidona,
cloranfenicol, tetraciclina, kanamicina y sulfamonometoxin, siendo
detectado el plasmido R en 168 cepas, contradiciendo los
resultados previos de AOKI y KITAO (1985).

La efectividad del fluorfenicol en el tratamiento de la
enfermedad provocada de forma experimental, asi como la
ineficacia de otros agentes como &acido oxolinico, ampicilina y
nifurstirenato soédico fue descrita por YASUNAGA y YASUMOTO
(1988). '
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TORANZO y cols. (1991) estudiaron el uso del cloranfenicol y
la oxitetraciclina para el control del primer brote de pasterelosis en

dorada descrito en Espana.

KIM y AOKI. (1993a, b y ¢, 1994, 1996a y b) han citado la
presencia de diferentes plasmidos R transferibles, los cuales
codifican resistencias a diferentes antibiéticos usados en el
tratamiento de la enfermedad. Estos antibidticos a los que
Photobacterium damselae subespecie piscicida adquiere resistencia
por trasferencia de plasmidos son el fluorfenicol, cloranfenicol,

sulfonamida, IS26-tetraciclina y kanamicina.

I1.1.8.2.- Inmunoprofilaxis

Tres tipos de vacunas diferentes frente a la
“pseudotuberculosis” del medregal del Japén fueron probadas por
FUKUDA y KUSUDA (1985), una inactivando bacterias con formol,
otra usando lipopolisacaridos (LPS) de la bacteria y la ultima
utilizando los productos obtenidos en el sobrenadante de la
centrifugacion de bacterias que han sufrido un proceso de
autolisis, utilizando dos vias de administracion que fueron la
inmersion y el spray. Los autores observaron una mejor protecciéon

en la vacuna elaborada con LPS por inmersion.

KUSUDA y HAMAGUCHI (1988) compararon la eficacia de
tres bacterinas para prevenir la enfermedad, una inactivando

bacterias con formol, otra inactivando bacterias a 75°C durante
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una hora, y una ultima vacuna viva atenuada, todas ellas
administradas por inmersién. La que mejor proteccion dio a los
peces fue la vacuna viva atenuada, con un 75%de proteccién, la
inactivada con formol ofreci6 una proteccion del 43%, y la
bacterina producida por calentamiento no ofrecié una proteccion
significativa. Las dos vacunas que ofrecieron proteccién
incrementaron de forma notable la actividad fagocitica en los

peces.

El nivel de proteccién que los peces adquirieron tras ser
inmunizados con antigenos P y S ribosémicos fue mayor que
cuando eran inmunizados con lipopolisacaridos bacterianos,, tras
ser sometidos a un ensayo de infeccion por bafio con
Photobacterium damselae subespecie piscicida (KUSUDA y cols.,
1988).

MAGARINOS y cols. (1997a) comparan la eficacia de una
vacuna elaborada con células bacterianas completas y de una
vacuna compuesta por células completas enriquecidas con los
ECPs inactivados contra pasterelosis en dorada, cuando ambas
son administradas por bafo. Sé6lo la vacuna enriquecida con los
ECPs confiri6 proteccion contra las cepas de Photobacterium
damselae subespecie piscicida, dando un porcentaje relativo de
supervivencia del 38-40%. Los peces revacunados con la vacuna

enriquecida no mostraron niveles de proteccion mas elevados que

o
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AT .
los peces vacunados solamente una vez. Asimismo, no se encontré

correlaciéon entre proteccion y niveles de anticuerpos aglutinantes.

MAGARINOS y cols. (1994c¢) describen la influencia del peso
corporal en la proteccion de las doradas contra la infeccién por
esta bacteria y comparan la eficacia de una vacuna elaborada con
células bacterianas completas y de una vacuna compuesta por
células completas enriquecidas con los ECPs inactivados de la
bacteria. Se observo, al igual que en el trabajo anterior, la mayor
efectividad de la vacuna enriquecida y que el peso del pez influia,
pues cuando se usaron peces de unos 0.5 gr se incremento el nivel
de proteccion obteniendo wunos porcentajes relativos de
supervivencia del 83.4% con relacion al 38% obtenido en peces de

2 gr.

La efectividad de una vacuna contra la pasterelosis en
medregal del Japén, usando wuna vacuna compuesta por
lipopolisacaridos mezclados con bacterias inactivadas con
cloroformo, administrada via intraperitoneal fue estudiada por
KAWAKAMI y cols. (1997). Esta vacuna confirié una alta proteccién
a los peces frente a la infeccién natural y artificial, observandose

un porcentaje relativo de supervivencia del 60%.

En un estudio en lubinas (Dicentrarchus labrax), para
evaluar la inmunidad que adquirian frente a una vacuna bivalente

de Vibrio anguillarum y Photobacterium damselae subsp. piscicida,
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GRAVNINGEN y cols. (1998) inocularon peces de diferentes formas,
una sola vez por inmersion a peces de 1 gr., otro grupo por
inmersion con 1 gr. y revacunados por inmersiéon a los 5 gr y un
tercer grupo vacunado por inmersion con 1 gr. y revacunado
intraperitonealmente con 5 gr. Observaron que la mejor proteccion
frente a ambas infecciones se obtiene por una vacunacion y

revacunaciéon por inmersion.

KAWAKAMI y cols. (1998) estudiaron la inmunoestimulacion
no especifica y los efectos adyuvantes de una bacterina de Vibrio
anguillarum, M-glucano, chitin y adyuvante completo de Freund
frente a pasterelosis en medregal del Japon. Todos los grupos
fueron inoculados intraperitonealmente con una vacuna
compuesta por lipopolisacaridos mezclados con Dbacterias
inactivadas con cloroformo, y cada grupo a su vez, con un
adyuvante diferente, siendo luego enfrentados a la bacteria viva a
diferentes tiempos. El adyuvante que se mostré mas efectivo fue el
adyuvante completo de Freund, sin que su capacidad de protecciéon
fuera superior estadisticamente al de la vacuna sola. El resto de
adyuvantes no mostré un efecto positivo a la hora de conferir

inmunidad en los peces.

MAGARINOS y cols. (1999) evaluaron la proteccion de larvas
de doradas de 50 dias de edad frente a Photobacterium damselae
subespecie piscicida, con una vacuna compuesta por células

completas enriquecidas con los ECPs inactivados de la bacteria
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(comercializada como DI). Estos autores administraron dicha
vacuna por inmersion y por bafio, obteniendo que los porcentajes
relativos de supervivenéia fueron para la inmersién de 84-90%,
mientras que para el bafo fueron de 77-80%, por lo que ellos
recomiendan una primera vacunacion a las larvas de unos 50 dias

y una revacunacién cuando alcanzan los 2 gr de peso.

I11.2.- MECANISMOS DE DEFENSA FRENTE A LA INFECCION EN
LOS TELEOSTEOS .

I1.2.1.- Sistema inmune

El sistema inmune de lo teleésteos ha sido uno de los mas
estudiados, debido fundamentalmente a la importancia econémica
de algunas de las especies que lo componen, por su importancia
como fuente de alimento para el ser humano. Este sistema inmune
en muchos aspectos es similar al de los mamiferos, donde los
organos linfoides se encuentran divididos en primarios y

secundarios.
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11.2.1.1.- Organos linfoides primarios

¢ Rinén

En los tele6steos el rifibn es un o6rgano linfoide muy
importante. Esta localizado ventralmente a la espina dorsal, en la
parte superior de la cavidad peritoneal. Se encuentra dividido en
dos segmentos, una porcién cefalica denominada “rifién anterior” y
otra media y caudal denominada “rifibn posterior”. Ambas
porciones presentan actividad hematopoyética siendo mayor en la
porcién anterior, en la cual ha desaparecido la funcién renal
(ELLIS y DE SOUSA, 1974; ZAPATA, 1979, 1981), y la posterior
con funcion excretora. En general, las células linfohematopoyéticas
estan distribuidas al azar por el estroma del 6rgano y vasos
sanguineos (QUESADA y cols., 1990; PRESS y cols., 1994). Para
algunos autores, el rinén de los teleésteos presenta una relacién
filogenética con la médula 6sea de los vertebrados superiores
(SMITH y cols., 1967; ZAPATA, 1979) en su capacidad de
diferenciar células precursoras sanguineas, y en general es
considerado como una fuente postembrionaria de células
hematopoyéticas (AL-ADHAMI y KUNZ, 1976).

¢ Timo

Es un érgano par situado en la comisura dorsal del opérculo.
El timo de los peces recuerda mucho al de los mamiferos en su
estructura. Este esta formado por linfocitos en diferentes grados de

desarrollo, algunas células de tipo epitelial y macrofagos (ZAPATA,
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1983; CHYLMONCZYK, 1992). Una de las caracteristicas del timo
de los mamiferos es la presencia de corpusculos de Hassall, los
cuales también han sido descritos en diversas ocasiones (GOOD y
cols., 1966) en estudios de microscopia en lampreas y

elasmobranquios (ZAPATA y cols., 1996a), pero no en teledsteos.

Estudios realizados por ZAPATA y COOPER (1990),
CHYLMONCZYK (1992) y MANNING (1994) describen que el timo
de los teledsteos ademas de ser parecido morfolégicamente,
presenta una funcién similar al de los vertebrados superiores,

siendo una fuente de células T inmunocompetentes.
I1.2.1.2.- Organos linfoides secundarios

¢ Bazo

Se encuentra situado junto a la curvatura mayor del
estémago. Este presenta un color rojo oscuro y forma ovoide. Su
capsula es fibrosa y desprovista de musculo. Esta, a diferencia de
los mamiferos no emite trabéculas a través del parénquima del
organo (ELLIS y cols., 1989). Los peces que presentan un gran
desarrollo del tejido linfoide en el rifion, no tienen un gran

desarrollo del tejido linfoide del bazo (ZAPATA y cols., 1996b).

La funciéon del bazo en la respuesta inmune ha sido
relacionada fundamentalmente con la respuesta inmune
secundaria (ELLIS y SOUSA, 1974; TATNER 1985).
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¢ Tejido linfoide asociado al intestino

Este tejido se distribuye en acimulos difusos a lo largo de la
lamina propia y el epitelio del intestino de los teledsteos (DOGGET
y HARRIS, 1991). Histologicamente, hay poca variacién entre
especies, caracterizandose por ser un tejido linfoide no
encapsulado, compuesto por macréfagos, linfocitos, células
plasmaticas y diferentes tipos de granulocitos (TEMKIM y
McMILLAN, 1986; ROMBOUT y cols., 1993).

I1.2.2.- Sistema inmune celular
En este sistema defensivo estan involucradas una gran
variedad de células como son monocitos/macrofagos, granulocitos,

y células citotoxicas no especificas.

I1.2.2.1.- Macrofagos

Los macréfagos son células fagociticas moéviles que podemos
encontrar en diferentes localizaciones como: la sangre (donde se les
denomina monocitos y son considerados los precursores de los
macrofagos tisulares), o6rganos linfoides (en especial del rindn

anterior) y cavidad peritoneal.

El estudio del sistema inmune, y en particular de los
macroéfagos exige ser capaz de obtenerlos de la forma mas pura
posible. Para enriquecer las preparaciones de macréfagos se utiliza
la centrifugacion en un gradiente de densidad, lo cual permite

separar de forma efectiva los macréfagos de linfocitos y blastocitos,
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debido a su estructura mas grande y granular (SECOMBES, 1990).
Sin embargo, este método hace dificil la separacién de los
macrofagos de los granulocitos, por lo que se puede realizar una
extraccion enriquecida en macréfagos obteniéndolos a partir de la
cavidad peritoneal usando agentes flogisticos capaces de inducir
una -respuesta inflamatoria (SECOMBES, 1996). En dicha
respuesta, los granulocitos apareceran en los primeros dias
postinyeccion debido a su alta movilidad, mientras que -los
macrofagos aumentaran su presencia mas tarde, momento que

sera el idoneo para recoger las células.

Para obtener cultivos atin mas puros, se recurre a explotar
caracteristicas propias de los macréfagos como son  las de

adherirse a substratos y poder vivir durante semanas en cultivo.

La adherencia a superficies de cristal o plastico es un método
rapido para aumentar la pureza de una extracciéon de macréfagos,
técnica que ademas es rapida, pues puede ser realizada en 2-3
horas. Inmediatamente después del periodo de adherencia se
retiran las células no adherentes, obteniéndose cultivos de

macro6fagos con una pureza superior al 95% (SECOMBES, 1996).

Los macroéfagos pueden ser identificados por diversas vias, al
ser mononucleados, positivos a la esterasa no especifica y fosfatasa

acida y negativo a la peroxidasa (SECOMBES, 1996).
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Funcionalmente, estas células pueden actuar como células
accesorias para la respuesta de los linfocitos, desarrollando
también su capacidad fagocitica, o pueden producir radicales libres
de oxigeno y nitrogeno, pudiendo destruir patégenos como
bacterias, virus y parasitos. Estas funciones pueden variar y tener
unas mas desarrolladas que otras en funcién del origen de los
macroéfagos (SECOMBES, 1990).

Algunos autores destacan la actividad antimicrobiana de los
macréfagos por la producciéon de 6xido nitrico (ON), asi lo han
demostrado diferentes trabajos, en los cuales macréfagos de ratén
fueron estimulados con citoquinas y respondieron incrementando
la produccion de ON (MURRAY y TEITELBAUM, 1992;
SCHNEEMANN vy cols., 1993; SCHOEDON y cols., 1995; EVANS y
cols.,, 1996). En macréfagos de rumiantes, también se ha
demostrado la produccién mayor de ON cuando se les estimulé con
citoquinas o LPS (ALDER y cols., 1996).

En peces, algunos autores han logrado obtener respuestas
de cultivos primarios de macrofagos y de lineas celulares de
macrofagos en forma de produccién de 6xido nitrico cuando las
estimularon con lipopolisacaridos bacterianos (NEUMMAN y cols.,
1995; WANG y cols., 1995). Otros autores observaron diferentes
respuestas en funcion de la cantidad de arginina en la dieta de los
peces, y en los medios de cultivo donde se cultivaron los
macrofagos (BUENTELLO y GATLIN, 1999). En un estudio
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realizado con macrofagos de rodaballo (Scophthalmus maximus),
TAFALLA y NOVOA, (2000) describieron los requerimientos que
estas células tenian para una correcta activacién y producciéon de
ON, demostrando que anadiendo a los macréfagos el factor de
necrosis tumoral humano o (TNF-a), éstos producian mucho mas

ON.

Otros autores han utilizado los macréfagos para el estudio de
la actividad que estos experimentan cuando entran en contacto
con un agente extrano (bacteria, virus, parasito, etc.). Asi, HARDIE
y cols. (1996) trataron macréfagos con factores activadores de los
macroéfagos (MAF), los cuales fueron enfrentados con el patégeno
de peces Renibacterium salmoninarum, observando un aumento en
la “explosion respiratoria” (produccion de Oz7) y en la capacidad de

inhibicién del crecimiento de la bacteria.

En 1995, SKARMETA y cols. utilizaron macréfagos de trucha
arcoiris, dorada y lubina para estudiar el efecto bactericida de la
“explosién respiratoria” sobre Photobacterium damselae subsp.
piscicida, observando que los macrofagos de las tres especies

tenian efecto bactericida sobre la bacteria.

I1.2.2.2.- Granulocitos

En los tele6steos se han encontrado tres tipos de
granulocitos que son neutréfilos, eosinéfilos y baséfilos (ELLIS,
1977; ROWLEY y cols., 1988; HINE, 1992; AINSWORTH, 1992).
0,
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Los neutrofilos y eosinéfilos son los mas comunes, estando
presentes en la mayoria de las especies al contrario que los
basofilos. (SECOMBES, 1996).

Estas células muestran una morfologia y propiedades
histoquimicas similares a los de mamiferos. Se encuentran en
sangre, bazo, rii6n, lesiones inflamatorias (ELLIS, 1989) y
peritoneo (SECOMBES 1996).

Los granulocitos son muy moviles, especialmente los
neutréfilos. Su actividad fagocitica fue cuestionada por algunos
autores (ELLIS, 1981), pero hoy en dia no existen dudas de esta
capacidad por parte de los granulocitos (SECOMBES, 1996). Estas
células producen moléculas reactivas de oxigeno, pero aun asi su
capacidad bactericida es pobre en relacion con los macroéfagos
(SECOMBES, 1996).

Existen unos granulocitos menos moviles que encontramos
en las agallas e intestino, los cuales presentan actividad frente a
bacterias y helmintos patoégenos (SECOMBES, 1996).

I1.2.2.3.- Células citotoxicas no especificas
En peces, estas células son consideradas como las
equivalentes a las células “Natural Killer” de los mamiferos, y

pueden ser obtenidas de sangre, 6rganos linfoides e intestino.
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Presentan una morfologia similar a las de los monocitos
(EVANS y cols., 1984) y tienen capacidad para lisar un gran
numero de lineas celulares tumorales de mamiferos (SECOMBES,
1996) y lineas celulares de peces cuando se infectan con virus de
la Necrosis Pancreatica Infecciosa (MOODY y cols., 1985), asi como

frente a protozoos (EVANS y JASO-FRIEDMANN, 1992).

I1.2.3.- Mecanismos para destruir microorganismos fagocitados

Los fagocitos son capaces de destruir patégenos usando
diversos métodos que podemos clasificar .en dos categorias, los
mecanismos dependientes del oxigeno y los no dependientes del

oxigeno.

I1.2.3.1.- Mecanismos Oxigeno Dependientes

Cuando una célula fagocitica ingiere una particula, se
produce un aumento en el oxigeno captado que es independiente
de la respiraciéon mitocondrial. A este fenémeno se le denomina
“Explosion Respiratoria”. La explosion respiratoria de las células
fagociticas (macrofagos y neutréfilos) presenta una clara actividad
antimicrobiana (DINAUER y cols., 1993; NEUMAN y cols., 2001).
Mediante la “explosion respiratoria”, las células fagociticas
producen diferentes radicales de oxigeno y nitrégeno que son
toxicos para las bacterias, virus, parasitos y células tumorales.
Entre estos radicales destacan como moléculas oxigeno reactivas
los aniones superéoxido (Oz’), perdxido de hidrogeno (H202) y

radicales hidroxilo (OH7), y como moléculas nitrogeno reactivas

47

realizada por ULPGEC. Biblioteca Universitaria, 2008

s. Digitalizaci

ios autores

©Del



Reuvision bibliografica

encontramos el 6xido nitrico (ON) y los peroxinitritos (ONOO')
(ELLIS, 1999).

Estos productos producidos por las células fagociticas se

dividen en dos clases:

¢ Moléculas Oxigeno Reactivas (MOR)

Estas moléculas son producidas por las células fagociticas
durante la “explosién respiratoria”, al contactar con bacterias o
durante la fagocitosis (SECOMBES, 1996; LAMAS y ELLIS, 1994).

La produccién de radicales libres de oxigeno durante la
“explosién respiratoria” de las células fagociticas de los peces ha
sido minuciosamente estudiada desde hace tiempo (SECOMBES y
FLETCHER, 1992).

En la “explosidon respiratoria” la primera reaccion que se
produce es la reduccién de un electréon de la molécula de oxigeno
produciendo Oj-, reaccion que es catalizada por la enzima NADPH
oxidasa, la cual se encuentra en la membrana plasmatica de las
células fagociticas (SEGAL y ABO, 1993; XIA y ZWEIER, 1997).

Se ha demostrado la existencia de NADPH oxidasa en
fagocitos de trucha y la produccion de Oz por un mecanismo
glucosa dependiente, hecho que habria que comprobar en otras
especies de peces (SECOMBES y FLETCHER, 1992).
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Existen estudios que indican que los aniones superéxido
producidos por los macréfagos no son particularmente téxicos para
las bacterias patogenas en general, aunque Photobacterium
damselae subespecie piscicida se muestra sensible a la accion del
O2 (SKARMETA y cols., 1995}, pero si lo son todas en general al
peroxido de hidrégeno y sus derivados (SHARP y SECOMBES,
1993; HARDIE y cols., 1996), moléculas que también se producen

durante esta reaccion.

HARDIE y cols. (1996} realizaron experimentos de activacion
de macrofagos de trucha arcoiris con MAF, describiendo el
aumento de produccién de MOR (02, H202) en los macréfagos
tratados, y la inactivaciéon de un mayor numero de células de

Renibacterium salmoninarum por parte de dichos macroéfagos.

Tanto los macréfagos como los neutréfilos pueden generar
MOR, aunque existen diferencias entre ambos tipos celulares. En
salmoén atlantico (Salmo salar) se ha descrito como después de una
estimulaciéon con ésteres de forbol existe una mayor produccion de
O2- por parte de los neutrofilos que de los macréfagos (LAMAS y
ELLIS, 1994), aunque el pez gato (Ictalurus punctatus) parece.ser
un pobre productor de MOR (DEXIANG y AINSWORTH, 1991).

¢ Moléculas Nitrégeno Reactivas (MNR)

Dentro de este grupo se encuentran diferentes moléculas

como el oxido nitrico (NO), peroxinitritos (OONO-), nitratos (NO3),
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di6éxido de nitréogeno (NO;) y nitritos (NO2), (NATHAN y SHILOH,
2000).

HQNYNH; HZNYN—OH quY/o

NH NH NH
0=0 10 0=0 w0
e > N
NADPH  NADP 0.5NADPH 0.5 NADP*

TN L0 NH LG NHy
v/ 3 o 3 74 3
07 Ny 0" N 0" N\

Figura 1.- Formacién de 6xido nitrico y L-citrulina a partir
de arginina

Una de las moléculas mas significativas de las MNR es el

o6xido nitrico (ON), el cual fue estudiado en primer lugar en el

sistema nervioso donde actiia como mensajero intra y extracelular
(GARTHWAITE, 1991; BREDT y SYNDER, 1992). El ON se sintetiza

a partir de la Arginina por la accién de una oxidasa de funciéon
mixta (Oxido Nitrico Sintasa, NOS), la cual hidroxila su carbono

terminal para dar ON y L-citrulina (Figura 1).

En los mamiferos, se describe una 6xido nitrico sintasa

constitutiva (NOS), que se divide en dos tipos, la primera se
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encuentra en el cerebro (nNOS), fundamentalmente en neuronas,. y
la otra en las células endoteliales (eNOS). Estas dos isoformas son
Ca2?*/calmodulina dependientes (SCHMIDT y cols.,, 1992),
presentando una acciéon muy rapida, con un bajo nivel de
respuesta, y provocando su activacién  bajas concentraciones de
ON. Ademas, existe una tercera isoforma, que es la 6xido nitrico
sintasa inducible (iINOS), la cual se encuentra principalmente en
macrofagos, pero también en células endoteliales, hepatocitos,
condrocitos, células del epitelio de la retina y osteoblastos. La iNOS
a diferencia de las otras dos isofomas, es Ca?*/calmodulina
independiente (SCHMIDT y cols., 1992). La expresion de la iNOS
ocurre fundamentalmente en células fagociticas cuando son
estimuladas, ya sea experimentalmente (APPELBERG y ORME,
1993; KOPROWSKI y cols., 1993; KRONKE y cols., 1995) o en
pacientes enfermos (CAMPBELL y cols., 1994; NICHOLSON y cols.,
1996), su actuacién es lenta, debido a que los genes que la
expresan deben ser activados por un estimulo, aunque provoca
unos mayores niveles de ON al final de dicha estimulacién (CLARK
y ROCKETT, 1996).

La expresion de la iNOS es importante en la destruccion de
diversos patégenos, y aunque por si solo, el ON en ocasiones no es
lo suficientemente reactivo para destruir al patégeno, otros
productos derivados de la aparicién del ON como son los radicales
hidroxilos (OH), diéxido de nitrégeno (NOgz), triéxido de nitrégeno

(N203) asi como la capacidad del ON de reaccionar con las. MOR
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para dar peroxinitritos (ONOO-), cuya actividad antiinfecciosa es

mucho mas potente (HIBBS, 1992).

Diversos autores han estudiado la actividad de estos
compuestos frente a diferentes patégenos de mamiferos y de peces.
Asi, entre las especies bacterianas que han sido enfrentadas a
estos metabolitos se incluyen Escherichia coli (BRUNELLI y cols.,
1995), Mycobacterium avium (DOI y cols., 1993), M. tuberculosis
(RHODAES y ORME, 1997), Staphylococcus aureus (KAPLAN y
cols., 1996) las cuales se han mostrado mas sensibles a los

peroxinitritos que al NO puro.

Varias especies de patégenos en acuicultura también han
sido probadas recientemente a la accion de estos compuestos
nitrogenados. Entre ellas destacan Aeromonas salmonicida,
Renibacterium salmoninarum y Yersinia ruckeri (CAMPOS-PEREZ y
cols., 2000a), asi como el virus de la septicemia hemorragica (VHS)
(TAFALLA y cols., 1999) , los cuales también resultaron ser

sensibles a la accion bactericida de estos compuestos.

En los peces, la NOS ha sido descrita en células del sistema
nervioso de salmén atlantico (Salmo salar), trucha arcoiris
(Oncorhynchus mikiss), lamprea (Lampetra planeri y lamprea
marina (Petromyzon marinus) por estudios histoquimicos buscando
NADPH-diaforasa, la cual de manera indirecta revela la presencia
de la NOS (HOPE y cols., 1991; SHOBER y cols., 1993; SHOBER y
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cols., 1994; OSTHOLM vy cols., 1994; ZIELINSKI y cols., 1996).
Recientemente, en el pez cebra (Brachydanio rerio) se ha descrito la
localizacion de la nNOS y de la iNOS en la retina, mediante

inmunohistoquimica (SHIN y cols., 2000).

La actividad de la iNOS en estas especies fue un enigma
hasta hace pocos afios, pero en la actualidad existen estudios que
describen detalladamente su funcionalidad (SHOOR y PLUMB,
1994). Estos autores detectaron la actividad de la iNOS después de
inocular experimentalmente pez gato (Ictalurus punctatus) con
Edwarsiella ictaluri. NEUMAN y cols. (1995) destacaron la
formacion de oxido nitrico por macréofagos de koi (Carassius
auratus) estimulados con lipopolisacaridos, o con factores

activadores de los macréfagos (MAF).

A partir de macrofagos aislados de rifion, se han descrito
secuencias parciales de la iNOS en koi (Carassius auratus) (LAING
y cols., 1996), trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (LAING y
cols., 1999; CAMPOS-PEREZ y cols., 2000b) y salmén Atlantico
(Salmo salar) (OYAN y cols., 2000). La primera descripcion de la
secuencia del gen de expresion de la iNOS fuera de mamiferos se

realiz6 en trucha arcoiris por WANG y cols. (2001).
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III.1.- ANIMALES SOMETIDOS A ESTUDIO

En nuestro estudio, los peces utilizados han sido doradas
(Sparus aurata) con un peso comprendido entre 35-75 grs. Los
peces se obtuvieron de la explotacién situada en Arguineguin
(“GRAMACAN S.A.”), al Sur de la isla de Gran Canaria, siendo ésta
una granja con un estado sanitario convencional, donde los
animales con aproximadamente 2 gr llegan procedentes de la
empresa CUPIMAR, de la Provincia de Cadiz, vacunados por
inmersion frente a Vibrio anguillarun, Vibrio alginolyticus y

Photobacterium damselae subsp. piscicida.

Los peces fueron transportados a nuestro modulo
experimental situado en el Instituto Canario de Ciencias Marinas
de Taliarte. Estos se organizaron en lotes pequeiios, en tanques de
500 1, los cuales fueron continuamente oxigenados con burbujeo
mediante difusores. Para el transporte los animales fueron sedados
previamente con 2-fenoxietanol (Sigma-Aldrich S.A.) con el fin de
evitar el estrés. Una vez en el laboratorio se hicieron grupos de 30
doradas cada uno, los cuales se mantuvieron en tanques de 1000 1
a 22°C con aireaciéon constante. Para su adaptacién, se les
mantuvo en los tanques durante un periodo de 10 dias previo a los
ensayos, comprobandose la ausencia de cualquier signo que

hiciera sospechar el desarrollo de alguna enfermedad.

Los animales fueron alimentados mediante una toma diaria

con una dieta comercial en pellets (ProAqua). Antes de iniciar
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cualquier experiencia se comprobé la ausencia de patégenos
mediante el cultivo de 6rganos internos de una muestra tomada al

azar de cada lote.

III.2.- ORIGEN Y CONSERVACION DE LAS CEPAS DE
Photobacterium damselae subespecie piscicida UTILIZADAS

Las cepas de Photobacterium damselae subsp. piscicida
utilizadas en este trabajo fueron cuatro, dos pertenecientes a
nuestra coleccién de cepas clinicas (C2 y 94/99), otra de la
coleccion de la Universidad de Santiago de Compostela, (DI-21), y
la Gltima perteneciente a la Colecciébn Americana de Cultivos Tipo
(ATCC), (ATCC 17911). Los datos de estas cepas se muestran en la
Tabla 4.

Tabla 4.- Cepas.de Photobacterium damselae subsp. piscicida utilizadas en este

estudio.
Cepas Origen Afio de Fuente
aislamiento
c2 Dorada 1997 Real y cols.
(Sparus aurata)
Dorada

94 /99 (Sparus aurata) 1999 Real y cols.

Di-21 Dorada 1991 Toranzo y cols.,
(Sparus aurata)

ATCC 17911 Perca blanca 1968 Coleccién Americana de
(Roccus americanus) Cultivos Tipo
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I11.3.- METODOS MICROBIOLOGICOS

Para el cultivo de las diferentes cepas y su utilizacién en el
laboratorio se usaron varios medios de cultivo, que fueron el Agar
Infusiéon Cerebro Corazén (BHIA) (Cultimed), Caldo Infusién
Cerebro Corazon (BHIB) (Cultimed) y Agar Sangre (Cultimed)
suplementados con un 1% de NaCl (Panreac), los cuales se
prepararon segun las instrucciones del fabricante. Para enriquecer
el medio se empleé sangre desfibrinada de oveja (Oxoid) en una

proporcion del 5%.

Para capsular las cepas se utilizé BHIA suplementado con un
1% de NaCl (Panreac) y un 1% de glucosa (Panreac). Este medio
nunca ha sido descrito para la formacién de la capsula de
Photobacterium damselae subsp. piscicida, pero desde hace algunos
anos existen descripciones donde el enriquecimiento con glucosa

del medio de cultivo facilita su desarrollo (BONET y cols., 1994).

Para la comprobar la formacién de esta estructura en las
cepas, éstas se sembraron en dos medios: Agar sangre con un 1%
de NaCl y en BHIA con un 1% de NaCl y un 1% de glucosa. A las
48 horas, se sumergio el cultivo en glutaraldehido, y lo enviamos al
Servicio de Microscopia Electrénica y Apoyo a la Investigaciéon de la
Universidad de Coérdoba, donde se realizé6 un estudio mediante

Microscopia Electrénica de Transmision.
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Los medios inoculados fueron incubados durante 48 horas a
25°C. Las cepas aisladas en cultivo puro, fueron resuspendidas en
Caldo Triptona Soja (Cultimed) con un 15% de glicerol y fueron

congeladas a -80°C para su conservacion.

II1.4.- MATERIAL Y METODOS UTILIZADOS EN CADA
EXPERIENCIA

Desarrollo del objetivo 1.- CONOCER EL EFECTO DEL
OXIDO NiITRICO SOBRE LA CINETICA DE CRECIMIENTO DE

Photobacterium damselae subsp. piscicida.

II1.4.1.- EXPERIENCIA 1.- Actividad bactericida del oxido
nitrico y los peroxinitritos sobre Photobacterium damselae

subespecie piscicida.

Esta experiencia en una primera fase consistié en enfrentar a
la bacteria capsulada y sin capsular a una serie de diluciones de
donadores de 6xido nitrico (ON) N-(B-D-Glucopyranosil)-N2-acetil-S-
nitroso-D,L-penicilamina (SNAP), y de peroxinitritos (ONOO-) 3-
Morfolinosydnonimina, HCl (SIN-1), con el fin de medir la
supervivencia de Photobacterium damselae subsp. piscicida frente a

estos productos.

Con la finalidad de establecer si el efecto producido sobre la

supervivencia es debido o no a las moléculas nitrégeno reactivas se
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emplearon dos enzimas, que son la superéxido dismutasa (SOD)
(Sigma-Aldrich S.A.), la cual elimina los radicales superéxido
haciendo que no se formen peroxinitritos, y la catalasa (CAT)
(Sigma-Aldrich S.A.), la cual reacciona con el peréxido de
hidrégeno eliminandolo en forma de agua y oxigeno comprobando
de esta forma que el dafo sobre la bacteria no es producido por el
H202 sino por los peroxinitritos, las cuales se adicionaran a los

tubos en los que incorporamos SIN-1.

En una segunda fase tomamos la dosis mayor de SNAP
utilizada en la fase anterior y la afiadimos a la misma dosis de
bacterias con y sin capsula, y posteriormente incorporamos
donadores de radicales superéxido para averiguar quién es mas

toxico, el 6xido nitrico o los peroxinitritos.
Las diferentes reacciones quimicas que se producen por la

accién de los donadores y de los inhibidores se resumen en el

Esquema 1.
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SNAP X/Xo G/Go SIN-1

SOD A)\A

ON 0, H,0, ON
CAT
ONOO ON ONOO
H0 O,

ESQUEMA 1.- Esquema de las reacciones quimicas producidas in vitro

por los donadores e inhibidores usados en el experimento.

Para evaluar el efecto del 6xido nitrico y los peroxinitritos,
medimos la supervivencia utilizando el método del 3-[4-5-
Dimetiltiazol-2 y e]-2-5- bromuro de difeniltetrazolium (MTT)
(SECOMBES, 1990).

El desarrollo de estas fases se resume en el Esquema 2.

Para el desarrollo de la primera fase se sometieron a varias
cepas de Photobacterium damselae subsp. piscicida, con y sin
capsula, a la accion del 6xido nitrico y peroxinitritos, haciendo
reaccionar los cultivos en fase liquida de estas bacterias con
diferentes diluciones (0, 10, 30, 100, 300, y 1000 uM) de donadores
de estos productos, como son el SNAP (N-(B-D-Glucopyranosil)-N2-

realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2006

re:

© Del



Material y métodos

acetil-S-nitroso-D,L-penicilamina) (Calbiochem) para 6xido nitrico,
y SIN-1 (3-Morfolinosydnonimina, HCI) (Calbiochem) para el NO y
los Oz-. Estos reactivos al ser mezclados en el medio de cultivo
liberan estos productos (CAMPOS-PEREZ y cols., 2000a).

Las cepas de Photobacterium damselae subespecie piscicida
usadas en esta experiencia fueron la C2, 94/99, DI-21 y la ATCC
17911, cuyas fuentes y origenes se muestran en la Tabla 4. Todas
ellas fueron cultivadas en BHIA con un 1% de NaCl para las cepas
sin capsula y en BHIA con un 1% de NaCl y un 1% de glucosa para
las cepas con capsula. A partir de estos cultivos puros se tomaron
bacterias con un hisopo estéril para resuspenderlas en BHI liquido
con un 1% de NaCl, obteniendo una concentracion de bacterias de
108 unidades formadoras de colonias por mililitro (u.f.c./ml). Esto
se hizo ajustando una suspensién del cultivo a una densidad
optica de 0.68 medida a 590nm en un espectrofotometro
(Boheringer-Mangein, Spectra shell), y comprobando
posteriormente, mediante diluciones seriadas y cultivo de una

alicuota de las mismas, el contaje directo de colonias en las placas.

Como control de la técnica se usé la N-acetil penicilamina
(compuesto parental del SNAP), para establecer si esta presenta
efecto toxico pos si sola sobre la bacteria. La N-acetil penicilamina
fue diluida a una concentracién de 1mM. Entonces se tomaron 4
eppendorfs con 1 ml cada uno de BHIB conteniendo cada uno 108

unidades formadoras de colonias.
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Los donadores de ON, SNAP (N-(B-D-Glucopyranosil)-N2-
acetil-S-nitroso-D,L-penicilamina) (Calbiochem) y de O2- y ON, SIN-
1 (3-Morfolinosydnonimina, HCI) (Calbiochem) se diluyeron en
BHIB haciendo diluciones seriadas de 0, 10, 30, 100, 300 y 1000
pM (BRUNELLI y col., 1995; FIERRO y col., 1996).

Del cultivo liquido en fase logaritmica se pasé 1 ml a 24
eppendorfs, 6 para el SNAP y 18 para el SIN-1, quedando entonces
cada uno con 108 u.f.c./ml. Centrifugamos a 3000 rpm durante 10

minutos, para a continuacién retirar el sobrenadante.

Al precipitado obtenido, se le afiadié 500 pl por separado de
las 6 diferentes diluciones preparadas en ese momento, de SNAP
(6 eppendorfs) y de SIN-1, este ultimo fue hecho por triplicado (3
grupos de 6 eppendorfs).

Triplicar el SIN-1, fue para afadir a cada grupo de 6

eppendorfs:

e SIN-1 solo

e SIN-1 + Superoéxido dismutasa (SOD, 500 U/ml)

e SIN-1 + Superéxido dismutasa (SOD, 500 U/ml) + Catalasa
(500 ng/ml).

Para minimizar el error de lectura de las pruebas de cada

concentraciéon obtenida se tomaron por cuadruplicado 100 nl y se
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pasaron a placas de ELISA de 96 pocillos. Estas placas se
incubaron a 25°C y se tomaron muestras a las 24 horas de cada

una de las diluciones probadas.

Después de la incubacién se preparé el 3-[4-5-Dimetiltiazol-2
y €]-2-5- bromuro de difeniltetrazolium (MTT) a una concentraciéon
de 5 mg/10 ml en agua destilada y a continuacién se anadié 100

nl a cada pocillo (SECOMBES, 1990).

Las placas fueron leidas 15 minutos después en un
espectrofotometro (Boheringer-Mangein, Spectra shell) a 600 nm.

El calculo de bacterias supervivientes se realizé segiin la formula:

Densidad 6ptica de pocillos tratados
X100

Densidad 6ptica de pocillos no tratados

En la segunda fase se ha intentado comprobar los resultados
obtenidos en la primera fase por una via diferente que corroborase
o no los datos obtenidos. En concreto las cepas fueron sometidas a
la accion de donadores de radicales superdxido (xantina (X),
xantina oxidasa (Xo), glucosa (G) y glucosa oxidasa (Go) (todas
obtenidas en Sigma-Aldrich S.A.) y utilizadas a una concentracién
de 100 pg/ml. La combinacién de radicales superdxido, que estos
productos liberan, con el 6xido nitrico que libera el SNAP produjo
la formacién de peroxinitritos. Para ello tomamos la dosis mayor de

SNAP probada en la fase anterior (1000 uM) y fue enfrentada a una
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dosis Unica (100 pg/ml) de estos donadores. Posteriormente, se
realizaron muestreos seriados durante 24 horas (0, 6, 9, 12, 18 y
24 horas). Después de anadir el MTT a la concentracion descrita
anteriormente se tomaron muestras de cada pocillo para medir
mediante espectrofotometro en las mismas condiciones que la fase

anterior. Esta fase se resume en el Esquema 3.
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SNAP

SIN-1

0, 10, 30, 100, 300, 1000yM 0, 10, 30, 100, 300, 1000u M

Producciéon de

Oxido nitrico

Produccién de

peroxinitritos

\»
SIN-1
0, 10, 30, 100, 300, 1000, M
+ SOD+CAT

Inhibicién de la
produccién de
peroxinitritos

Photobacterium damselae subsp. piscicida,
Vibrio alginolyticus y Vibrio harveyi

ESQUEMA 2.- Accién del 6xido nitrico y los peroxinitritos
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SNAP SNAP (1000 pM) SNAP (1000 pM)
1000 uM + X /Xo (100uM/ml) + G/Gd100yM/ml)
I | |
l Produccién de 6xido nitrico l r Produccién de peroxinitritos |

|

l Photobacterium damselae subsp. piscicida l

Medir supervivencia

ESQUEMA 3.-Estudio comparado del efecto del 6xido nitrico frente a los

peroxinitritos
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Desarrollo del objetivo 2.- INVESTIGAR COMO INFLUYE
LA INFECCION POR Photobacterium damselae subsp.
piscicida EN LA DORADA CON RESPECTO A LA VARIACION DE
LAS CONCENTRACIONES DE OXIDO NiTRICO Y L-CITRULINA
EN EL SUERO SANGUINEO Y EN LOS MACROFAGOS AISLADOS
DE ESTOS PECES.

Desarrollo del objetivo 3.- CONSTATAR SI EXISTE
ALGUNA CORRELACION ENTRE LA EDAD DE LOS PECES DE
ESTUDIO Y EL PERIODO DE TIEMPO POSTINOCULACION EN
QUE LAS CONCENTRACIONES DE OXIDO NiTRICO Y L-
CITRULINA SE DETECTAN EN EL SUERO SANGUINEO.

Desarrollo del objetive 4.- COMPROBAR SI LA
PRESENCIA DE CAPSULA EN LA ESPECIE BACTERIANA EN
ESTUDIO -Photobacterium damselae subsp. piscicida-
INFLUYE EN LOS VALORES SENALADOS EN EL PUNTO
ANTERIOR.

Desarrollo del objetive 6.- DETECTAR LA ENZIMA OXIDO
NITRICO SINTASA INDUCIBLE (iNOS), NECESARIA PARA LA
PRODUCCION DE OXIDO NiTRICO, EN LOS TEJIDOS DE
DORADA, Y EVALUAR SU CINETICA DE PRODUCCION EN
PECES INFECTADOS Y EN LOS PREVIAMENTE INMUNIZADOS
CON Photobacterium damselae subsp. piscicida
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II11.4.2.- EXPERIENCIA II.- Peces infectados experimentalmente

con Photobacterium damselae subsp. piscicida

II1.4.2.1.- Experiencia preliminar
Debido a la falta de referencias previas relacionada con la
respuesta inmune inespecifica de la dorada frente a la infeccién
con esta bacteria, y especialmente, la edad con que se produce esta
respuesta, se decidi6 antes de disefiar una experiencia completa,
hacer una preliminar en la cual se utilizaron doradas de tres tallas
diferentes:
- 35-70 grs
- 150-300 grs
- 400-600 grs.
De cada talla de animales hicimos dos lotes:
e Un primer grupo, inoculado con la cepa 94/99 de
Photobacterium damselae subsp. piscicida.

¢ Un grupo control, inoculado con PBS estéril

A estos peces inoculados se les sometié a unos muestreos
seriados a las O, 3, 6, 9, 12, 18, 24, 36, 48 y 72 horas
postinoculacién, tomando en todos los casos muestras de sangre
para obtener suero y medir la presencia o ausencia de nitritos y L-
citrulina. Ademas se tomaron por separado: agallas, higado, bazo,
riidbn anterior, sistema nervioso, intestino y macréfagos, para

intentar detectar la o6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) por
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medio de la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

(CAMPOS-PEREZ y cols., 2000b).

Todas las técnicas utilizadas en esta experiencia preliminar
son descritas en los distintos apartados que configuran la

experiencia II. El desarrollo de esta fase se resume en el Esquema 4.

II1.4.2.2.- Infeccion experimental
Los peces fueron obtenidos segiin describimos en el apartado
III.1, y repartidos en 18 tanques de 500 1 cada uno, conteniendo
cada tanque 30 peces. Los tanques se dividieron en 6 grupos de 3
tanques cada uno, con el fin de obtener los resultados por
triplicado. Las cepas 94/99 y DI-21 de Photobacterium damselae
subsp. piscicida fueron utilizadas para la inoculaciéon, cuyos
origenes y fuentes se describen en la Tabla.4. Los diferentes grupos
utilizados fueron:
e Dos grupos inoculados con las cepas sin capsular
e Dos con las cepas capsuladas
e Un grupo inoculado con la cepa 94/99 capsulada junto
con L-NAME (Ny,-nitro-l-arginina metil ester) (Sigma-
Aldrich S.A.), el cual es un inhibidor de la produccion de
oxido nitrico, utilizado como grupo testigo para establecer
si la producciéon de 6xido nitrico es debida a la infeccién o
ajena a la misma.
e Un ultimo grupo control de animales inoculados con

tamp6n fosfato salino estéril (PBS).
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Bacterias vivas en suspension, las cuales fueron cultivadas
previamente en un medio con y sin glucosa para comprobar si esta
diferencia repercutia en los resultados, han sido las utilizadas en
este estudio. En el medio con glucosa esta descrito que esta especie
bacteriana elabora mejor la capsula (BONET y cols., 1994), y por

tanto deberia ser mas patdgena para un pez inoculado.

Las bacterias se sembraron en Caldo Infusién Cerebro
Corazo6on (BHIB) (Cultimed) adicionado con un 1% de NaCl y un 1%
de glucosa (para elaborar la capsula) y sin el 1% de glucosa (para las
cepas sin capsula). Incubandose en agitaciéon a 25°C durante 24-48
horas para obtener un cultivo fresco en fase exponencial. Al cabo de
ese tiempo se centrifugd el medio a 4000 r.p.m. durante 20 minutos,
retirandose el sobrenadante, para después lavar el precipitado dos
veces con tampon fosfato salino estéril (PBS). El precipitado obtenido
fue resuspendido en la misma solucién tampén a una concentracién
final aproximada de 3x10% u.f.c./ml, ajustando la suspensién
mediante un espectrofotémetro (Boheringer-Mangein, Spectra shell)
a una densidad 6ptica de 0.1 en el caso de la bacteria capsulada, y
de 0.2 cuando la bacteria no estaba capsulada, medida a una

longitud de onda de 590 nm.

Con la finalidad de evaluar la concentracién de é6xido nitrico
y L-citrulina en los peces infectados tanto con la cepa capsulada
como acapsulada, asi como su correspondiente control, se fueron

sacrificando de forma paulatina a las 0, 6, 12, 18, 24, 36, 48 y 72
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horas, y luego a los 6, 13, 20, 27 y 34 dias postinoculacién,
extrayéndoles a cada uno, previa anestesia, 0.5 ml de sangre, la
cual se extrajo realizando un puncién en la vena caudal del pez
con una jeringa de insulina. La sangre se mantuvo a 4°C durante 5
horas y posteriormente se centrifugé a 3000 rpm a 4°C. El suero
obtenido se conservé a -20°C para su posterior analisis del

contenido en nitritos y de L-citrulina.

A estos peces sacrificados se les tomé muestras de agallas,
bazo, higado, intestino y sistema nervioso, asi como rifién anterior
del cual se extrajeron los macréfagos, tal y como se describe en el
apartado II1.4.2.6. Para la deteccién y estudio de la cinética de
produccion de la enzima 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS)
mediante la técnica de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa
(PCR), se utilizaron cebadores disefiados para trucha arcoiris

(Oncorhynchus mykiss) (CAMPOS-PEREZ y cols., 2000b).

El resumen del desarrollo de esta fase se describe en el

Esquema 6.

II1.4.2.3.- Inoculacion de Photobacterium damselae subsp.

piscicida

Para realizar las inoculaciones los peces fueron previamente
anestesiados por inmersion en 2-fenoxietanol a una concentracién

de 300 pl/l, y se les inyecté 100 pl de una suspension de 3x103

ke
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u.f.c./ml via intraperitoneal, tanto con las cepas capsulada como

con la cepas acapsuladas.

I11.4.2.4.- Determinacion de la concentracién de nitritos en el

suero sanguineo

Para esta técnica, parte del suero obtenido de las doradas se
utilizé para medir la concentracion de nitritos presente en el
mismo. En el suero se encuentran los nitritos pero estos se
combinan facilmente con el oxigeno y forman nitratos. Por ello, el
suero fue tratado previamente para convertir todos los radicales en

nitritos y facilitar su cuantificacion.

El método utilizado para la medicién de nitrato/nitrito es el

de la nitrato reductasa segin describié SCHMIDT y cols. (1989).

El suero obtenido se descongela en frio, haciendo una
dilucién 1:20 del mismo en PBS, y colocando en placas de 96
pocillos, 100 pl de este suero en cada uno. Para transformar los
posibles nitratos en nitritos, a cada uno de estos pocillos se le
anadi6 3 pl de la siguiente solucion:

- 1.5 pg de nitrato reductasa (Sigma-Aldrich S.A.)

- 3.3 mg NADPH (Sigma-Aldrich S.A.)

- 0.13 mg de dinucleétido flavina adenina (Sigma-
.Aldrich S.A)

- 1 ml de agua destilada
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Posteriormente fueron incubadas a 27°C durante una hora.
Como la NADPH interfiere en la mediciéon de nitritos, se debe
inducir su oxidacion, para lo cual fueron afiadidos 1.5 pl de una
solucion de r-Lactic deshidrogenasa Tipo I (Sigma-Aldrich S.A.) (25
mg/ml) y 10 pl de una soluciéon 100 mM de piruvato soédico

(Sigma-Aldrich S.A.), e incubados a 37°C durante 1 hora.

Al final de estas reacciones, el nitrato es reducido totalmente
a nitritos y es en este momento cuando realizamos la medicion.
Para ello se aftadié 100 nl de reactivo de Griess por pocillo, el cual
va a convertir a los nitritos en compuestos Azo que son medibles
en el espectrofotémetro a una longitud de onda de 540 nm. El
fundamento del método espectrofotométrico mostrando la reaccién
de nitritos con sulfanilamida en solucién acida de naftil-

etilendiamina se describe en la Figura 2.

Reactivo de Griess:
-  Componente 1
e Sulfanilamida lgr
e 100 ml de una solucién de H3PO4 al 5%
- Componente 2
¢ Naftil-etilenediamina 0.1 gr
e 100 ml de H20 destilada

Mezclando volumenes iguales de ambos componentes.

73

realizada por ULPGC. Biblinteca Universitaria, 2008

s. Digitalizaci

08 autores

© Del



Material y métodos

Figura 2-. Esquema general de la reaccién espectrofotométrica mostrando

la reaccion de nitritos con sulfanilamida en solucion acida de naftil-

etilendiamina
- Nitrato Reductasa -
03 —» NO,
Nitrato Nitrito
N
i,
NH, N
. H
NO,” + e
SO,NH, SO,NH,
Sulfanilamida )
{Componente 1 del
Reactivo de Griess]
il
. N
y NN H, NN H,
: —
SONH,  N-(1-Naftil)etilenediamina 'IT
N
[Componente 2 del
Reactivo de griess]
SO,NH,
Compueto Azo
Amax =540 nm
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La absorbancia fue medida a 540 nm, en un lector de
placas (Boheringer-Mangein, Spectra shell). La curva
estandar fue elaborada a partir de diluciones seriadas de
nitrato sodico. Para ello preparamos una solucién madre
(SM) a una concentracién 1mM de nitrato sédico en medio
minimo esencial (DMEM, Gibco BRL) haciendo alicuotas de
500 ul que se mantienen congeladas a -20°C. La elaboracion
de las diluciones seriadas se hizo segiin se muestra en la
Tabla 5, y ello permitié establecer con exactitud la medida de
los nitritos en el suero, extrapolando la absorbancia medida

con respecto a la curva patrén.

Tabla 5.- Diluciones de la curva patron de nitrato sédico

CONCENTRACION VOLUMEN A VOLUMEN DE
PASAR MEDIO
100 uM —+250 Kl de SM 2250 ul
80 uM ——1 1600 pl 400
60 uM j 1200 ul 400
40 uM -—+ 800 ul 400 wl
20 uM _+ 400 ul 400 ul
10 uM _1 400 ul 400 pul
5uM 400 ul 400 pl
2.5 uM j 400 ul 400
BLANCO (Medio) 800 ul
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I11.4.2.5.- Determinacion de L-citrulina

La L-citrulina es un coproducto de la biosintesis del 6xido
nitrico, y para su determinacion fue utilizado el método

colorimétrico (BOYDE y RAHMATULLAH, 1980).

Se tomaron 400 pl de suero del pez, al que fue anadido
ureasa tipo III (Sigma-Aldrich S.A.) a una concentracion final de 45

UI/ml, incubandolo a 37 °C durante 30 minutos.

La mezcla fue desproteinizada anadiendo una solucién fria al
5% de acido tricloroacético (Sigma-Aldrich S.A.). Posteriormente,
centrifugamos a 5000 rpm durante 15 min, y recogimos el

sobrenadante (aprox. 400 pl).

Estos 400 pl fueron mezclamos con 3 ml de solucién

cromogénica que tiene la siguiente composicion:

Consta de 1 parte de Solucién Iy 2 partes de Solucién II

) 0.5% diacetilmonoxime/0.01% tiosemicarbacide en
Solucién I: )
agua destilada

0.025% FeClz en una solucién al 25% de acido
Solucién II: ) )
sulfarico y 20% de acido fosférico en agua

destilada
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Esta mezcla se llevé a 96°C durante 5 minutos y luego fue
enfriada a temperatura ambiente. Posteriormente se midi6é la
absorbancia a 570 nm en un espectrofotémetro (Boheringer-

Mangein, Spectra shell).

Para hacer la curva patréon utilizamos L-citrulina (Sigma-
Aldrich S.A.) de la cual se hicieron diluciones conocidas (2.5-100
BM). Comenzamos preparando una solucién madre al 1 mM de L-
citrulina e hicimos alicuotas de 2000 pul que mantuvimos congeladas
a -20°C. La elaboracion de las diluciones seriadas se hizo segiin se

muestra el la Tabla 6.

2

Tabla 6.- Diluciones de la curva patrén de L-citrulina
CONCENTRACION VOLUMEN A VOLUMEN DE

PASAR MEDIO

100 uM 100Qul de SM 9000 ul

80 uM q 6400 pl 1600 ul

60 uM _$ 4800 ul 1600 ul

40 uM 3 32001 1600 u1

20 pM — 2400l 1600 pl

10 uM 2400l 1600 ul

5 uM v 2400l 1600 ul

2.5 uM v 2400 1600 pul

BLANCO (Medioj 2000 pl
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I11.4.2.6.- Aislamiento de macrofagos

Los macrofagos se aislaron de la porciéon anterior del rinén
de las doradas del estudio, inmediatamente después de su

sacrificio, segun €l protocolo descrito por SECOMBES (1990).

El rifién proximal fue extraido y macerado haciéndolo pasar
por una membrana de nylon de 100 p de poro (Eppendorf),
resuspendiéndolo en medio Leibovitz L-15 (Sigma-Aldrich S.A))
suplementado con un 2% de suero fetal bovino (FBS) (Biochrom KG),
100 pg de penicilina por ml, 100 ug de estreptomicina por ml (P/S)
(Biochrom KG) y 10 unidades de heparina por ml (Sigma-Aldrich
S.A.). Esta suspension fue colocada sobre un gradiente discontinuo
de percoll (51/34%) (Sigma-Aldrich S.A.) y la centrifugamos a 1400 g
durante 35 minutos. La banda de células que aparece en la interfase
del percoll fue recogida segiin aparece en la Figura 3, y lavadas dos
veces con medio L-15. Posteriormente, realizamos un contaje en un
hemocitémetro, y la concentracion fue ajustada a 1x107 células/ml
con L-15 suplementado con un 0.1% de suero fetal bovino (FBS) y
P/S, repartiendo 100 pl de esta suspensiéon de células en cada
pocillo de las placas de 96 pocillos (Corning). Se Incub6é 3 horas a
18°C y entonces el medio fue retirado para eliminar las células no
adheridas al pocillo. Las tres placas preparadas fueron lavadas dos
veces con soluciéon balanceada de Hank (Sigma-Aldrich S.A.)
mediante inversiéon sobre papel de filtro, eliminando la solucién de

los pocillos y llenando de nuevo con la misma solucién, para
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posteriormente realizar la extraccion del ARN de los macréfagos

segun se describe en el apartado 111.4.2.7.

<«— | Percoll 34%

Capa de
enriquecimiento de
macrdofagos

Percoll 51%

Figura 3.- Esquema del gradiente de percoll para la obtenciéon enrique-

cida de macréfagos.

I11.4.2.7.- Extraccion del ARN

El ARN total fue extraido a partir del higado, agallas,
intestino, bazo, sistema nervioso, rinén y de los macréfagos

aislados del rindén anterior de los peces sacrificados.

Para la extracciéon se tomé una muestra de cada tejido de
unos 25 mg, la cual fue congelada en nitrégeno liquido.

Posteriormente, la muestra fue macerada, y resuspenddida en 0,5
Sedill 79

ion realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008

los autores. Digitali

©Del



Material y métodos

ml de Trizol, siguiendo las recomendaciones del fabricante
(Biotech) y manteniéndola mientras tanto en hielo, anadiéndole
500 ul de cloroformo (Panreac). La suspension fue mezclada con
agitacion fuerte durante 15 segundos en vortex, y centrifugada a
12000 rpm durante 20 min a 4°C. La fase acuosa se recogié en
eppendorfs, afiadiéndole el mismo volumen de Isopropanol (Sigma-

Aldrich S.A\) frio, e incubandola toda la noche a -20 °C.

Se centrifugd a 12000 rpm durante 20 min a 4°C,
eliminando el sobrenadante. Al precipitado se le afiadié 500 pul de
etanol (Panreac) 70% frio, y centrifugamos a 12000 rpm durante
10 minutos a 4°C. Este paso se repite dos veces. El sobrenadante
es retirado, y dejamos secar el precipitado por completo para
posteriormente anadir de 20 a 40 ul de agua destilada tratada con
dietil pirocarbamato (DEPC) (Sigma-Aldrich S.A.). Posteriormente,
para diluirlo bien, el precipitado se calenté a 55°C en un bano

durante unos 10 min.

Para evaluar la calidad del ARN extraido, se midi6 la
absorbancia a 260 y 280 nm de longitud de onda. La relacién entre
ambas medidas (lectura 260/lectura 280) nos debe dar valores

entre 1.6 y 2 si el ARN obtenido es de buena calidad.

Para cuantificar la cantidad de ARN de la extraccién se tomé
la lectura medida a 260 nm y la multiplicamos por 4, obteniendo

de esta forma el ntiimero de pg/ul.
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111.4.2.8.- Sintesis de ADN complementario (ADNc)

Para elaborar ADNc a partir de ARN es necesaria la
participaciéon de una enzima transcriptasa inversa, la cual puede
construir una cadena de Acidos nucleicos complementaria a la
cadena molde. Para ello es necesario la presencia de una cadena
iniciadora que hibrida en el extremo 3’ de la cadena molde. La
razén de recurrir a esta transformacion es por la fragilidad del ARN
en comparaciéon con el ADNc, el cual se mantiene viable mucho

mas tiempo y se conserva de manera mas facil que el ARN.

Para la transcripcion inversa del ARN a ADNc se tom6 1 ng
de ARN y se anadi6é 1 pl de la cadena iniciadora (oligo (DT) 12-18)
(Amersham-Pharmacia), 2 pul de tampén, 4 pl de ClaMg, 1 pl de la
mezcla de dinucleétidos-fosfato (20 mM) (Amersham-Pharmacia),
0.6 pl de inhibidor de la ribonucleasa (RNAsin) (Promega), 0.3 pl de
la enzima transcriptasa inversa del virus de la mieloblastosis aviar
(AMV transcriptasa inversa) (Promega) y 2.1 pl de agua DEPC.
Posteriormente, se incubé durante 75 min a 42°C, para luego
ponerlo 10 min a 94 °C y finalmente 5 min en un bano helado a

4°C. El ADNc se conservo a 4°C.

II1.4.2.9.- Deteccion de la oxido nitrico sintasa inducible
mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para la deteccion de la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS)
en dorada por RT-PCR fue utilizada la técnica de Nested-PCR. Para

la primera fase de la técnica se utilizaron los cebadores NOS-M (5’-
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GTTGGTACATGGGCACTGA-3) y NOS-N (5-GTAATGTCCAGGAAG-
TAGGTG-3’). Los cebadores NOS-P (5-CTTCAACTCCAGGTTGC-
TCTG-3) y NOS-Q (5-TCACTCGGAAGGTGTCAGAAC-3’) fueron
usados en la segunda fase de la reacciéon. Todos los cebadores se
usaron a una concentracion de 20 pg/ml y fueron elaborados por
Genset S.A. (Paris, Francia). Los cebadores se han disefiado
siguiendo las directrices de trabajos previos (CAMPOS-PEREZ y
col., 2000b) que detectaron la presencia de la enzima en trucha

arcoiris.

La amplificacion fue realizada en un volumen de 25 pl
conteniendo 2.5 pl de tampén, 2 ul de la mezcla de dinucleétidos-
fosfato, 1 pl de ClaMg (Promega), 0.125 nl de Taq polimerasa
(Promega), 1 pl de ADNc y el resto hasta 25 pl de agua ultrapura

estéril, por cada reaccién.

Como control de la técnica fue utilizado igualmente un juego
de cebadores disefiado para la deteccién de la B-Actina (proteina
constitutiva de los tejidos). Debido a que el gen que expresa esta
proteina estd muy conservado en casi todas las especies, su
férmula es idéntica a las previamente utilizadas (CAMPOS-PEREZ,
2000b). Los cebadores son el BAC-1 (5-ATCGTGGGCGCCCC-
AGGCACC-3) y BAC-2 (5-CTCCTTAATGT-CACGCACGATTTC-3)).
El protocolo en cuanto al nimero de ciclos, tiempo de accion y

temperatura utilizados en cada fase, se describe en la Tabla 7.
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Como control negativo fue utilizado un eppendorf con agua

destilada estéril en lugar de cDNA.

Los productos del PCR fueron sometidos a electroforesis en
gel de agarosa al 1% y teiidos en una solucién de bromuro de
etidio durante 30 minutos, y luego lavadas en agua destilada otros
30 minutos. Posteriormente, fueron estudiados con un sistema de

analisis de imagen (UVP).

Tabla 7.- Protocolo de ciclos

Temperatura Tiempo N° de ciclos
(°C) (min)
94 5 1
94 1 }
60 | 35
72 1
72 10 1

Como marcador de peso molecular, se utilizé uno de 50-2000

pares de bases (#170-8200, Laboratorios Bio-Rad S.A.).
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damselae subsp. piscicida

DORADAS ( SPARUS AURATA ) inoculadas con Photobacterium

| 35-70 gr || 150-300 gr | | 400-600 gr
TOMA DE MUESTRAS
0,3,6,9,12,18,24,36,48 y 72 horas
OBTENCION DE SUERO | | OBTENCION DE TEJIDOS
DETERMINACION DE NITRITOS DETECCION DE

Y L- CITRULINA

ESQUEMA 4.- Experiencia preliminar
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——LMmdm (Sparus aurata) ’——

' Tampon fosfato salino T

Photobacterium damselae subsp. piscicida

94/99 y DI-21

| sNcapsuia | B

i

] |

CON CAPSULA |

| |

| Conol | [ Dr2t | | 94w | [ Drai 94199 | | 9499+
L-NAME
Obtencion de suero Obtencion de macr6fagos y
0,6,12,18,24,36,48 horas y tejidos
6,13,20,27 y 34 dias
Deter‘min?cién de nitritos Deteccion de iNOS por
y L-citrulina PCR

ESQUEMA 5.- Infeccion experimental con

subsp. piscicida.

Photobactetrium damselae
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Desarrollo del objetivo 5.- COMPARAR LOS VALORES DE
LAS VARIABLES SENALADAS EN EL OBJETIVO 2, OBTENIDOS
EN EL CURSO DE LA INFECCION EXPERIMENTAL, CON
AQUELLOS OBTENIDOS EN DORADAS PREVIAMENTE
INMUNIZADAS CON UNA BACTERINA, CON Y SIN ADYUVANTE
DE FREUND INCOMPLETO.

Desarrollo del objetivo 6.- DETECTAR LA ENZIMA OXIDO
NiTRICO SINTASA INDUCIBLE (iNOS), NECESARIA PARA LA
PRODUCCION DE OXIDO NiITRICO, EN LOS TEJIDOS DE
DORADA, Y EVALUAR SU CINETICA DE PRODUCCION EN
PECES INFECTADOS Y EN LOS PREVIAMENTE INMUNIZADOS
CON Photobacterium damselae subsp. piscicida

II1.4.3.-EXPERIENCIA III.- Inmunizacion frente a Photobacte-
rium damselae subsp. piscicida e infeccion posterior

Para este apartado fueron utilizadas doradas obtenidas y
mantenidas en idénticas condiciones a las descritas en los
apartados anteriores. Nueve tanques con 30 peces cada uno y
divididos en tres grupos fueron dispuestos con el fin de que cada
estimaciéon se hiciera por triplicado. La cepa de Photobacterium
damselae subsp. piscicida utilizada en esta fase fue la 94/99
capsulada, la cual se inactivd y administr6 a los peces via
intraperitoneal. Los grupos se dividieron de la siguiente forma:

e Un grupo recibié la bacterina mezclada con Adyuvante de

Freund Incompleto.
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e Otro grupo recibi6 la bacterina sola.

e Un tercer grupo fue inoculado con tampoén fosfato salino
estéril (control de la infeccién).

e Un cuarto grupo solo recibi6é tampén fosfato salino estéril

y no fue posteriormente infectado (testigo).

Transcurrido  un mes se procedid a  infectar
experimentalmente a estos peces con una dosis similar a la
utilizada en la infecciéon experimental, salvo al 4° grupo. Los
animales fueron sometidos a los mismos muestreos y mediciones
de variables que los descritos en los peces inoculados
experimentalmente en la experiencia II, con el fin de comparar los
posibles cambios. El desarrollo de este apartado se refleja en el

Esquema 5.

I11.4.3.1.- Elaboracion de la vacuna

La cepa utilizada para elaborar la bacterina fue la 94/99, la
cual se sembro6 en Infusiéon Cerebro Corazon (Cultimed) adicionado
con un 1% de NaCl y un 1% de glucosa, incubandose en agitaciéon
a 25°C durante 24-48 horas para obtener un cultivo fresco en fase
exponencial. Al cabo de ese tiempo, el medio fue centrifugado en
tubos de 25 ml de volumen (Corning), a 4000 r.p.m. durante 20
minutos. El sobrenadante fue retirado, y el precipitado se lavé dos
veces con tampoén fosfato salino estéril. El precipitado obtenido fue
resuspendido en la misma solucién tampén a una concentracion

final aproximada de 109 u.f.c./ml ajustada mediante un
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espectrofotébmetro (Boheringer-Mangein, Spectra shelll a una
densidad éptica de 0.68, medida a una longitud de onda de 590 nm.

Se afiadié formol (Panreac) en una proporcion final del 5%o de
una solucién de formaldehido al 35%, depositandolo en un agitador
de balanceo (Hybaid, shaker HB-SHK1) durante 24 horas a 25°C
para inactivar las bacterias. A las 24 horas, se tomé una alicuota,
sembrandola en Agar Sangre (Cultimed) con un 1% de NaCl para
comprobar su inactivacién e incubada a 25°C durante 48 horas,
mientras se mantiene la bacterina a 4°C. A la vez, 10 doradas fueron
inyectadas via intraperitoneal con 300 pl de la bacterina para
comprobar su inocuidad. Una vez asegurada su inactivacion
comprobando la ausencia de colonias en el medio usado, y su
inocuidad verificando la ausencia de efectos indeseables en los peces

inoculados, la bacterina quedd lista para su utilizacion.

II1.4.3.2.- Protocolo de inmunizacion

Para la inoculaciéon de la bacterina fue utilizada la via
intraperitoneal. Los peces fueron previamente anestesiados
sumergiéndolos en agua con 2-fenoxietanol (300 pl/l) (Sigma-
Aldrich S.A.). Una vez anestesiados se les inyect6 a los diferentes
grupos:

e 100 pl de la bacterina a uno de los grupos

e A otro se le inyecté la bacterina mezclada con Adyuvante

de Freund Incompleto en proporciones iguales (100 pl de

bacterina + 100 pl de adyuvante)

88

reaiizada por ULPGC. Biblinteca Universitaria, 2008

i0s autores.

© Del



Material y métodos

e EIl grupo control se inoculé con 100 pl de tampén fosfato
salino estéril.
e Un ultimo grupo (testigo) se inoculé con 100 pl de tampén

fosfato salino estéril.

Los peces se mantuvieron durante cuatro semanas para
permitir una inmunizacién activa, tras las cuales fueron
inoculados (salvo el grupo testigo), y muestreados de idéntica

forma que los peces de la experiencia II.

I11.4.3.3.- Determinacion de la concentracion de nitratos y L-
citrulina en cultivos de macréfagos in vitro

En este apartado se pretendi6 establecer la relaciéon existente
entre la produccién de nitritos y L-citrulina entre macréfagos de
peces sin inmunizar y peces inmunizados de diferentes formas, asi
como de macréfagos no tratados y tratados con factores de

activacion de los macréfagos (MAF).

Para el desarrollo de este apartado fueron utilizadas doradas
procedentes del experimento de inmunizacién (Experiencia III).
Para ello, una vez transcurrido el mes de inmunizaciéon se tomaron
5 peces de cada uno, es decir, 5 peces control, 5 peces
inmunizados con la bacterina mas Adyuvante de Freund

Incompleto, 5 peces testigos y 5 peces s6lo inmunizados con la

bacterina.
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A estos peces les fue extraido el rifién anterior, y de él
extrajimos los macréfagos segun el protocolo descrito en el
apartado I11.4.2.6.

Los macrofagos obtenidos a partir de los peces de la
experiencia de inmunizacién se dividieron en dos grupos:

e uno tratado con los MAF (ver I11.4.3.5)

e otro no tratado.

Para realizar dicho tratamiento, los macrofagos se pusieron
en contacto con los MAF durante 48 horas siguiendo el mismo
protocolo descrito en el punto I11.4.3.6. Posteriormente se lavé dos
veces con L-15, y finalmente fue anadido a cada pocillo de los
macrofagos tratados y no tratados, 100 ul de una suspension de
Photobacterium damselae subsp. piscicida (3x103 bacterias en 100
ul de L-15 con 5% de suero fetal bovino). Las placas fueron
centrifugadas a 150 g durante 5 minutos a 4°C para provocar un
mejor contacto de la monocapa de macrofagos con las bacterias.

Posteriormente las placas fueron incubadas a 18°C durante 3 dias.
La medicién de nitritos y L-citrulina fue llevada a cabo segin
el protocolo descrito en los apartados I111.4.2.4 y II1.4.2.5,

respectivamente.

El desarrollo de este punto se resume en el Esquema 6.
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II1.4.3.4.- Estudio de la “explosion respiratoria”
En este apartado se pretendié establecer la relacidon existente
entre la produccion de radicales superdxido entre macréfagos de

peces sin inmunizar e inmunizados de diferentes formas .

Para el desarrollo de este apartado se utilizaron doradas del
experimento de inmunizacién. Para ello, una vez transcurrido el
mes de inmunizacién, se tomaron 5 peces de cada grupo, es decir,
5 peces control, 5 peces inmunizados con la bacterina mas
Adyuvante de Freund Incompleto y 5 peces so6lo inmunizados con

la bacterina.

A estos peces les fue extraido el rinén anterior y de él
extrajimos los macréfagos segiin el protocolo descrito en el
apartado 111.4.2.6.

Los macréfagos de cada grupo, a su vez, se dividieron en dos
lotes, uno tratados con factores activadores de los macréfagos
(MAF) y otro sin tratar. Posteriormente, esos lotes de macréfagos
fueron inoculados con las dosis de bacterias de 2x10% a 4x106
bacterias en 100 pl, para estimular la “explosién respiratoria”, y
calcular la produccién de radicales superoxido en los diferentes

grupos.

El desarrollo de este punto se resume en el Esquema 7.
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II1.4.3.5.- Produccion de los factores activadores de los
macrofagos (MAF)

Los MAF fueron producidos utilizando el método descrito por
GRAHAM y SECOMBES (1988) con la modificacién de no incluir
antibidticos para evitar interferencias en los ensayos con bacterias
posteriores (HARDIE y cols., 1996).

Los macrofagos fueron obtenidos seguin lo descrito en el
apartado II1.4.2.6 a partir de rifiéon anterior de 3 doradas
procedentes de un grupo de animales que no se habia utilizado
hasta el momento para ninguna experiencia previa y en el cual se
hicieron las comprobaciones previas pertinentes descritas en el
apartado III.1. Los macréfagos fueron estimulados durante 3 horas
con 100 ul de una soluciéon compuesta por:

- 10 pg de concavalina A

- 5 pg de acetato de forbol myristato

- 1 ml de agua destilada

Transcurrido este tiempo las placas fueron lavadas con
medio L-15, y finalmente, a las células se les anadié 100 pl de
medio L-15 con un 10% de suero fetal bovino para incubarlas a
18°C durante 48 horas. Posteriormente, se recogio el sobrenadante

donde se encuentran estos factores “MAF”.

II1.4.3.6.- Determinacion de la “explosion respiratoria”
Los macrofagos obtenidos a partir de los peces de la

experiencia de inmunizacién se dividieron en dos grupos:
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e Uno tratado con los MAF

e Otro no tratado.

Para realizar dicho tratamiento, los macréfagos se pusieron
en contacto con 100 ul de MAF durante 48 horas. Posteriormente
se lavo dos veces con L-15 y, finalmente se afiadié a cada pocillo de
los macréfagos tratados y no tratados 100 pl de diferentes
diluciones de Photobacterium damselae subsp. piscicida (2x106,
2.5x106, 3x106, 3.5x106 y 4x106 bacterias en 100 ul de L-15 con
5% de suero fetal bovino). Las placas fueron centrifugadas a 4°C
durante 5 minutos a 150 g para provocar un mejor contacto de la
monocapa de macrofagos con las bacterias. Posteriormente, se

incubaron las placas a 18°C durante 3 dias.

Las placas fueron lavadas cuidadosamente dos veces con
solucién balanceada de Hank (HBSS) sin rojo fenol. Para estimular
la “explosion respiratoria”, cada pocillo recibi6 100 pl de una
solucién de:

- 2 mg Ferricitocromo C (Sigma-Aldrich S.A.)

- 1 pg de acetato forbol miristato (Sigma-Aldrich S.A.)

- 1 ml de HBSS sin rojo fenol

Como control de la técnica se tomaron 5 pocillos de cada
grupo y se les anadi6 superoxido dismutasa (SOD) a una
concentracion de 300 Ul/ml. Como blanco fueron utilizados
pocillos con HBSS sin rojo fenol y SOD.
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La densidad Optica de cada pocillo fue medida en un
espectrofotometro (Boheringer-Mangein, Spectra shelll a una

longitud de onda de 550 nm.
Las densidades o6pticas obtenidas fueron convertidas en

nmol. de 02 segun describié6 PICK (1986), multiplicando por el

factor de correccion 15.87.
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ESQUEMA 6.- Experiencia de inmunizacidn e infeccién posterior
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Inoculacion con Ph. damselae subsp. piscicida

Medir la produccién de Medir la produccion de
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ESQUEMA 7.- Estudio de la “explosion respiratoria” y determinacién de
NO y L-citrulina.
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II1.5.- Tratamiento estadistico

Para el analisis de los resultados, se utiliz6 un modelo de
analisis lineal de un solo factor, a fin de determinar, por separado,
la variaciéon atribuible a los efectos de la presencia o ausencia de
capsula, tipo de inmunizacién, utilizando la produccion de éxido

nitrico como variable:

Yy=pu+Tit sy

donde Yy es el valor individual del animal, 4 es la media de la
poblacion, Ti es el efecto del factor i-ésimo bajo consideracion
presencia o ausencia de capsula, tipo de inmunizacién ¢y es el

error asociado al registro ij-ésimo.

El software utilizado para el tratamiento estadistico de los

datos fue el programa SPSS (Version 8.0).

Las diferencias estadisticas se reflejaran como significativas
cuando el intervalo de confianza sea p<0.05 y muy significativas

cuando sea p<0.01.

En las tablas expresamos la existencia de diferencias
significativas o muy significativas de un valor con respecto a su
correspondiente control mediante la impresién de uno o dos

asteriscos sobre el valor, respectivamente.
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Resultados

IV.1.- Comprobacién de Ia presencia de cdpsula en
Photobacterium damselae subsp. piscicida.

Como podemos observar en la Figura 4, en el recuadro A
podemos ver la bacteria cultivada en Agar Sangre con sal,
evidenciando la ausencia de capsula, mientras en el recuadro B la
bacteria esta cultivada en el BHIA enriquecido con glucosa,

manifestando su forma capsulada.

IV.2.- EXPERIENCIA 1

IV.2.1.- Actividad bactericida del oxido nitrico y los
peroxinitritos sobre Photobacterium damselae subespecie

piscicida.

IV.2.1.1.- Toxicidad del 6xido nitrico

Los resultados de este experimento (medias * errores
estandar) incluye datos promediados obtenidos de las 4 cepas
usadas (C2, DI-21, 94/99 y ATCC 17911), ya que los resultados
mostraron que no existian diferencias significativas entre los

valores alcanzados para cada una de ellas.

El donador de 6xido nitrico (SNAP) fue téxico para todas las
cepas estudiadas. Segun se aprecia en la Figura 5 y Tabla 8, el

valor de supervivencia de cada cepa fue disminuyendo
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gradualmente conforme se incrementaba la concentracion de
SNAP, con independencia de que la cepa estuviera o no capsulada.
Con las cepas no capsuladas, la supervivencia disminuyé mas
marcadamente entre las concentraciones de 10 y 300 uM de SNAP,
mientras que las cepas capsuladas demostraron una disminucién
mas uniforme con todas las concentraciones probadas. Todas las
cepas acapsuladas mostraron una mayor sensibilidad, teniendo
una disminucién de la supervivencia del 38% de media en la
concentracion mayor de SNAP utilizada. Las cepas capsuladas
fueron mucho mas resistentes a la accion del 6xido nitrico,
teniendo una disminucién de la supervivencia del 14.25% en la
concentracion mayor de SNAP utilizada con respecto a los
controles no tratados (Figura S y Tabla 8). Las diferencias
observadas entre cepas capsuladas y no capsuladas no fueron
significativas para las concentraciones de O (control) y 10 uM. Para
las concentraciones de 30 y 100 pM mostraron diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05), mientras que las
concentraciones de 300 y 1000 pM mostraron diferencias

estadisticamente muy significativas (p<0.01).

Cuando se comparé las concentraciones obtenidas para las
cepas capsuladas y acapsuladas con los controles, encontramos en
el caso de las cepas capsuladas, que la concentracién de 10 uM no
mostro diferencias estadisticamente significativas, las
concentraciones desde 30 hasta 300 uM mostraron diferencias

significativas (p<0.05), y la de 1000 pM muy significativas (p<0.01).

100

ion realizada por ULPGC. Biblinteca Universitaria, 2008

ios autores. Digitali

©Del



Resultados

Para las cepas acapsuladas, se observd que la concentracion de 10
uM mostré diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) y
que las concentraciones desde 30 hasta 1000 pM mostraban

diferencias muy significativas (p<0.01) (Tabla 8).

En la Figura 6 y Tabla 9, se puede observar cémo
disminuyen los valores medios de supervivencia de las cepas de
Photobac-terium damselae subsp. piscicida tanto para las cepas
capsuladas como acapsuladas, a medida que se incrementaba la
concentracion media de nitritos en el sobrenadante de los pocillos.
Puede apreciarse que la disminuciéon de la supervivencia es
proporcional al aumento de nitritos en el medio. Ademas, el cruce
de las curvas sucede primero con los valores de las cepas
acapsuladas con una concentracion de nitritos aproximada de 45
pmoles, mientras la cepa capsulada lo hace mas tarde, a un valor
aproximado de nitritos de 68 pmoles. También comprobamos que
se produce el efecto esperado en las concentraciones de nitritos
obtenidas en el medio, los cuales se incrementan
proporcionalmente con el aumento de las concentraciones de SNAP

en los pocillos.

Hemos comprobado que las cepas incubadas con 1 mM de N-
acetil penicilamina, producto parental del SNAP, no actiaa sobre la
bacteria, y por tanto, no fueron inactivadas, mostrando valores

similares al de los controles (Figura 7 y Tabla 10).
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IV.2.1.2.- Toxicidad de los peroxinitritos

Los resultados de este experimento, al igual que la
experiencia con el SNAP, se muestran mediante las medias y
errores estandar de los valores obtenidos por separado con las 4
cepas usadas (C2, DI-21, 94/99 y ATCC 17911}, y tras comprobar
que al comparar mediante analisis estadistico, cada una con las
demas no existian diferencias significativas entre los valores

alcanzados por cada una de ellas.

Todas las cepas se comportaron de forma similar siguiendo

la tendencia que se muestra en la Figura 8.

El SIN-1 fue toxico, tanto para las cepas capsuladas, como
acapsuladas, si bien el efecto fue mas aparente en las cepas no
capsuladas, los cuales redujeron sus valores de supervivencia en
torno al 53.7%, mientras que las capsuladas sélo lo hicieron en un
34.8%. (Figura 8 y Tablas 11 y 12). Tal como observamos en dicha
figura, los peroxinitritos acentian la disminucién del valor de
supervivencia de las cepas, los cuales van decayendo
paulatinamente hasta situarse en la medida correspondiente a la
concentracion mas alta, por debajo del 47% para las no
capsuladas, y aproximadamente el 65% para las cepas capsuladas.
La disminucién mas acentuada se not6 en ambos casos con la
primera concentracion de 10 uM de SIN-1 afiadida.

Al anadir SOD, el efecto de los peroxinitritos fue revertido
parcialmente, siendo la pérdida de viabilidad en la medicién hecha

en la concentracién mas alta de SIN-1 en las cepas no capsuladas
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del 24.7%, y del 23.9% en las capsuladas (Figura 8 y Tablas 11 y
12).

Las muestras incubadas con SOD+CAT mostraron un
comportamiento similar al anterior, con reducciones del 21.4% en
las no capsuladas, y del 22.4% en las capsuladas. (Figura 8 y
Tablas 11y 12).

Las diferencias observadas entre cepas capsuladas y no
capsuladas en todos los casos, fueron estadisticamente
significativas a un nivel de confianza de p<0.05 para las
concentraciones de 30 y 100 uM de SIN-1, y muy significativas
(p<0.01) para las concentraciones de 300 y 1000 uM de SIN-1, no
existiendo esas diferencias cuando comparamos los grupos de SIN-
1+SOD y de SIN-1+SOD+CAT.

Al comparar las diferentes concentraciones con los controles
encontramos en el caso de las cepas capsuladas, que las
concentraciones de 10, 30 y 100 pM mostraban diferencias
significativas (p<0.05), y las de 300 y 1000 uM muy significativas
(p<0.01) para el SIN-1. Para el SIN-1+SOD, la concentraciéon de 10
pM no mostr6é diferencia, y en el resto de concentraciones las
diferencias fueron significativas (p<0.05). En el caso de SIN-
1+SOD+CAT las concentraciones de 10 y 30 uM, no fueron
significativas y en el resto de concentraciones las diferencias

fueron significativas (p<0.05) (Tabla 11).
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Al comparar las diferentes concentraciones con los controles
en el caso de las cepas no capsuladas, la concentraciéon de 10 uM
mostré diferencias significativas (p<0.05). Las de 30, 100, 300 y
1000 pM muy significativas (p<0.01) para el SIN-1. Para el SIN-
1+SOD las diferencias fueron significativas (p<0.05) en todas las
concentraciones, y en el caso de SIN-1+SOD+CAT no fue
significativa la concentraciéon de 10 uM, mientras que en el resto de
concentraciones las diferencias fueron significativas (p<0.05) (Tabla

12).

En la segunda parte de esta experiencia (Figura 9 y Tablas
13 y 14), se prtendié comparar estos resultados por otra via, esto
es, las mediciones de los pocillos que sé6lo tenian 1mM de SNAP en
los pocillos, y los de SNAP adicionados con otros donadores de
radicales superéxido como son xantina/xantina oxidasa vy
glucosa/ glucdsa oxidasa, observando que existe un efecto mayor
en aquellos pocillos que tienen SNAP adicionado con
xantina/xantina oxidasa y glucosa/glucosa oxidasa en los cuales
se forman peroxinitritos con relaciéon a los que tienen s6lo SNAP
donde sé6lo existe 6xido nitrico. En los primeros, la disminucién de
la supervivencia a las 24 horas, fue del 35.4 al 37.6% para las
cepas no capsuladas y del 53.2% al 55.9% para las capsuladas
respectivamente, y cuando se utilizé el SNAP la disminucién fue
sb6lo del 40% para las no capsuladas y del 13.3% en las

capsuladas. En cualquier caso, la pendiente de la disminucién de
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la supervivencia fue mucho mas marcada con todos los donadores

anadidos a los pocillos de las cepas no capsuladas.

Comparando el nivel de significacién obtenido entre cepas
capsuladas y no capsuladas, las diferencias fueron significativas
(p<0.05) a las O y 6 horas entre todos los casos, excepto para el
tiempo de 6 horas de SNAP solo, y muy significativas (p<0.01) para

el resto de mediciones en los tres casos.

Cuando se comparan los resultados obtenidos con los
controles, se observé que en el caso de las cepas capsuladas, hasta
las 6 y 9 horas no hubo diferencias significativas, y solo entre 12 y
24 estas diferencias fueron significativas (p<0.05) para el SNAP.
Para el SNAP+X/Xo y el SNAP+G/Go las diferencias fueron
significativas (p<0.05) a las 6 y 9 horas, y muy significativas
(p<0.01) de 12 a 24 horas (Tabla 13).

Si comparamos los diferentes resultados obtenidos hasta las
6 horas con los controles en el caso de las cepas no capsuladas, no
encontramos diferencias significativas (p<0.05). Desde las 9 a las
18 horas fueron significativas (p<0.05), y a las 24 horas fueron
muy significativas (p<0.01) para el SNAP. Para el SNAP+X/Xo las
diferencias fueron significativas (p<0.05) a las 6 horas y muy
significativas (p<0.01) hasta el final. Para el SNAP+G/Go las
diferencias fueron significativas (p<0.05) a las 6 y 9, y muy
significativas (p<0.01) de 12 a 24 (Tabla 14).
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Al comparar las curvas de supervivencia obtenidas que
refleja cada producto entre si, y a ellos mismos con los controles,
tanto para el oxido nitrico como para los peroxinitritos fueron
similares a las que obtuvimos en la experiencia anterior en la que
usamos SNAP y SIN-1 como donadores de ON y ONOO-

respectivamente.

IV.3.- EXPERIENCIA II

IV.3.1.- Experiencia preliminar

Las doradas de 150-300 gr y las de 400-600 gr infectadas no
mostraron variaciones significativas con relacién a sus respectivos
controles, no observandose en ninguno de los dos casos mas de 0.5
pumoles de 6xido nitrico (Figura 10 y Tabla 15) ni de L-citrulina
(Figura 11 y Tabla 16). En el caso del grupo de peces de 35-70 gr
se observé un aumento progresivo del 6xido nitrico con un pico a
las 24 horas, donde se midié6 una media de 16.69 umoles para
luego comenzar a descender (Figura 10 y Tabla 15). La L-citrulina
mantuvo un comportamiento similar al de los nitritos con un valor
maximo a las 24 horas de 16 pumoles (Figura 11 y Tabla 16). Estas
diferencias fueron significativas (p<0.05) para ambos valores a las
6 horas postinoculacién y muy significativas (p<0.01) para el resto

de las mediciones con respecto a sus controles (Tablas 15y 16).
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A partir de agallas, higado, bazo, intestino, rifién,
macréfagos, y sistema nervioso, extraidos a los peces de las
diferentes tallas mencionadas, se hizo la técnica de PCR y en
ninguno de los grupos de peces inoculados se detect6 la banda de
791 pares de bases que nuestros cebadores debian amplificar. El
control positivo de la técnica detecté la banda de B-actina (541
pares de bases) en todos los tejidos de los peces (Figura 12}, a su

vez, el control negativo también dio el resultado esperado.

IV.3.2.- Respuesta de la dorada frente a la infeccion

experimental con Photobacterium damselae subsp. piscicida.

IV.3.2.1.- Determinacion de nitritos en el suero sanguineo

Los resultados obtenidos en esta experiencia se describen en
las Figuras de la 13 a la 15, en las cuales no aparecen todos los
valores de los tiempos muestreados, pues a partir de las 480 horas
(20 dias) los resultados obtenidos fueron similares a los del dia 20
postinfeccion. Sin embargo, en las Tablas, si se muestran todos los

valores obtenidos hasta el final de la experiencia.

Los peces inoculados, tanto con las cepas acapsuladas como
con las capsuladas, mostraron un incremento en la concentraciéon
de nitritos en el suero sanguineo a partir de las 6 horas
postinoculacién alcanzandose valores de 3 y 4.97 pmoles,
respectivamente, niveles que siguieron aumentando hasta las 24

horas donde se registraron picos de 6xido nitrico en torno a los 26
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entre 15.88 y 17.16 pmoles para los inoculados con las cepas

acapsuladas (Figura 13, Tablas 17 y 18).

A partir de las 24 horas comenzé un descenso en las
concentraciones séricas de nitritos, los cuales alcanzaron sus
valores minimos alrededor de las 480 horas (20 dias) postinfeccién,
para mantenerse en niveles en torno a 1 umol para los inoculados
con las cepas capsuladas y de 0.33 pnmoles para los inoculados con
las cepas acapsuladas hasta el final de la experiencia (Figura 13 y
Tablas 17 y 18). Por otro lado, puede apreciarse en la Figura 13
que con las dos cepas utilizadas en esta experiencia se han

obtenido unos valores y una cinética muy similar.

Los resultados obtenidos con los peces infectados con la
bacteria capsulada y los inoculados con la cepa acapsulada
mostraron diferencias significativas (p<0.05) a las 6 y 12 horas
postinoculaciéon, para pasar estas diferencias a ser muy
significativas (p<0.01) a las 24 y 48 horas, volviéndose
significativas (p<0.05) a las 72 y 144 horas. En el resto de los

tiempos observados no se encontraron diferencias significativas.

Los peces controles inoculados con PBS estéril mostraron
niveles basales de nitritos durante todas las mediciones realizadas
que como promedio estuvieron en torno a los 0.15 pmoles (Figura
13, Tablas 17 y 18).
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Al comparar las concentraciones de nitritos de los peces
controles y los inoculados con las cepas capsuladas, encontramos
diferencias muy significativas (p<0.01) desde las 6 horas hasta las
144 horas (6 dias), mientras a las 312 horas existian sélo
diferencias significativas (p<0.05). En el resto de observaciones las

diferencias no fueron significativas (Tablas 17 y 18).

Cuando comparamos los valores de las concentraciones de
nitritos de los animales inoculados con las cepas no capsuladas
frente a las de los controles, también hemos encontrado diferencias
muy significativas (p<0.01), pero en este caso desde las 12 horas
hasta las 72 horas, mientras a las 6 y 144 horas las diferencias
fueron solamente significativas (p<0.05). En el resto de las
observaciones los resultados no mostraron significacion estadistica

(Tablas 17 y 18).

Antes de la infeccion experimental, el grupo de peces
tratados con el inhibidor de la producciéon de 6xido nitrico -L-
NAME-, mostré niveles de nitritos basales, los cuales se elevaron a
las 6 horas de la inoculacién en torno a 1 pmol para la infeccién
con la cepa capsulada y de 0.7 nmoles para la infeccién con la
cepa acapsulada, para mantenerse posteriormente durante toda la

experiencia en estos niveles (Figura 14, Tabla 19).

A pesar de que cada grupo mantuvo durante la experiencia

distintos valores en las concentraciones de nitritos en el suero, en
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ninguno de los casos, cuando comparamos los resultados de las
cepas capsuladas con las acapsuladas, ni entre estas y sus

controles, se observaron diferencias significativas (p< 0.05).

Al comparar las concentraciones de nitritos en el suero
sanguineo de los peces tratados y no tratados con L-NAME, las
diferencias obtenidas fueron las mismas en el caso de las cepas
capsuladas y acapsuladas. Existiendo diferencias muy
significativas (p<0.01) desde las 6 horas hasta las 144 horas (6
dias), mientras que a las 312 horas mostraron diferencias soélo
significativas (p<0.05), en el resto de las observaciones las

diferencias no tuvieron significacion estadistica.

IV.3.2.2.- Determinacién de L-citrulina en el suero sanguineo
Este producto se detecté durante el desarrollo de esta
experiencia en ambos grupos de peces infectados, tanto en los
peces infectados con cepas acapsuladas, como en los infectados
con cepas capsuladas, ofreciendo una cinética de produccién
similar a la estudiada con los nitritos en el punto anterior,
aumentando paulatinamente hasta las 24 horas, donde se
observaron valores cercanos a 26 umoles de media para los peces
infectados con cepas capsuladas, y de 16 pmoles de media para los
peces infectados con cepas acapsuladas (Figura 15, Tablas 20 y
21). También en este caso los valores obtenidos con las dos cepas

probadas fueron muy similares (Figura 15, Tablas 20 y 21).
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Las diferencias obtenidas en las concentraciones de L-
citrulina en el suero sanguineo entre los peces  infectados con
bacteria capsulada y los inoculados con la cepa acapsulada fueron
significativas (p<0.05) a las 6 y 12 horas postinoculacion, pasando
posteriormente estas diferencias a ser muy significativas (p<0.01) a
las 24 y 48 horas, volviéndose significativas (p<0.05) a las 72 y 144
horas. En el resto de las mediciones realizadas no se encontraron

diferencias significativas.

Durante todas las mediciones realizadas, los peces controles
presentaron niveles basales de este producto, en torno a 0.15

pmoles de media con las dos cepas utilizadas.

Al comparar las concentraciones de L-citrulina en el suero
sanguineo de los peces del grupo control y los inoculados con las
cepas capsuladas, se encontraron diferencias muy significativas
(p<0.01) desde las 6 horas hasta las 144 horas (6 dias), las cuales
se volvieron soélo significativas (p<0.05) a las 312 horas (13 dias).
En el resto de observaciones las diferencias no fueron significativas
(Tablas 20 y 21).

Cuando se comparé las concentraciones de L-citrulina para
los peces inoculados con las cepas no capsuladas frente a los del
grupo control, encontramos diferencias muy significativas (p<0.01)
desde las 12 horas hasta las 72 horas (3 dias), mientras que entre

las 6 y 312 horas estas diferencias sélo fueron significativas
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(p<0.05). En el resto de las observaciones medidas no encontramos

significacién estadistica (Tablas 20 y 21).

El suero analizado de los peces tratados con L-NAME mostré
también el mismo patrén de comportamiento que el obtenido en las
mediciones de nitritos, siendo los valores obtenidos en torno a 1
pmol para la infeccién con la cepa capsulada y de 0.7 pmoles para

los de la infeccién con la cepa acapsulada (Figura 16, Tabla 22).

Cuando comparamos los resultados de las cepas capsuladas
con las acapsuladas, ni entre estas y sus correspondientes
controles, no detectamos en ningiin momento de la experiencia,

diferencias significativas (p< 0.05).

Sin embargo, al comparar las medidas de las
concentraciones de L-citrulina en el suero sanguineo de los peces
tratados y no tratados con L-NAME, las diferencias obtenidas
fueron las mismas para el caso de las cepas capsuladas y
acapsuladas, encontrando diferencias muy significativas (p<0.01)
desde las 6 horas hasta las 144 horas (6 dias), que se volvieron
s6lo significativas (p<0.05) a las 312 horas. En el resto de las

observaciones realizadas las diferencias no fueron significativas.
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IV.3.2.3.- Deteccidon de la 6xido nitrico sintasa inducible
En ninguno de los tejidos analizados (agallas, rifién, higado y
sistema nervioso) se encontré la banda de 791 pares de bases que

nuestros cebadores debian amplificar (Figura 17).

El control positivo de la técnica obtuvo el resultado esperado,
observandose la banda de 541 pares de bases de la pB-actina. El

control negativo también mostré el resultado esperado (Figura 17).

IV.4.- EXPERIENCIA III

IV.4.1.- Respuesta inmune de la dorada tras la vacunacion con
bacterina de Photobacterium damselae subsp. piscicida.
Comparaciéon de los resultados con los peces infectados

experimentalmente.

IV.4.1.1.- Determinacion de nitritos en el suero sanguineo

Los peces vacunados con la bacterina sin adyuvante
mostraron un aumento en dicha concentracion con un pico
maximo a las 24 horas postinfecciéon, mostrando un valor medio de
26.5 pmoles de nitritos para posteriormente ir descendiendo de
una forma lenta hasta alcanzar un valor medio de 2.6 pmoles a las
816 horas (34 dias), a partir del cual se mantuvo constante hasta

el final de la experiencia (Figura 18, Tabla 23).
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Los peces vacunados con la bacterina, junto con Adyuvante
de Freund Incompleto, también mostraron un incremento de la
concentracion de nitritos con un pico maximo a las 24 horas y un
valor medio de 34.5 umoles, para posteriormente descender de una
forma lenta hasta alcanzar un valor medio de 3.7 pmoles a las 816
horas (34 dias) postinfecciéncion, a partir del cual se mantuvo

constante (Figura 18, Tabla 23).

Los peces controles infectados mostraron un
comportamiento similar a los de la inoculacién experimental de la
Experiencia 1I, incrementando la concentraciéon de nitritos a partir
de la inoculacién, y mostrando igualmente, €l valor maximo a las
24 horas con una concentracion media de 23.5 pmoles, y un
descenso posterior mas acusado, llegando a valores de 1.02 pmoles
a las 312 horas (13 dias) los cuales se estabilizaron hasta el final

de la experiencia (Figura 18, Tabla 23).

Los peces testigos se mantuvieron durante toda Ila
experiencia en niveles basales de la concentracién de nitritos,

siendo similares a los obtenidos con los controles de la Experiencia
I1.

Las diferencias obtenidas entre los peces inmunizados con
adyuvante y los inmunizados sin adyuvante, no mostraron
diferencias significativas a las 6 horas postinoculacion, para pasar

a ser significativas (p<0.05) a las 12 horas, volviéndose muy
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significativas (p<0.01) desde las 24 hasta las 144 horas (6 dias).
Las diferencias volvieron a ser significativas a las 312 y 480 horas
(13 y 20 dias), y no significativas a partir de las 648 horas hasta el

final de la experiencia.

Al comparar los niveles de significacion estadistica las
concentraciones de nitritos de los controles (so6lo infectados) y los
peces inmunizados sin adyuvante, no encontrando diferencias
estadisticamente significativas hasta las 24 horas, para pasar a ser
significativas (p<0.05) a las 48 horas, y muy significativas (p<0.01)
desde las 72 horas hasta las 312 horas (13 dias). A las 480 horas
(20 dias) mostraron diferencias significativas (p<0.05), y en el resto

de observaciones las diferencias no fueron significativas (Tabla 23).

Cuando comparamos las concentraciones de nitritos de
los peces inmunizados con adyuvante frente a las de los controles
(s6lo infectados), observamos la inexistencia de diferencias
significativas (p<0.05) a las 6 horas, para pasar a ser significativas
a las 12 horas y muy significativas (p<0.01) desde las 48 horas
hasta las 480 horas, volviendo a ser significativas a las 648 horas
(27 dias), mientras que en el resto de observaciones las diferencias

no fueron significativas (Tabla 23).

Las diferencias encontradas entre los peces testigo (no

vacunados ni infectados) frente a los tres grupos experimentales
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fueron muy significativas (p<0.01) durante todas las mediciones

realizadas en esta experiencia (Tabla 23).

IV.4.1.2.- Determinacion de L-citrulina en el suero sanguineo
Los peces vacunados con la bacterina sin adyuvante de
Freund mostraron un aumento de la concentracién de L-citrulina
en el suero sanguineo, con un pico maximo a las 24 horas y un
valor medio de 27.2 pmoles, para posteriormente ir descendiendo
de una forma lenta hasta alcanzar un valor medio de 2.27 pmoles
a las 816 horas (dia 34) a partir del cual se mantuvo constante

(Figura 19, Tabla 24) hasta la Giltima medicién de esta experiencia.

Los peces vacunados con la bacterina junto con Adyuvante
de Freund Incompleto, mostraron también un aumento de la
concentracion de L-citrulina, alcanzando el nivel maximo a las 24
horas, con un valor medio de 34.7 pmoles, el cual posteriormente,
fue descendiendo de una forma lenta hasta alcanzar un valor
medio de 3.57 pmoles a las 816 horas (dia 34), a partir del cual se
mantuvo constante (Figura 19, Tabla 24) hasta el final de la

experiencia.

Los peces controles (infectados pero no vacunados)
mostraron un comportamiento similar a los de la infeccion
experimental (Experiencia II), incrementando la concentracion de
L-citrulina en el suero a partir de las primeras horas siguientes a

la inoculacioén, y mostrando el pico maximo a las 24 horas, con un
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valor medio de 20 pumoles, el cual posteriormente descendié mas
acusadamente alcanzando valores de 1.09 pmoles a las 480 horas
(dia 20) para luego quedar estable (Figura 18, Tabla 24) hasta el

final de la experiencia.

Los peces testigos, con relacion a la produccién de L-
citrulina, se comportaron durante toda la experiencia de manera
similar a los controles de la Experiencia II, detectandose en todas

las observaciones niveles basales de este producto.

Las diferencias estadisticas obtenidas en la produccién de L-
citrulina en el suero sanguineo, entre los peces inmunizados con
adyuvante y los inmunizados sin adyuvante, no fueron
significativas (p<0.05) a las 6 horas postinoculaciéon. Sin embargo,
se tornaron significativas (p<0.05) a las 12 horas, volviéndose muy
significativas (p<0.01) desde las 24 hasta las 144 horas (dia 6). Las
diferencias volvieron a ser significativas a las 312 y 480 horas, y no

significativas desde las 648 horas hasta el final de la experiencia.

Cuando comparamos las concentraciones de L-
citrulina de los peces inmunizados con adyuvante frente a las de
los controles (sb6lo infectados), observamos la inexistencia de
diferencias significativas (p<0.05) a las 6 horas, para pasar a ser
significativas a las 12 horas y muy significativas (p<0.01) desde las

48 horas hasta las 480 horas, volviendo a ser significativas a las
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648 horas (27 dias), mientras que en el resto de observaciones las

diferencias no fueron significativas (Tabla 24).

Cuando comparamos las concentraciones de L-citrulina de
los peces inmunizados con adyuvante frente a las de los controles
(infectados pero no previamente vacunados), encontramos
diferencias muy significativas (p<0.01) desde las 24 horas hasta el
final de la experiencia. En la medicién realizada a las 12 horas sélo
se alcanzaron diferencias significativas (p<0.05), En el resto de las

mediciones, las diferencias no fueron significativas.

Las diferencias encontradas entre los peces testigo (no
vacunados ni infectados) frente a los tres grupos experimentales
fueron muy significativas (p<0.01) durante todas las observaciones

realizadas en esta experiencia.

IV.4.1.3.- Deteccion de la 6xido nitrico sintasa inducible

En ninguno de los tejidos analizados (agallas, bazo, intestino,
rinén, higado, sistema nervioso y macrofagos) encontramos la
banda de 791 pares de bases que nuestros cebadores debian

amplificar como sucedi6 en la Experiencia II (Figura 17).

El control positivo de la técnica obtuvo el resultado esperado,
observandose la banda de 541 pares de bases de la f-actina
(Figura 17). El control negativo también mostré el resultado

esperado.
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IV.4.2.- Produccién de nitritos y L-citrulina por los macrofagos

obtenidos de peces inmunizados.

IV.4.2.1.- Determinacion de nitritos

La curva de producciéon de nitritos por parte de los
macrofagos cultivados siguidé una cinética similar a la mostrada en
el suero sanguineo de los peces infectados, y en su caso,
previamente inmunizados, en las Experiencias II y III, pues se
produjo un aumento de la concentracién a partir del momento en
que los pocillos se inocularon con la bacteria, obteniendo el pico de
produccién a las 24 horas y disminuyendo gradualmente, a partir

de ese momento (Figura 20, Tabla 25).

En el caso de los macréfagos tratados con MAF observamos
que los niveles de nitritos empezaron a elevarse a las pocas horas
de inocular los pocillos, mostrando a las 6 horas niveles de 2.78
umoles para los macréfagos de peces inmunizados con adyuvante y
de 0.43 y 0.35 pmoles para los macréfagos de peces inmunizados
sin adyuvante y los controles (s6lo infectados), respectivamente. La
curva mantuvo la pendiente ascendente alcanzando su valor
maximo a las 24 horas, siendo los valores encontrados de 12.93
pmoles para los macréfagos de peces inmunizados con adyuvante y
de 4.62 y 1.93 umoles para los macréfagos de peces inmunizados
sin adyuvante y los controles, respectivamente (Figura 20, Tabla
25). A partir de ese momento comienza el decrecimiento de las

concentraciones de nitritos encontradas, las cuales se situaron al
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final de la experiencia (72 horas) en valores en torno a los 7.26
pmoles para los macréfagos de peces inmunizados con adyuvante y
de 2.76 y 0.58 pmoles para los macréfagos de peces inmunizados

sin adyuvante y los controles respectivamente (Figura 20, Tabla
25).

Para el grupo de macréfagos no tratados con MAF
detectamos que los niveles de nitritos empezaron a incrementarse
desde que inoculamos los pocillos, mostrando ya a las 6 horas
niveles de 2.05 pmoles para los macréfagos de peces inmunizados
con adyuvante y de 0.43 y 0.19 pmoles para los macréfagos de
peces inmunizados sin adyuvante y los controles, respectivamente
(Figura 20, Tabla 26). La curva sigui6 elevandose para alcanzar el
pico maximo a las 24 horas, siendo en ese momento los valores
encontrados de 10.26 pmoles para los macréfagos de peces
inmunizados con adyuvante y de 3.62 y 0.63 pmoles para los
macroéfagos de peces inmunizados sin adyuvante y los controles,
respectivamente. A partir de ese momento, las concentraciones de
nitritos empiezan a disminuir, situandose al final de la experiencia
(72 'horas) en valores cercanos a los 6.32 umoles para los
macrofagos de peces inmunizados con adyuvante y de 2.09 y 0.24
nmoles para los macroéfagos de peces inmunizados sin adyuvante y

los controles, respectivamente (Figurei 20, Tabla 26).

Los peces testigos para ambos grupos, tratados y no tratados

con MAF, se mantuvieron durante toda la experiencia en niveles
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basales de la concentracién de nitritos, siendo estos similares a los

obtenidos con los controles de la Experiencia II y III.

Las diferencias obtenidas en las concentraciones de nitritos
entre los macrofagos aislados de peces inmunizados con adyuvante
y de los inmunizados sin adyuvante, tratados con MAF, mostraron
durante toda la experiencia diferencias muy significativas (p<0.01).
De igual forma sucedié cuando comparamos los datos de los
macrofagos aislados de peces inmunizados con adyuvante frente
a los controles. No obstante, cuando se comparé el grupo de
macrofagos obtenido de peces inmunizados sin adyuvante con los
controles, no hubo diferencias significativas (p<0.05) hasta los
valores obtenidos a las 9 horas. Las diferencias fueron
significativas a las 12 horas, y muy significativas (p<0.01) a partir

de las 18 horas hasta el final de la experiencia.

Las diferencias encontradas entre los peces testigo (no
vacunados ni infectados) frente a los tres grupos experimentales en
el caso de los macréfagos tratados fueron muy significativas
(p<0.01) durante todas las mediciones realizadas para los
macrofagos de peces inmunizados con adyuvante, para los de los
peces inmunizados sin adyuvante las diferencias fueron muy
significativas (p<0.01) desde las 12 horas hasta el final de la
experiencia, y significativas a las 9 horas, mientras que a las 6

horas no existieron diferencias significativas (p<0.05) (Tabla 25).
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En cuanto al grupo de macréfagos que no fueron tratados
con MAF, las diferencias obtenidas en las concentraciones de
nitritos entre los macréfagos aislados de peces inmunizados con
adyuvante y de los inmunizados sin adyuvante, de la misma forma
que en el caso anterior, mostraron diferencias muy significativas
(p<0.01) durante toda la experiencia. Lo mismo sucedi6 al
comparar los datos de los macréfagos aislados de peces
inmunizados con adyuvante frente a los controles. También de una
manera casi similar cuando comparamos el grupo de macréfagos
obtenido de peces inmunizados sin adyuvante con el control, no
hubo diferencias significativas (p<0.05) hasta las 9 horas, las
diferencias fueron significativas a las 12 horas, y muy significativas
(p<0.01) a partir de las 18, 24 y 48 horas, para acabar siendo de

nuevo significativas (p<0.05) a las 72 horas.

Las diferencias encontradas entre los peces testigo (no
vacunados ni infectados) frente a los tres grupos experimentales en
el caso de los macréfagos no tratados, fueron para el grupo de los
peces inmunizados sin adyuvante, no significativas (p<0.05) a las 6
horas, para pasar a ser muy significativas (p<0.01) desde las 9
horas hasta el final de la experiencia. Para los macréfagos de peces
inmunizados con adyuvante las diferencias fueron muy
significativas (p<0.01) durante todas las mediciones realizadas
(Tabla 26).
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Al comparar las concentraciones de nitritos de los grupos
tratados con MAF frente a los no tratados, no encontramos
diferencias significativas (p<0.05) entre los macrofagos de los peces
inmunizados sin adyuvante, ni entre los controles. Las tnicas
diferencias se produjeron, Unicamente en los peces inmunizados
con adyuvante, a las 24 y 48 horas, a un nivel significativo
(p<0.05).

IV.4.2.2.- Determinacion de L-citrulina

Al igual que sucedi6 en los peces infectados
experimentalmente en las Experiencias II y III, la produccién de L-
citrulina siguié6 una cinética similar a las concentraciones
obtenidas en el suero sanguineo de los peces de esas experiencias,
aumentando la concentracién de la misma a partir de la
inoculaciéon de los pocillos, obteniendo el pico de produccion a las

24 horas y disminuyendo a partir de ese momento.

Hay que sefialar que la curva fue practicamente una copia de
la que hemos descrito en el punto anterior para las

concentraciones de nitritos producida por los macréfagos.

De esta manera, para el grupo de los macréfagos tratados
con MAF, se observo que los niveles de L-citrulina comenzaron a
elevarse a las pocas horas de inocular los pocillos, mostrando ya a
las 6 horas niveles de 2.8 pmoles para los macrofagos de peces

inmunizados con adyuvante y de 0.44 y 0.1 umoles para los
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macréfagos de peces inmunizados sin adyuvante y los controles,
respectivamente. La curva continué ascendiendo también en este
caso, hasta alcanzar su valor maximo a las 24 horas, siendo los
valores encontrados de 12.53 umoles para los macrofagos de peces
inmunizados con adyuvante y de 4.74 y 1.72 pmoles para los
macroéfagos de peces inmunizados sin adyuvante y los controles,
respectivamente (Figura 21, Tabla 27). Posteriormente, las
concentraciones de L-citrulina disminuyeron para alcanzar al final
de la experiencia (72 horas) valores cercanos a los 7.17 umoles
para los macréfagos de peces inmunizados con adyuvante, y de
2.66 y 0.64 pnmoles para los macréfagos de peces inmunizados sin

adyuvante y los controles, respectivamente (Figura 21, Tabla 27).

Para el grupo de macréfagos no tratados con MAF la
produccién de L-citrulina fue practicamente idéntica a la obtenida
en el punto anterior con los nitritos. A las 6 horas se detectaron
niveles de 1.60 umoles para los macréfagos de peces inmunizados
con adyuvante, y de 0.40 y 0.05 pmoles para los macréfagos de
peces inmunizados sin adyuvante y los controles, respectivamente
(Figura 21, Tabla 28). La curva siguié mostrando una pendiente
positiva hasta alcanzar el valor maximo a las 24 horas, midiendo
entonces 11.06 pmoles para los macréfagos de los peces
inmunizados con adyuvante y de 3.41 y 1.10 pmoles para los
macrofagos de los peces inmunizados sin adyuvante y los
controles, respectivamente. Entonces dichas concentraciones

comenzaron a disminuir hasta situarse al final de la experiencia
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(72 horas) en valores de 7.33 umoles para los macréfagos de peces
inmunizados con adyuvante, y de 2.26 y 0.32 pmoles para los
macroéfagos de peces inmunizados sin adyuvante y los controles,

respectivamente (Figura 21, Tabla 28).

El nivel de significacion estadistica obtenido para la L-
citrulina con los macrofagos tratados con MAF, y en lo referente a
la comparacion de los peces inmunizados con adyuvante, sin
adyuvante, y los primeros con los testigos, fue exactamente el
mismo que el que obtuvimos con la medicién de los nitritos en el
punto anterior. Al comparar el grupo de macréfagos obtenido de
peces inmunizados sin adyuvante con el control, no hubo
diferencias significativas (p<0.05) hasta las 12 horas, a las 18,48 y
72 horas las diferencias fueron significativas, y muy significativas
(p<0.01) a las 24 horas.

Para el grupo de macréfagos no tratados con MAF, las
diferencias obtenidas en las concentraciones de L-citrulina entre
los macroéfagos aislados de peces inmunizados con adyuvante y de
los inmunizados sin adyuvante, al igual que al comparar las
determinaciones de los peces inmunizados con adyuvante frente a
sus testigos, se detectaron diferencias muy significativas (p<0.01)
durante toda la experiencia, exactamente igual que sucedié con la
determinacién de nitritos en el punto anterior. Cuando
comparamos el grupo de macréfagos obtenido de peces

inmunizados sin adyuvante con el control, encontramos que no
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habia diferencias significativas (p<0.05) hasta las 12 horas, €

igualmente en el resto de las determinaciones.

Al comparar los grupos tratados con MAF frente a los no
tratados con relacibn a las concentraciones obtenidas de L-
citrulina, los resultados fueron exactamente los mismos que en la
valoracion de los nitritos, salvo al comparar los datos de los peces
inmunizados con adyuvante, donde observamos la ausencia de
diferencias significativas (p<0.05) en todas las mediciones de la
experiencia salvo a las 24 horas, donde las diferencias fueron

significativas (p<0.05) (Tablas 27 y 28).

IV.4.3.- Estudio de la “explosion respiratoria”

Como se aprecia en la Figura 22, Tablas 29, 30 y 31, los
macroéfagos procedentes de los peces inmunizados con adyuvante
mostraron con todas las concentraciones de bacterias utilizadas en
la experiencia, una produccién de radicales superéxido superiores
en todo momento (desde 7.07 hasta 3.30 nmoles) que los
procedentes de peces que fueron inmunizados sin adyuvante
(desde 3.23 hasta 0.97 nmoles) y que los controles (desde 1.55
hasta 0.13 nmoles) para los grupos de macréfagos que fueron
tratados con MAF. Sin embargo, como puede apreciarse en la
Figura 22, los macréfagos no tratados previamente con MAF
reaccionaron de una forma similar, dibujando una curva muy

préoxima al grupo tratado con MAF.
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Se observé un fuerte aumento en la concentracién de
radicales superoxido obtenidos en los peces inmunizados, siendo
los valores obtenidos en el caso de los peces inmunizados con
adyuvante siempre superiores, desde 4 a 12 veces, con relacion a
los controles y, de 2 a 7 veces con respecto a los peces

inmunizados sin adyuvante (Figura 22, Tablas 29, 30 y 31).

Tanto en los peces inmunizados con y sin Adyuvante
Incompleto de Freund, no existieron diferencias significativas
estadisticamente entre los grupos tratados con MAF y los no
tratados, aunque si una leve tendencia a tener una mayor
respuesta en el caso de los tratados con MAF (Figura 22, Tablas
29, 30y 31).

El estudio de la “explosion respiratoria” de los
macrofagos de dorada expuestos a la accion de Photobacterium
damselae subsp. piscicida revel6 la existencia de diferencias muy
significativas (p<0.01) entre los controles y los macréfagos de peces
inmunizados con adyuvante en todas las concentraciones de
bacterias probadas, y diferencias significativas (p<0.05) cuando
comparamos los controles con los macréfagos de peces
inmunizados sin adyuvante, asi como al comparar los resultados
de los macréfagos de peces inmunizados con adyuvante con los de

los macrofagos de peces inmunizados sin adyuvante.
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Figura 4.- Recuadro A; Photobacterium damselae subsp. piscicida: notese
la ausencia de capsula (cultivada en Agar Sangre con un 1% de
NaCl). Recuadro B; Photobacterium damselae subsp. piscicida: se
aprecia el desarrollo de la capsula rodeando a la bacteria (cultivada

en BHIA con un 1% de NaCl y un 1% de glucosa). (X46000).

© Del documento, los autores. Digitalizacién realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2006



110

1004
©
e 90-
(<}
=
>
£ 80+
o,
@
@ 70_
Ee)
=
60-

C

T

10

30

|
100 3

SNAP (M)

C: CONTROL —— NO CAPSULADA

1
00 1000

—— CAPSULADA

Figura 5.- Efecto del 6xido nitrico en la supervivencia de Photobacterium

damselae subespecie piscicida

Tabla 8.- Efecto del o6xido nitrico en la supervivencia de Photobacterium
damselae subespecie piscicida.

Cepa/ SNAP (umoles)

% DE SUPERVIVENCIA

10 30 100 300 1000 Control
Capsulada 96,23 94,46' 92,06" 90,1 85,74" 100
No capsulada 92,70° 79,55" 72,06" 68,91" 62,00” 100
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Figura 6.- Concentraciones de nitritos obtenidas en funciéon de la

concentracion de SNAP afiadida, y valores medios de supervivencia.

Tabla 9.- Concentraciones de nitritos obtenidas en funcion de la concentracion

de SNAP afiadida, y valores medios de supervivencia.

Cepa /SNAP (umoles)

% DE SUPERVIVENCIA

10 30 100 300 1000 | Control
Capsulada 96,23 94,46 92,06 90,1 85,74 100
No capsulada 92,70 79,55 72,06 68,91 62,00 100
NO:- (umoles) 21,16 36,57 55,31 69,81 81,67 0,04
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Figura 7.- Efecto de la N-acetil penicilamina sobre la supervivencia de

Photobacterium damselae subsp. piscicida.

Tabla 10.- Efecto de la N-acetil penicilamina sobre la supervivencia de

Photobacterium damselae subsp. piscicida.

Cepa / N-acetil % DE SUPERVIVENCIA
penicilamina 1000 Control
Capsulada 99,01, 100

No capsulada 99 100
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Figura 8.- Efecto del SIN-1 en la supervivencia de Photobacterium

damselae subespecie piscicida
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Tabla 11.- Efecto del SIN-1 en la supervivencia de Photobacterium damselae

subespecie piscicida capsulada.

Cepa % DE SUPERVIVENCIA
Capsulada /SIN-1

{mgles) 10 30 100 300 | 1000 | Control
SIN-1 83,10 79,60 73,00 68,10 65,20 100
SIN-1+SOD 93,50 89,89* 83,40" 78,70 76,10' 100
SIN-1+SOD+CAT 94,30 90,60 82,79* 80,20 77,60° 100

Tabla 12.- Efecto del SIN-1 en la supervivencia de Photobacterium damselae
subespecie piscicida no capsulada.

Cepa no % DE SUPERVIVENCIA
Capsulada/ SIN-1

(umoles) 10 30 100 300 1000 | Control
SIN-1 78,30 69,10~ 61,89 53,30" 46,30 100
SIN-1+SOD 89,30 85,30 81,70 78,30" 75,30 100
SIN-1+SOD+CAT 90,20 85,89 83,60 79,80 78,60 100
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Figura 9.- Comparacion del efecto del o6xido nitrico frente a los

peroxinitritos en la supervivencia Photobacterium damselae subsp.

piscicida, utilizando diferentes donadores de radicales superéxido.
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Tabla 13.- Comparacion del efecto del 6xido nitrico frente a los peroxinitritos en
la supervivencia de Photobacterium damselae subespecie piscicida

capsulada.
Cepa % DE SUPERVIVENCIA
Capsulada /
Horas 0 6 9 12 18 24
SNAP 100 95,47 93,90 92,30" 90,50" 86,70
SNAP+X/Xo 100 91,80* 77,70¢ 71,90 63,90 62,40"
SNAP+G/Go 100 90,30° 79,40° 69,70" 66,00" 64,60
CONTROL 100 98,90 99,02 99,72 99,02 99,02

Tabla 14.- Comparacion del efecto del o6xido nitrico frente a los peroxinitritos en
la supervivencia de Photobacterium damselae subespecie piscicida no

capsulada.
Cepa % DE SUPERVIVENCIA
No capsulada /Horas 0 6 9 12 18 24
SNAP 100 93,60 79,60* 70,78 68,90" 60,00
SNAP+X/Xo 100 82,40 64,60" 59,80 48,10 44,10
SNAP+G/Go 100 87,60° 71,20° 63,50 52,40 46,80
CONTROL 100 98,74 98,77 100,00 98,74 98,77

>1~/N€%
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Figura 10.- Concentraciéon de nitritos en suero sanguineo de doradas de

distinto peso, infectadas experimentalmente.
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Tabla 15.- Concentracion de nitritos en suero sanguineo de doradas de distinto

peso, procedentes de la experiencia de infeccion preliminar.

Peso del CONCENTRACION DE NITRITOS (uUMOLES)
Pez () | Grupo /Horas 0 6 12 24 48
Control 0,11 0,39 0,35 0,48 0,41
35-70
Infectado 0,03 2,75 5,88* 16,69 11,61
Control 0,02 0,07 0,23 0,14 0,20
150-300
Infectado 0,06 0,39 0,35 0,48 0,41
Control 0,01 0,06 0,14 0,17 0,18
400-600
Infectado 0,06 0,37 0,18 0,42 0,32

e
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Figura 11.- Concentracién de L-citrulina en suero sanguineo de doradas

de distinto peso, infectadas experimentalmente.
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Tabla 16.- Concentraciéon de L-citrulina en suero sanguineo de doradas de
distinto peso, procedentes de la experiencia de infeccién preliminar.

Peso( dt’zl CONCENTRACION DE L-CITRULINA (WMOLES)
pez (gr
Grupo /Horas | g 6 12 24 48
Control 0,01 0,39 0,35 0,48 0,41
35-70
Infectado 0,06 2,34 571" 16,34" 11,61
Control 0,02 0,07 0,23 0,14 0,20
150-300
Infectado 0,06 0,36 0,36 0,47 041
Control 0,01 0,06 0,14 0,17 0,18
400-600
Infectado 0,06 0,37 0,17 0,42 0,30
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Figura 12.- Recuadro A: banda de 541 pb de la B actina en todos los
tejidos muestreados (1: agallas, 2: higado, 3: bazo, 4: intestino, 5:
rinén, 6: macrofagos y 7: sistema nervioso). Ausencia de la banda
en el control negativo de la técnica (linea 0).

Recuadro B; ausencia de la banda de 749 pb correspondiente a la
expresion de la iNOS, (no aparecio en ningun tejido, ni en ninguno

de los momentos muestreados durante la experiencia).
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Figura 13.- Concentracion de nitritos en suero sanguineo de las doradas

infectadas experimentalmente con Photobacterium damselae subsp.

piscicida.
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Tabla 17.- Concentracion de nitritos en suero sanguineo de las doradas
infectadas experimentalmente con la cepa 94/99 de Photobacterium
damselae subsp. piscicida.

g:l/’; o/ CONCENTRACION DE NITRITOS (uMOLES)

Horas
0 6 12 24 48 72 144 | 312 | 480 | 648 | 816

CA 0,01 | 497+ | 10,0¢ | 26,25* | 17,3* | 922" | 480" | 217 | 1,12 1,07 1,09

NC 0 3,000 | 7,49+ | 1588" | 13,0 | 6,94* | 2,89 1,00 0,39 0,33 0,25

CO 0 0,19 016 | 010 | 013 | 016 | 016 | 0,11 010 | 0,14 | 0,13

CA: CAPSULADA, NC: NO CAPSULADA, CO: CONTROL

Tabla 18.- Concentraciéon de nitritos en suero sanguineo de las doradas
infectadas experimentalmente con la cepa DI-21 de Photobacterium
damselae subsp. piscicida.

gf_l’zal / CONCENTRACION DE NITRITOS (uMOLES)

Horas
0 6 12 24 48 72 144 | 312 | 480 | 648 | 816

CA 001 | 481 | 987 | 25091~ | 17,3* | 910" | 457" | 215 | 1,13 1,14 1,14

NC 0 269 | 6,39 | 17,16* | 11,9* | 7,21~ | 2,822 | 129 | 037 | 060 | 060

CO 0 0,08 008 | 013 | 013 | 022 | 012 | 014 | 007 | 014 | 013

CA: CAPSULADA, NC: NO CAPSULADA, CO: CONTROL
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Figura 14.- Concentracion de nitritos en suero sanguineo de las doradas
infectadas experimentalmente con Photobacterium damselae subsp.

piscicida, y tratadas con L-NAME.
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Tabla 19.- Concentracion de nitritos en suero sanguineo de las doradas
infectadas experimentalmente con la cepa 94/99 de Photobacterium
damselae subsp. piscicida y tratadas con L-NAME.

Cepi CONCENTRACION DE NITRITOS (uMOLES)

94/99/ —
Horas T
0] 6 12 24 48 72 144 | 312 | 480 | 648 | 816

CA 0 1,02 1,06 1,03 1,02 1,06 | 0,90 1,02 1,06 | 098 1,02
NC 0 075 | 077 | 070 | 075 | 0,81 079 | 075 | 077 | 057 | 075
CO 0 0,17 014 | 0,11 0,10 | 015 | 0,16 0,11 0,12 017 | 0,14

CA: CAPSULADA, NC: NO CAPSULADA, CO: CONTROL
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Figura 15.- Concentracion de L-citrulina en el suero sanguineo de las

doradas infectadas experimentalmente

damselae subsp. piscicida.
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Tabla 20.- Concentracion de L-citrulina en suero sanguineo de las doradas
infectadas experimentalmente con la cepa 94/99 de Photobacterium
damselae subsp. piscicida.

g:l/’; - CONCENTRACION DE L-CITRULINA (uMOLES)

Horas | 0| 6 | 12 | 24 | 48 | 72 | 144 | 312 | 480 | 648 | 816
CA 0 | 494" | 963" | 25777 | 172" | 879" | 445 | 212" | 109 | 1,07 | 1,09
NC 0 | 295 | 709" | 1543" | 127" | 686" | 268 | 095 | 028 | 019 | 028
co 0 019 | 016 | 010 | 013 | 016 | 016 | 011 | 010 | 017 | 013

CA: CAPSULADA, NC: NO CAPSULADA, CO: CONTROL

Tabla 21.- Concentracion de L-citrulina en suero sanguineo de las doradas
infectadas experimentalmente con la cepa DI-21 de Photobacterium
damselae subsp. piscicida.

g‘l"_l’zal / CONCENTRACION DE L-CITRULINA (LMOLES)

Horas | 0| 6 | 12 | 24 | 48 | 72 | 144 | 312 | 480 | 648 | 816
CA 0 | 583 | 103" | 2664" | 17,3 | 872" | 445 | 197 | 1,14 | 102 | 1,06
NC 0 275 | 588 | 1669 | 11,67 | 6,87 | 239 | 1,14 | 042 | 075 | 077
COo

0 0,18 0,15 0,12 0,13 0,14 0,15 0,10 0,10 0,16 0,12

CA: CAPSULADA, NC: NO CAPSULADA, CO: CONTROL
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Figura 16.- Concentracion de L-citrulina en suero sanguineo de las
doradas infectadas experimentalmente con Photobacterium

damselae subsp. piscicida, y tratadas con L-NAME.

i6n realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2006

los autores. Digitali

© Del



Tabla 22.- Concentracion de L-citrulina en suero sanguineo de las doradas
infectadas experimentalmente con la cepa 94/99 de Photobacterium
damselae subsp. piscicida y tratadas con L-NAME.

9021/’; o/ CONCENTRACION DE L-CITRULINA (uMOLES)

H
°% 1 0| 6 | 12 | 24 | 48 | 72 | 144 | 312 | 480 | 648 | 816
CA 0 1,02 1,06 | 1,03 1,02 1,06 | 0,90 1,02 1,06 | 0,98 1,02
NC 0 075 | 077 | 070 | 075 | 0,81 080 | 075 | 077 | 057 | 075
CcO 0 0,15 0,12 0,13 0,10 0,14 0,17 0,12 0,13 0,16 0,15

CA: CAPSULADA, NC: NO CAPSULADA, CO: CONTROL
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Figura 17.- Recuadro A: banda de 541 pb de la 3 actina en todos los
tejidos muestreados (1: agallas, 2: higado, 3: bazo, 4: intestino, 5:
rinon, 6: macrofagos y 7: sistema nervioso). Ausencia de la banda
en el control negativo de la técnica (linea 0).

Recuadro B; ausencia de la banda de 749 pb correspondiente a la
expresion de la iNOS, (no aparecié en ningun tejido ni en ninguno

de los momentos muestreados durante la experiencia).
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Figura 18.- Niveles de nitritos detectados en el suero sanguineo de las

doradas inmunizadas en comparacion con los peces que fueron soélo

infectados, y con los no infectados.
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Tabla 23.- Niveles de nitritos detectados en el suero sanguineo de las doradas
inmunizadas en comparacion con los peces que fueron sélo infectados y
con los no infectados.

g:l/’; o/ CONCENTRACION DE NITRITOS (uMOLES)

H

°% 1 0| 6 | 12 | 24 | 48 | 72 | 144 | 312 | 480 | 648 | 816
CA 0 724 | 12,6 | 34447 | 325 | 265 | 224" | 134" | 800" | 558 | 3,67

SA 0.01 | 4,19 858 | 26,54 | 236 | 180" | 140" | 989" | 518 | 375 2,58

co 0 497 | 10,00 | 2349 | 17,33 | 922 | 480 | 217 | 112 | 107 | 1,09

3 0.02 0,17 0,14 0,11 0,10 0,15 0,16 0,11 0,12 0,17 0,14

CA: INMUNIZADOS CON ADYUVANTE, SA: INMUNIZADOS SIN ADYUVANTE,
CO: CONTROL, T: TESTIGO
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Figura 19.- Niveles de L-citrulina detectados en el suero sanguineo de
las doradas inmunizadas en comparaciéon con los peces que fueron

s6lo infectados, y con los no infectados.
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Tabla 24.- Niveles de L-citrulina detectados en el suero sanguineo de las doradas
inmunizadas en comparacion con los peces que fueron sélo infectados y
con los no infectados.

g:ll’; o/ CONCENTRACION DE L-CITRULINA (uMOLES)

Horas | 6 | 6 | 12 | 24 | 48 | 72 | 144 | 312 | 480 | 648 | 816
CA 0 6,94 | 131 | 347 | 322" | 2717 | 202" | 132" | 757" | 463 | 357
SA 0 406 | 861 | 27,25 | 236 | 205" | 150" | 940" | 484 | 375 | 227
co 0 | 494 | 963 | 2017 | 1859 | 879 | 445 | 212 | 109 | 107 | 1,09

T 0 | 015 | 012 | 013 | 010 | 014 | 017 | 012 | 013 | 0116 | 0,115

CA: INMUNIZADOS CON ADYUVANTE, SA: INMUNIZADOS SIN ADYUVANTE,
CO: CONTROL, T: TESTIGO
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Figura 20.- Concentracion de nitritos producidos por los macrofagos de
doradas inmunizadas, después de la infeccién con Photobacterium

damselae subsp. piscicida.
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Tabla 25.- Concentracion de nitritos producidos por los macrofagos de doradas
inmunizadas, tratados con MAF, después de la infeccibn con
Photobacterium damselae subsp. piscicida.

g:ll’; o/ CONCENTRACION DE NITRITOS (uMOLES)

Horas 0 6 9 12 18 24 48 72
CA 0 2,78" 5,86~ 7,68" 9,67" 12,93" 11,39” 7,26"
SA 0 0,48 1,12 2,00 345" 462" 322" 2,76"
co 0 0,35 0,49 0,71 1,09 1,93 0,93 0,58
T 0 0,13 0,10 0,11 0,12 0,11 0,15 0,13

CA: INMUNIZADOS CON ADYUVANTE, SA: INMUNIZADOS SIN ADYUVANTE,
CO: CONTROL, T: TESTIGO

Tabla 26.- Concentracion de nitritos producidos por los macréfagos de doradas
inmunizadas, no tratados con MAF, después de la infeccibn con
Photobacterium damselae subsp. piscicida.

i6n realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2006

gjll’g o/ CONCENTRACION DE NITRITOS (UMOLES)

S 0 6 9 12 18 24 48 72
CA 0 2,05" 5,09" 6,64" 817" 10,26" 9,66" 6,32"
SA 0 0,43 1,00 1,73 3,06" 362" 2,40" 2,09
Co 0 0,19 0,26 0,34 0,63 1,45 0,67 0,24

T 0 0,10 0,11 0,13 0,11 0,12 0,14 0,13

CA: INMUNIZADOS CON ADYUVANTE, SA: INMUNIZADOS SIN ADYUVANTE,
CO: CONTROL, T: TESTIGO

los autores. Digitali

© Del




1 moles)
=

o oo

L-Citrulina (

7

' § T T T T T
9 12 18 24 48 72
Horas

| moles)

L-Citrulina (

T T T T T
0 6 9 12 18 24 48 72
Horas

—— INMUNIZADAS CON ADYUVANTE

—— CONTROL

——— INMUNIZADAS SIN ADYUVANTE

——— TESTIGO

Figura 21.- Concentracion de L-citrulina producida por los macrofagos

de doradas inmunizadas,

después de la infeccibn con

Photobacterium damselae subsp. piscicida.
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Tabla 27.- Concentraciéon de L-citrulina producida por los macrofagos de
doradas inmunizadas, tratados con MAF, después de la infeccién con
Photobacterium damselae subsp. piscicida.

g:l/’; o/ CONCENTRACION DE L-CITRULINA (ULMOLES)

Horas 0 6 9 12 18 24 48 72
CA 0 2,80" 5,90" 7,65 9,56" 12,53" 11,23" 717"
SA 0 0,44 1,08 1,86 347" 474" 3,23" 266"
co 0 0,10 0,39 067 0,91 1,72 0,87 0,64

T 0 0,12 0,13 0,11 0,10 0,13 0,12 0,11

CA: INMUNIZADOS CON ADYUVANTE, SA: INMUNIZADOS SIN ADYUVANTE,
CO: CONTROL, T: TESTIGO

Tabla 28.- Concentraciéon de L-citrulina producida por los macréfagos de
doradas inmunizadas, no tratados con MAF, después de la infeccién con
Photobacterium damselae subsp. piscicida.

i6n realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2006

g:l/’gg / CONCENTRACION DE L-CITRULINA (UMOLES)

Horas 0 6 9 12 18 24 48 72
CA 0 1,60" 4,80" 6,54" 8,70" 11,06” 10,60" 7,33"
SA 0 0,40 0,87 1,22 295" 3417 2,60 2,26"
co 0 0,05 0,16 0,28 0,51 1,10 0,53 0,32

T 0 0,10 0,11 0,14 0,12 0,11 0,113 0,12

CA: INMUNIZADOS CON ADYUVANTE, SA: INMUNIZADOS SIN ADYUVANTE,
CO: CONTROL
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Tablas y Figuras

CON ADYUVANTE SIN ADYUVANTE

Oz (nmoles)
B
1

0, (nmoles)

N°de bacterias por pocillo (x10% N°de bacterias por pogillo (x10%)

CONTROL

O, (nmoles)

0 2 25 3 3.5 4
N° de bacterias por pocillo (x10°)

Bl MAF 7777 NO MAF

Figura 22.- Concentracién de radicales superéxido (O2-) producida por
los macréfagos de doradas previamente inmunizadas, y estimulados
con diferentes concentraciones de Photobacterium damselae subsp.

piscicida.
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Tablas y Figuras

Tabla 29.- Concentracion de radicales superéxido (Oz7) producida in vitro por los
macrofagos de doradas no inmunizadas.

Tto./u.f.c./ RADICALES SUPEROXIDO (nmoles)
pocillo
(x106) 0 2 2.5 3 3.5 4
MAF 1,55 117 0,64 0,36 0,25 0,13
NO MAF 1,22 1,08 0,37 0,16 0,10 0,09

Tabla 30.- Concentracion de radicales superdxido (O2’) producida in vitro por los
macroéfagos de doradas inmunizadas sin Adyuvante.

Tto./u.f.c./ RADICALES SUPEROXIDO (nmoles)
pocillo
(x109) 0 2 2.5 3 3.5 4
MAF 323 2,90 2,01 142 1,18 0,97
NO MAF 2,96 2,84 1,85 1,22 1,11 0,86

Tabla 31.- Concentracion de radicales superédxido (Oz'} producida in vitro por los
macroéfagos de doradas inmunizadas con Adyuvante.

Tto./u.f.c./ RADICALES SUPEROXIDO (nmoles)
pocillo
(x1068) 0 2 2.5 3 3.5 4
MAF 7,07" 621" 561" 5,02" 454" 330"
NO MAF 6,80" 6,18" 557" 465" 428" 3,20"
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Discusion

V.1.- EXPERIENCIA I.- ACTIVIDAD BACTERICIDA DEL OXIDO
NITRICO Y LOS PEROXINITRITOS SOBRE Photobacterium
damselae subespecie piscicida.

Recientemente se ha demostrado que los macréfagos de
peces poseen una forma inducible de la enzima 6xido nitrico
sintasa, la cual les permite, cuando son estimulados, responder
con la produccion de 6xido nitrico (WANG y cols., 1995; LAING y
cols., 1999; CAMPOS-PEREZ y cols., 2000).

El estudio del efecto téoxico de estas moléculas nitrégeno
reactivas frente a diferentes patégenos de mamiferos ha sido
estudiado durante mucho tiempo. Asi, algunos autores destacan
los peroxinitritos como los radicales mas potentes para Escherichia
coli (BRUNELLI y cols., 1995), utilizando como donadores el SIN-1
y oxido nitrico gaseoso, o para Cdandida albicans (VAZQUEZ-
TORRES y cols., 1995 y 1996}, usando como donador para los
peroxinitritos el SIN-1, y nitroprusida sédica como generador de
oxido nitrico. Sin embargo, en los estudios realizados con
Leishmania mayor (ASSREUI y cols., 1994) y Cadndida albicans
(FIERRO y cols,. 1996), se atribuye el papel de radical mas toxico
al 6xido nitrico, usando en ambos casos SIN-1 y SNAP como

donadores.

Nuestros resultados se muestran conformes a los autores
que dan un papel preponderante a los peroxinitritos frente al 6xido

nitrico, pues fueron los primeros los que ejercieron un efecto toxico
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Discusién

superior sobre Photobacterium damselae subsp. piscicida (Figuras 8
y 9). Nuestros resultados para la disminuciéon de supervivencia en
cepas acapsuladas frente al ON (Figura 5) son semejantes a los
obtenidos por CAMPOS-PEREZ y cols. (2000a) para las cepas de la
bacteria que no presentaban el factor de autoagregacion. De igual
forma, ocurrié en la disminucién de la supervivencia de las cepas
capsuladas que dieron valores semejantes a los de las cepas de
Renibacterium salmoninarun con factor de autoagregacion
(CAMPOS-PEREZ y cols., 2000a).

El efecto toxico de los radicales superéxido sobre esta
bacteria se conocia con anterioridad (SKARMETA y cols., 1995;
BARNES y cols., 1999), por lo que la combinacién de dichos
radicales con el 6xido nitrico generando peroxinitritos puede dar

lugar a un efecto téxico mayor que el del 6xido nitrico por si solo.

Otros patégenos de peces como Renibacterium salmoninarum
y Aeromonas salmonicida han sido sometidos a ensayos de
toxicidad frente a estas moléculas nitrogeno reactivas (CAMPOS-
PEREZ y cols., 2000a), y a diferencia de nuestros resultados, se
han mostrado mas sensibles a la accion del 6xido nitrico que a la
de los peroxinitritos. El hecho de que Photobacterium damselae
subsp. piscicida presente una enzima superoxido dismutasa (SOD)
gque se expresa en situaciones de bajas concentraciones de oxigeno
(BARNES y cols., 1999), podria suponer un factor favorable para la

mayor actividad de los peroxinitritos, con relacién a otros agentes
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Discusioén

patégenos como Shigella flexneri (FRANZON y cols., 1990), y
Aeromonas salmonicida (BARNES y cols., 1996), cuyas SODs han
demostrado ser efectivas en la proteccién de las mismas frente a

radicales superoéxido, y por consiguiente frente a los peroxinitritos.

En bacterias patogenas de mamiferos se han descrito formas
de defensa frente a moléculas nitrégeno reactivas. Asi, Salmonella
thyphimurium cuando presenta una delecion en las bases que son
responsables de la sintesis de la enzima glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa, se muestra sensible a la accion de las moléculas
nitrégeno y oxigeno reactivas (LUNDBERG y cols., 1999). También
ha sido descrito el papel protector de algunas flavoproteinas
(CRAWFORD y GOLBERG, 1998 a y b).

Para la mayor parte de las bacterias patdégenas de los peces
casi no existe informacién en cuanto a la accién protectora de
proteinas ni de enzimas, habiendo sido asociada la resistencia a
estas moléculas a la presencia de factores de patogenicidad. En el
caso de Renibacterium salmoninarum, dicha resistencia se asocia a
la presencia de la proteina p-57, la cual se ha relacionado a
fenémenos de autoagregacion, aumento de la virulencia (BRUNO y
cols., 1990), inmunosupresion (WOOD y KAATTARI, 1996) y como
inhibidor de la “explosion respiratoria” (DENSMORE y cols., 1998).
En Aeromonas salmonicida, la presencia del Ilipopolisacarido
capsular-A ha sido asociado a la virulencia de las cepas que-lo

tienen, y a un efecto protector frente al mecanismo de defensa
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conocido como “explosién respiratoria” (KARCZEWSKI y cols.,

1991).

Photobacterium damselae subsp. piscicida posee en su
estructura un lipopolisacarido capsular el cual se ha relacionado
con un aumento de la virulencia (MAGARINOS y cols., 1995), y
resistencia al suero normal, siendo opsonizadas sélo las cepas
acapsuladas (ARIJO y cols., 1998). Todo ello demuestra que la
presencia de capsula ejerce un efecto protector de la bacteria frente
al ataque de células del sistema inmune. Nuestros resultados
muestran, en concordancia con los autores anteriores, que la
presencia de la capsula tiene un claro efecto protector de la
bacteria frente a estas moléculas nitrégeno reactivas. Y de acuerdo
con los resultados obtenidos por CAMPOS-PEREZ y cols. (2000a),
las cepas de Renibacterium salmoninarum que presentaban un
factor de autoagregacién fueron menos sensibles que las que no lo
tenian. En nuestro caso, Photobacterium damselae subsp. piscicida

en su forma capsulada, se comporté de forma similar.

V.2.- EXPERIENCIA 1II.- RESPUESTA INMUNE DE LAS

DORADAS INFECTADAS EXPERIMENTALMENTE CON

PHOTOBACTERIUM DAMSELAE SUBSP. PISCICIDA
Photobacterium damselae subsp. piscicida ha sido descrita en

varias de las especies marinas cultivadas, como lubina comun,
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lubina estriada y doradas, afectando en todos los casos a peces

que nunca superaron los 100 gr. de peso.

Existe un absoluto vacio de datos con relacion al
comportamiento de la dorada en la produccion de 6xido nitrico
como respuesta del sistema inmune inespecifico ante infecciones
bacterianas, y la sola existencia de datos en infecciones de especies
de aguas continentales, como en el pez gato infectado con
Edwarsiella ictaluri (SCHOOR Y PLUMB, 1994) o la trucha arcoiris
infectada con Renibacterium salmoninarum (CAMPOS-PEREZ y
cols., 2000b), en los cuales se observo una clara respuesta de los
peces infectados, elevando los niveles de ON (CAMPOS-PEREZ y
cols., 2000b) en la trucha y de L-citrulina en el pez gato (SCHOOR
Y PLUMB, 1994). Esto nos obligaba a probar como experiencia
previa con doradas (Sparus aurata) de diferente tamafio para

conocer su comportamiento en estos casos.

Nuestros resultados revelaron diferencias significativas en
relacion a la talla de los peces utilizados en los trabajos anteriores,
ya que en los peces de agua continental, la experiencia se habia
realizado con animales de gran tamaro, 400- 600 gr para la trucha
arcoiris (CAMPOS-PEREZ y cols., 2000b) y de 420 a 560 gr para el
pez gato (SCHOOR Y PLUMB, 1994). En €l caso de la dorada, estos
tamanos no mostraron alteracion ninguna respecto de los datos
analizados en los peces entre 150 y 300 gr ni en los de 400-600 gr

(Figura 10). En cambio, los peces de 30-75 gr, si que respondieron
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a la infeccion (Figura 10) aumentando los nitritos séricos. Estos
resultados parecen estar de acuerdo con los hallazgos de los
diferentes aislamientos de esta bacteria en peces marinos, donde
sOlo los animales hasta unas ciertas tallas (100 gr) son mas
susceptibles a la enfermedad, por lo que podemos suponer que la
respuesta de estos peces es acorde con la susceptibilidad que
tienen ante este agente patdogeno, y lo que es mas importante,
parece existir una diferencia clara en los mecanismos de respuesta
inmune de la dorada frente a Photobacterium damselae subsp.
piscicida en funcién del tamano/edad del pez. Por otro lado, el
incremento de la concentracién de ON sérico es absolutamente
paralela y similar al aumento de L-citrulina (Figura 11), siendo
estos resultados acordes con lo obtenido por los autores anteriores

en sus experiencias.

A diferencia de autores como LAING y cols. (1999) o
CAMPOS-PEREZ y cols. (2000b), los cuales detectaron la actividad
iNOS mediante la técnica de PCR en trucha arcoiris infectadas con
los patogenos de peces Aeromonas salmonicida y Renibacterium
salmoninarum respectivamente, en el presente trabajo no
obtuvimos resultados satisfactorios (Figura 12), a pesar de
comprobar que la enzima se habia activado con la produccién de
6xido nitrico y L-citrulina, pues en ninguno de los peces
muestreados logramos obtener la banda de 749 pares de bases que
buscabamos, circunstancia que pensamos se ha debido a la
existencia de diferencias en la secuencia génica que codifica para
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la enzima de la dorada con respecto a la de la trucha. Ademas, los
controles positivos y negativos de la técnica dieron en todo
momento los resultados esperados. Este resultado fue siempre el
mismo en todas las experiencias realizadas en el presente trabajo,
tanto en doradas sélo infectadas, como en aquellas previamente
inmunizadas. Este punto sin aclarar nos deja el camino abierto a
la perspectiva de realizar un estudio mas profundo con el fin de
probar diferentes juegos de cebadores para identificar una

secuencia de iNOS en dorada.

La ausencia de banda en la PCR nos llevd a pensar otra
opcioén para evaluar la actividad iNOS. Para ello decidimos hacer el
estudio de la L-citrulina, que es un coproducto del 6xido nitrico
cuando la activacién de la NOS hace que a partir de la arginina se
formen estos dos productos (LHENINGER y cols., 1993;
WEINBERG, 1998). En un principio, la L-citrulina sélo se describi6
ante la accién de las NOS calmodulina dependientes, por lo cual no
era utilizada para evaluar la actividad de la iNOS, pero trabajos
recientes (SCHOOR y PLUMB, 1994) demuestran la actividad de la
iNOS en pez gato inoculado experimentalmente con Edwardsiella
ictaluri, midiendo la cantidad de L-citrulina producida por los
macrofagos renales del pez. GROSS y cols., (1998) confirmaron que
el oxido nitrico y la L-citrulina pueden ser medidos en el
sobrenadante de cultivos de macréfagos de raton infectados con
Brucella suis, indicando esto la activacion de la iNOS, dato que

corroboraron inhibiendo la producciéon de 6xido nitrico y L-
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citrulina con L-NAME. También, HEGER y cols. (2002) demuestran
en ratones que la actividad iINOS puede ser medida por la

formacion de L-citrulina y 6xido nitrico.

La L-citrulina mostré un incremento sélo en los peces de 30-
75 gr, siguiendo un comportamiento similar al de los nitritos. Este
hecho esta en concordancia con los datos obtenidos por GROSS y

cols. (1998) y HEGER y cols. (2002).

V.2.1.- Respuesta de la dorada frente a 1la infeccion
experimental con Photobacterium damselae subsp. piscicida.
La produccién de ON a partir de la activacion de la
iNOS, juega un papel importante en el estudio del sistema inmune
inespecifico. La actividad de este producto ha sido involucrada en
la lucha frente a bacterias, virus, parasitos y células tumorales

(MONCADA y cols., 1991).

La activacion de la iNOS hace que la L-arginina sea usada
como substrato y mediante la accion de la NADPH se produzcan
ON y L-citrulina. El ON en presencia de oxigeno, y en una
suspension acuosa es convertido rapidamente a nitritos y nitratos,
los cuales son los que se pueden determinar (MARLETA y cols.,
1988). La produccion de ON en infecciones bacterianas por
especies gram negativas y gram positivas fue descrito por

THIEMERMANN (1997).
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La observacion in vivo de la produccion de ON en respuesta a
infecciones con patégenos, ha sido llevada a cabo por diversos
investigadores. Asi, SASAKI y cols., (1998) infectaron ratones con
Staphylococcus aureus observando que los ratones infectados
incrementaban en el tiempo las concentraciones de ON y la
supervivencia a la infeccion. BOOCKVAR y cols. (1994) infectaron
ratones con Listeria monocitogenes y encontraron incrementos en
las concentraciones de ON con respecto a los controles, y a los
grupos inoculados con L-NAME. Resultados similares han sido
descritos por VESPA y cols. (1994) en infecciones en ratones por

Tripanosoma cruzi.

En los peces, la observacion de la cinética del ON in vivo ha
sido realizada recientemente por CAMPOS-PEREZ y cols. (2000b),
en cuyo trabajo demostraron que las truchas arcoiris infectadas
con Renibacterium salmoninarum mostraban un aumento en las
concentraciones de nitritos séricos postinfeccién, y que estos
niveles eran mayores en las cepas que presentaban factores de
virulencia, como en este caso podria ser la capacidad de

autoagregacion.

Nuestros resultados fueron coincidentes con los de los
autores anteriores, pues las doradas infectadas con Photobacterium
damselae subsp. piscicida mostraban incrementos en las
concentraciones de nitritos plasmaticas en contraste con los

niveles basales encontrados en los controles (Figura 13). Cuando
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medimos los nitritos a los peces infectados con la cepa capsulada
se observé que los valores obtenidos eran superiores a los de los
peces infectados con cepas sin capsula (Figura 13), estos datos nos
hicieron relacionar la presencia del factor de patogenicidad
“capsula” como responsable de esta mayor actividad, al igual que
describieron CAMPOS-PEREZ y cols. (2000b) para el factor de

autoagregacion de Renibacterium salmoninarum.

No obstante, existe una importante diferencia con los
resultados obtenidos por CAMPOS-PEREZ y cols. (2000b), donde
ellos observaron un aumento en las concentraciones de nitritos
hasta los 21 dias, mientras que nosotros observamos el pico de
producciéon a las 24 horas postinfeccion. Esta diferencia podria
basarse en la propia idiosincrasia de cada patdégeno, pues
Renibacterium salmoninarum se caracteriza por afectar de forma
cronica a sus huéspedes, pudiendo esa caracteristica condicionar
una respuesta mas sostenida en el tiempo que en el caso de
Photobacterium damselae subsp. piscicida, la cual suele cursar en
las especies marinas de forma aguda o sobreaguda, esto podria
hacer que la dorada responda de una manera mucho mas rapida y

corta que la trucha arcoiris.

Los resultados obtenidos en nuestras mediciones de L-
citrulina muestran que los peces infectados reaccionan
produciendo L-citrulina con una producciéon equimolar a la de ON

(Figura 15), datos que son conformes a lo expresado por otros
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autores como SCHOOR y PLUMB (1994) en pez gato, GROSS y
cols., (1998) en macréofagos de raton infectados con Brucella suis.
En ratones, HEGER y cols. (2002) comprobaron que la actividad
iNOS puede ser medida por la formacion de L-citrulina junto con
6xido nitrico. Ademas, también observamos el efecto potenciador
que la capsula bacteriana ejerce en el grado de respuesta de los

peces, de la misma forma que ocurri6 con el ON.

En nuestro estudio hay que destacar el absoluto paralelismo
tanto en el nivel de respuesta, como en su duracién respecto a las
mediciones de nitritos y L-citrulina. Ademas, los resultados
mostraron diferencias muy significativas (p<0.01) para los dos
productos analizados a las 24 y 48 horas, y sé6lo significativas
(p<0.05) para el resto de los tiempos de medicién, al comparar los
valores de los peces infectados con la cepa capsulada o
acapsulada. Con respecto a los controles para los dos productos
analizados, las diferencias fueron muy significativas (p<0.01) en un
periodo de tiempo mas largo (de 6 a 144 horas) cuando las cepas
se usaron en su forma capsulada, pasando a ser sélo significativa
en el resto de los tiempos. Estos resultados estan en concordancia

con los obtenidos previamente por los autores ya citados.

Finalmente, el L-NAME inhibié la producciéon de L-citrulina y
o6xido nitrico en todos los peces tratados, existiendo diferencias de
nivel muy significativo (p<0.01) entre peces tratados y no tratados,

con independencia de que posteriormente fueran infectados con
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cepas capsuladas o acapsuladas, durante un largo periodo de
tiempo (6 a 144 horas). Mientras que a las 312 horas las
diferencias sélo fueron a un nivel significativo (p<0.05). Este hecho
coincide con los resultados obtenidos por otros autores GROSS y
cols. (1998).

V.2.2.- Respuesta inmune de la dorada tras la vacunacion con
bacterina de Photobacterium damselae subsp. piscicida y
posterior infeccion.

Los peces inmunizados con Photobacterium damselae subsp.
piscicida capsulada mostraron niveles mas altos en las
concentraciones plasmaticas de nitritos en contraste con los
niveles encontrados en los peces no inmunizados. La utilizacion de
vacunas con Photobacterium damselae subsp. piscicida ha
demostrado la eficacia de las mismas cuando incorporamos
lipopolisacaridos, frente a aquellas preparadas exclusivamente con
la cepa formolizada o con productos extracelulares (MAGARINOS y
cols., 1994, 1999). Las vacunas con LPS han demostrado ser mas
eficaces incrementando la actividad fagocitica (SALATI y cols.,
1987; SAKAI, 1999) y la capacidad migratoria de los macréfagos
(Mac ARTHUR y cols., 1985 cit. SAKAI, 1999), y aumentando la
resistencia a las infecciones postvacunales tanto naturales como
experimentales (KAWAKAMI y cols., 1997 y 1998). Estos efectos
producidos por los LPS producen han sido similares a los que
nosotros obtuvimos utilizando la bacterina enriquecida con
polisacaridos capsulares, la cual indujo una respuesta mayor en el
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sistema inmune, y en especial en los macréfagos encargados de la

produccion y liberacion del ON.

Los valores de los nitritos en el suero sanguineo medidos a
los peces inmunizados, y posteriormente infectados con la cepa
capsulada, se incrementaron en el tiempo, mostrando una cinética
similar a la de los peces infectados sin inmunizar pero con una
magnitud mucho mayor (Figura 18), demostrando el efecto positivo
que la inmunizaciéon tuvo en la respuesta a la infeccién en este
grupo de peces. Estos datos nos hacen relacionar la presencia del
factor de patogenicidad “capsula” como un potente agente
inmunégeno, al igual que describieron CAMPOS-PEREZ y cols.
(2000Db) en el trabajo realizado con el factor de autoagregaciéon de
Renibacterium salmoninarum, en el cual inmunizaron truchas con
Renibacterium salmoninarum con dicho factor, siendo sus
resultados también similares a los nuestros en el sentido descrito.
Los resultados obtenidos con la L-citrulina se comportaron como

los de los nitritos (Figura 19).

Al observar los resultados en funcién de que los peces fuesen
vacunados o no con Adyuvante ‘de Freund Incompleto,
encontramos niveles mas altos en las concentraciones plasmaticas
de nitritos en peces inmunizados con Adyuvante de Freund, que en
los peces inmunizados sin Adyuvante. Estos resultados son
similares a los obtenidos por CAMPOS-PEREZ y cols. (2000b).

Desde hace anos se ha descrito la mayor eficacia de la vacunaciéon
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con inmunoestimulantes como el Adyuvante de Freund
(PATERSON y FRYER, 1974 cit. SAKAI, 1999). La utilizaciéon de
vacunas frente a Aeromonas salmonicida con Adyuvante de Freund
también se ha referido como mas efectiva en salmoén (OLIVIER y
cols., 1985). KAWAKAMI y cols. (1998) citan la mayor eficacia de la
vacunaciéon cuando utilizaron una vacuna con LPS y Adyuvante de
Freund frente a Photobacterium damselae subsp. picicida en
seriola. Comparando nuestros resultados con los descritos por
estos autores, la utilizacion de Adyuvante de Freund en la
vacunacién de peces incrementa de forma cuantitativa y cualitativa
la respuesta del sistema inmune inespecifico ante una infeccion

posterior.

Por tanto, estos resultados nos indican que la vacunacion
con LPS mas Adyuvante de Freund incrementa la respuesta

inmune de los peces de forma inespecifica.

V.2.3.- Respuesta inmune de los macrofagos obtenidos de
peces inmunizados e infectados.

Los resultados obtenidos indican que la dorada responde
ante la presencia de Photobacterium damselae subsp. piscicida con
una activaciéon del sistema inmune inespecifico, y mas
concretamente con la activacion de la iNOS, lo cual provoca la
aparicion de elevados niveles de ON y L-citrulina en el
sobrenadante de los pocillos (Figuras 20 y 21). Esta observacion ha

sido previamente hecha por SCHOOR y PLUMB (1994), los cuales
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demostraron la actividad iINOS en el pez gato inoculado
experimentalmente con Edwardsiella ictaluri, midiendo la cantidad
de L-citrulina producida por los macréfagos renales del pez.
GROSS y cols. (1998) corroboraron el aumento del 6xido nitrico
medido en el sobrenadante de cultivos de macréfagos de ratones
infectados con Brucella suis y el incremento de L-citrulina en dicho
sobrenadante. Ademas, inhibieron la produccién de éxido nitrico y
L-citrulina con L-NAME. Igualmente, HEGER y cols. (2002)
demostraron en ratones, que la actividad iNOS puede ser medida

por la formacién de L-citrulina junto con 6xido nitrico.

En nuestro caso, y al igual que ocurrié en la experiencia in
vivo, los macrofagos de los peces inmunizados con Adyuvante
tuvieron un incremento mayor en las concentraciones de ON y L-

citrulina.

Hay que resaltar que tanto para el 6xido nitrico como para la
L-citrulina, y con independencia de que los macréfagos hubiesen
sido o no tratados previamente con MAF, aquéllos procedentes de
peces inmunizados con adyuvante, mostraron en todas las
mediciones realizadas diferencias muy significativas (p<0.01) con
respecto a los controles, mientras los inmunizados sin adyuvante
con respecto a los controles mostraron ese nivel de significacion
estadistica sb6lo entre las 24 y 48 horas postinfeccién. Ademas,

entre los dos grupos probados (inmunizados con adyuvante y sin
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adyuvante) existieron diferencias muy significativas (p<0.01) en

todas las mediciones realizadas.

Sin embargo, no parece que los MAF jueguen un papel
decisivo en este modelo de respuesta inmune de la dorada, pues no
existi6 marcada diferencia en la respuesta que dieron los
macréfagos tratados y no tratados (Figuras 20 y 21), sin importar
que el grupo fuera inmunizado con o sin Adyuvante Incompleto de

Freund.

Sélo existi6 significacién estadistica al nivel mas bajo
(p<0.05) en el grupo de los peces inmunizado con adyuvante para
las mediciones realizadas a las 24 y 48 horas para el caso del ON,

y sblo a las 48 horas para la L-citrulina.

Por otro lado, la actividad que los MAF desarrollan en células
fagociticas de peces va encaminada fundamentalmente a la
estimulaciéon de la “explosion respiratoria” produciendo moléculas
oxigeno reactivas (GRAHAM y cols., 1988; MARSDEN y cols.,
1994). Varios autores (SHOBER y cols., 1993; HARDIE y cols.,,
1994; SCHOOR y PLUMB, 1994) han demostrado la presencia de la
iNOS en los teledsteos, y el posible papel que esta enzima y los
productos de su metabolismo (ON y L-citrulina) tienen en la
eliminacion de las enfermedades en los peces. Los datos ofrecidos
por estos autores indican que con la estimulaciéon adecuada se
registran diferencias de respuesta entre los peces tratados con
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MAF y los no tratados. En nuestro caso la inexistencia de esas
diferencias podrian explicarse basandonos en trabajos de otros
autores como TAFALLA y cols. (2000) donde describen que cuando
hacen diluciones de los MAF, obtenidos de cultivos de macrofagos
estimulados con LPS, algunas de las diluciones menos
concentradas ya no provocan respuesta. En nuestro caso pudo
suceder que los MAF obtenidos, no tuvieron la concentracion
adecuada para estimular a los macrofagos. Segiin HARDIE y cols.
(1996) la estimulacion de los macréfagos con las citoquinas
adecuadas, provoca una mayor actividad en los tratados que en los
no tratados. Otra posibilidad es que los MAF que nosotros hemos
utilizado adolezcan de alguna de las citoquinas que estimulan la
respuesta del macréfago. Una ultima posibilidad de no encontrar
respuesta con la estimulacién de los MAF podria estar en el propio
pez, en el cual ya hemos visto que no responde igual en la
activacion de la iNOS en funcién de su talla/edad, por lo que
podria ocurrir que la dorada presente en otras tallas una respuesta
mas positiva a los MAF que la que nosotros describimos con la

talla muestreada.

Con respecto al mecanismo de la “explosion respiratoria” por
parte de los macréfagos que fueron o no estimulados con MAF, los
resultados obtenidos revelaron una actividad de los macréfagos de
los peces inmunizados superior a la de los no inmunizados, y
dentro de éstos, superior en los inmunizados con adyuvante que en

los inmunizados sin adyuvante (Figura 22). Sin embargo, no
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observamos diferencias estadisticamente significativas entre el
grupo tratado con MAF y los no tratados, a pesar de que se ha
descrito que la actividad de los MAF en células fagociticas de peces
va encaminada fundamentalmente a la estimulacién de la
“explosion respiratoria” produciendo moléculas oxigeno reactivas

(GRAHAM vy cols., 1988; MARSDEN y cols., 1994).

Asi, los macrofagos de peces inmunizados con adyuvante
respondieron con diferencias muy significativas (p<0.01) respecto a
los controles durante todas las mediciones de la experiencia,
mientras que sé6lo encontramos diferencias a nivel significativo
(p<0.05) al comparar los valores de los radicales superéxido
procedentes de los macréfagos de los peces inmunizados sin
adyuvante con los controles, y al comparar los dos grupos de peces

inmunizados con y sin adyuvante.

En nuestro caso no se observaron diferencias entre los
macrofagos que fueron tratados con MAF y aquellos que no lo
fueron. Aunque exactamente no conocemos la causa de estos
resultados, si hemos encontrado que en determinadas diluciones
de los MAF no encuentran respuestas (TAFALLA y cols., 2000), lo
cual nos podria haber ocurrido a nosotros al producir los MAF, los
cuales no tuviesen la concentracion suficiente de citoquinas para
estimular a nuestros macroéfagos. Sin embargo, los protocolos

seguidos en la obtencion de los MAF utilizados para estimular la
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“explosion respiratoria” de los macroéfagos, se hizo siguiendo el

método aceptado y descrito por HARDIE y cols. (1996).

Por eso, dicha respuesta podria ser un efecto de la
edad/tamarno de los peces donantes, en nuestro caso 35-70 gr. Al
igual que otras respuestas que hemos encontrado en el desarrollo
de este trabajo, es posible que los macréfagos se estimulen en
mayor o menos medida por los MAF, en funcién de un caracter
edad-dependiente, lo cual obliga a realizar investigaciones

posteriores.
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Conclusiones

PRIMERA.- Las moléculas nitrogeno reactivas (6xido nitrico y
peroxinitritos) ejercen un efecto téxico sobre la supervivencia
de Photobacterium damselae subsp. piscicida, siendo los
peroxinitritos los que presentan mayor efecto bactericida, de
un 20.5% para las cepas capsuladas y un 15.7% para las no

capsuladas.

SEGUNDA.- La respuesta inmune inespecifica de la dorada basada
en la producciéon de o6xido nitrico estd condicionada por un
factor edad/tamafo dependiente, ejerciendo un claro papel en

peces de 30-75 gr pero no en tamanos superiores.

TERCERA.- La presencia del polisacarido capsular ejerce un efecto
claramente protector para la supervivencia de la bacteria, y
estimula con mayor potencia la respuesta inmune

inespecifica mediante la produccién de 6xido nitrico.

CUARTA.- La infeccion experimental con Photobacterium damselae
subsp. piscicida produce en la dorada un nivel de respuesta
paralelo en intensidad y duracién respecto de las
concentraciones de nitritos y L-citrulina en el suero
sanguineo. Las diferencias de las doradas infectadas con la

cepa capsulada, respecto de las infectadas con la no

S
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capsulada, son estadisticamente muy significativas (p<0.01)
para ambos productos a las 24 y 48 horas, y sélo
significativas (p<0.05) para el resto de los. tiempos

analizados.

QUINTA.- El Ng-nitro-l-arginina metil éster (L-NAME) inhibe la
produccién de L-citrulina y nitritos en todos los peces
tratados respecto de los no tratados, existiendo diferencias
muy significativas (p<0.01) hasta las 312 horas

. postinfeccién, con independencia de que sean infectados con

la cepa capsuladas o no capsulada.

SEXTA.- Sobre la base de los incrementos de nitritos y L-citrulina
obtenidos en el suero de las doradas infectadas
experimentalmente, y la anulaciéon de esta respuesta inducida
por la aplicaciéon del Ng-nitro-l-arginina metil éster (L-NAME),
la activaciéon de la 6xido nitrico sintasa inducible en estos

animales resulta evidente.

SEPTIMA.- En la dorada, la deteccién de la 6xido nitrico sintasa
inducible (INOS) en los tejidos y cultivos de macrofagos
mediante la técnica de PCR, no es posible utilizando los

cebadores descritos previamente en otras especies de peces.
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OCTAVA.- La inmunizacién de las doradas con la bacterina

asociada al Adyuvante Incompleto de Freund, en comparacion
con los peces a los que no se les sumistra adyuvante, eleva los
niveles de respuesta inmune inespecifica, basada en la
determinacién de nitritos y L-citrulina en el suero sanguineo
mostrando diferencias muy significativas (p<0.01) entre las 24

y 144 horas de la experiencia.

NOVENA.- Con respecto a los peces solamente infectados, la

inmunizaciéon de las doradas con la bacterina, incrementa los
niveles de respuesta inmune inespecifica basada en la
determinacion de nitritos y L-citrulina en el suero sanguineo,
y muestra diferencias muy significativas (p<0.01) entre las 24
y 312 horas en los peces que recibieron adyuvante y entre las

72 y 312 horas en los que no lo recibieron.

DECIMA.- Los niveles de nitritos y L-citrulina medidos en el cultivo

de macréfagos, al igual que ocurriera con las determinaciones
in vivo, alcanzaron su valor maximo a las 24 horas, y
muestran diferencias muy significativas (p<0.01) en todas las
mediciones realizadas entre los macrofagos procedentes de

peces inmunizados con y sin adyuvante de Freund.
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DECIMO PRIMERA.- Los factores activadores de los macrofagos

(MAF) no juegan un papel decisivo en la respuesta inmune
inespecifica de las doradas de esta talla/edad, facilitando la
activacion de la o6xido nitrico sintasa inducible, con
independencia de que los peces se hayan inmunizado con o
sin Adyuvante Incompleto de Freund, pues no existen
diferencias significativas (p<0.05) entre ambos grupos a lo

largo de la experiencia.

DECIMO SEGUNDA.- El mecanismo de la “explosiéon respiratoria”

184

por parte de los macroéfagos desarrolla una respuesta mayor
en los peces inmunizados frente a los no inmunizados, y
dentro de los primeros, superior en aquellos que recibieron
Adyuvante Incompleto de Freund frente a los que no lo

recibieron.
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Resumen

Actualmente, la pasterelosis es un problema de primer orden
en la acuicultura mundial, representando en el Archipiélago

Canario una de las enfermedades mas prevalentes.

La respuesta inmune inespecifica de los peces frente a
determinados patégenos, con relaciéon a la actividad de la 6xido
nitrico sintasa inducible (iINOS) y al efecto bactericida de los
productos que derivan de esta actividad, es todavia un terreno

poco explorado.

En este trabajo se estudi6 el efecto bactericida que poseen el
o6xido nitrico y los peroxinitritos sobre el cultivo in vitro de
Photobacterium damselae subespecie piscicida. Ademas tratamos de
determinar los niveles séricos de nitritos y L-citrulina en peces
infectados respecto de peces inmunizados, estos tltimos con y sin
Adyuvante Incompleto de Freund, e incluso intentamos detectar la
expresion de la enzima 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS)
mediante PCR. Finalmente, hemos pretendido medir los niveles de
L-citrulina y nitritos en cultivos de macrofagos procedentes de las
doradas (Sparus aurata) inmunizadas, tratados y no tratados con
factores activadores de los macrofagos (MAF), asi como cuantificar
la "explosion respiratoria". Hemos medido el nivel de significacion
estadistica de las diferencias obtenidas entre grupos (p<0.01 6
p<0.05) mediante un modelo de analisis lineal de un solo factor

con el programa SPSS (v8).
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Resumen

Nuestros resultados mostraron la sensibilidad de la bacteria a
las moléculas nitréogeno reactivas (6xido nitrico y peroxinitritos) con
un mayor efecto téxico en el caso de los peroxinitritos. La capsula
mostré un efecto protector de la bacteria frente al ataque de estos

productos.

Respecto a la infeccibn experimental encontramos sélo
respuesta en los peces entre 30- 75 gr. Tanto en la infeccién con la
cepa capsulada como acapsulada encontramos que, en ambos
casos, los peces responden incrementando los niveles séricos de
nitritos y L-citrulina, con cinéticas similares pero con intensidades
diferentes, siendo la respuesta en todos los casos superior en el
caso de la infeccion con la cepa capsulada. La expresion de la
enzima INOS no pudo ser detectada mediante PCR con los

cebadores utilizados en trabajos previos.

En la experiencia de inmunizaciébn encontramos que la
cinética de produccion de nitritos y L-citrulina era similar a la de la
experiencia anterior, y que la utilizacion de adyuvante en la
vacunacion provoco un incremento en el nivel de respuesta. Los
macrofagos procedentes de estos peces se estimularon al tener
contacto con la bacteria mostrando un incremento en las
concentraciones de 6xido nitrico y L-citrulina, y con una cinética
similar. Los macrofagos de peces inmunizados con adyuvante
dieron una respuesta mayor que los de peces inmunizados sin

adyuvante. El tratamiento con MAF no incrementé los niveles de
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Resumen

respuesta medidos en los cultivos de macréofagos. La "explosiéon
respiratoria" fue mucho mayor en los macréfagos obtenidos de los
peces inmunizados con adyuvante que en los peces inmunizados
sin adyuvante, y a su vez, superior a la que desarrollan los peces

infectados.
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Summary

Fish pasteurellosis is one of the major problem in the world
aquaculture, and it is also in the Canary Islands one of the more

prevalent diseases.

Nonespecific immune response of fish against specific
pathogens, with relation to the nitric oxide synthase (iNOS) activity
and the bactericidal effect of the products coming from this

activity, is still an inexplorated field.

In this study, we have tried to evaluate the bactericidal effect
of nitric oxide and peroxinitrites on the in vitro culture of
Photobacterium damselae subspecie piscicida. Furthermore, we
have tried to determine the nitrites and L-citrulline serum levels of
infected fish with regard to immunised fish, the last made with and
without Freund’s uncomplete adjuvant, and we have even tried to
detect the nitric oxide synthase enzyme expression through PCR.
Finally, we have pretended to evaluate the L-citrulline and nitrites
levels in macrophages from immunised gilthead seabream (Sparus
aurata), treated and untreated with macrophages activating

factors, and measuring the “respiratory burst”. We have also
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Summary

measured the level of statistics meaning of the differences obtained
between groups (p<0.01 or p<0.05) through a GLM procedure with

the program SPSS (v8).

Our results showed the bacterial sensitivity to the reactive
nitrogen molecules (nitric oxide and peroxinitrites) with a higher
toxic effect for the peroxinitrites. The capsule showed a protective

effect of the bacteria against the attack of these products.

With regard to the experimental infection, we have only found
some response in 30-75 gr weight fish. Infection with capsulated as
much as non-capsulated bacteria, in both cases, increased of the
nitrites and L-citrulline serum levels, showing similar kinetics but
different intensities. In all cases, the response showed by infected
fish with the capsulated strain was higher. The iNOS expression
could not be detected by PCR with the primers used in previous

studies.

Immunisation trial we showed a similar kinetics nitrites and
L-citrulline to the former trial, and the adjuvant used in the
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Summary

vaccination, increased the level of response. Macrophages from
adjuvant immunised fish were stimulated after introducing the
bacteria in the culture medium, showing a higher serum levels of
nitrites and L-citrulline but with a similar kinetics. This group of
macrophages also showed a higher response than those from
immunised fish without adjuvant. The treatment with MAF did not
increase the levels response measured in the macrophage cultures.
The “respiratory burst” was stronger in the macrophages from
adjuvant immunised fish than fish immunised without adjuvant,

and also higher than that developed for only infected fishes.
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Anexos

ANEXO 1.- Direcciones de Laboratorios y casas comerciales

utilizadas en este trabajo.

Amersham-Phamacia: Parc Tecnologic del Valles, Cerdanyola,
Barcelona, Espana.

Biochrom KG: Berlin, Alemania.

Biomerieux: Madrid, Espana.

Bio-Rad Laboratorios S.A.: Lopez de Hoyos, Madrid, Espaiia.

Biotech: Houston, Texas, Estados Unidos de América.

Calbiochem: Boulevard Industrial Park, Nothingham, Reino
Unido.

Corning: Badhoevedorp, Holanda.

Cultimed: Panreac Quimica $S.A.,, Montcada i Reixac,
Barcelona, Esparia.

Eppendorf: Netheler-Hinz, Hamburgo , Alemania.

Genset S.A.: Paris, Francia.

Gibco: Life Technologies S.A., Parque Mas Blau, Prat de
Llobregat, Barcelona, Espafa.

Hybaid: Bruselas, Bélgica.

Oxoid: Unipath Espafia S.A., Via de Los Poblados, Madrid,
Espafia.

Panreac Quimica S.A.: Montcada i Reixac, Barcelona, Esparia.

ProAqua: California, Estados Unidos de América.

Promega: Innogenetic Diagnéstica y Terapéutica S.A.,
Barcelona, Espafia.

Sigma-Aldrich Quimica S.A.: Alcobendas, Madrid, Espaiia.
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