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Introduccion

L.- INTRODUCCION

La acuicultura es una actividad que puede definirse como el cultivo de
organismos acuaticos con técnicas encaminadas a hacer mas eficiente la produccion.
El cultivo acudtico abarca muy variadas practicas y una amplia gama de especies,

sistemas y técnicas de produccion.

El mayor reto al que se enfrenta la humanidad para las préoximas décadas, a
parte de la obtencion de energia, es alimentar a los 9.600 millones de personas que
habitaran el planeta tierra hacia el afio 2050. El reto es complejo dada la limitada
disponibilidad de los recursos naturales y dada la necesidad de respetar los
ecosistemas y la persistencia, atin hoy, de los mas de 800 millones de personas que

sufren desnutricion cronica (APROMAR, 2015).

Actualmente, la acuicultura juega un papel importante en los esfuerzos por
eliminar el hambre y la malnutricion al proveer alimentos ricos en proteinas,
vitaminas y minerales. Ademas puede contribuir a reducir la pobreza mejorando los
ingresos econdmicos, fomentando el comercio local e internacional y ofreciendo

oportunidades de empleo.

La acuicultura ha superado en produccién a la pesca por primera vez en
2013 con 97,20 millones de toneladas a nivel mundial, frente a las 93,8 millones de
toneladas de las capturas. Por tanto, mas del 50% de los productos acuaticos en 2013

provienen de la acuicultura (APROMAR, 2015).

La FAO (2010) considera que la acuicultura contribuye de manera efectiva
a la utilizacion eficaz de los recursos naturales, a la seguridad alimentaria y al
desarrollo economico, con un limitado y controlable impacto sobre el medio

ambiente.
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A medida que la acuicultura se intensifica y diversifica, los peligros y
riesgos bioldgicos para los animales, las personas y los ecosistemas también
aumentan en numero y diversidad. Entre los peligros se encuentran las
enfermedades infecto-contagiosas que afectan a las explotaciones, los problemas de
la salud ptblica en relacion con los residuos y la resistencia a agentes
antimicrobianos, las zoonosis, la aparicion de especies exdticas invasoras, la
liberacion de organismos modificados genéticamente y los riesgos que el cambio

climatico plantea para la bioseguridad.

El movimiento no controlado, a nivel nacional e internacional, de huevos y
progenitores infectados constituye una via probada de introduccién y diseminacion
de estos patdgenos. Las enfermedades infecciosas estan limitando el desarrollo y la
sostenibilidad de la industria a causa de las pérdidas directas, los crecientes costes
de funcionamiento, el desempleo, las restricciones del comercio y los efectos en la

biodiversidad.

Para controlar estas enfermedades se emplean, habitualmente, agentes
quimioterapéuticos, desinfectantes o vacunas. En general, estos productos han
incrementado la eficiencia de la produccién y la industria acuicola las ha ido
incorporando rapidamente gracias a un aprendizaje mejorado y un mayor
entendimiento de la aplicacion de la gestion sanitaria y de la bioseguridad a la
acuicultura. Se reconocen sus beneficios en una amplia gama de aplicaciones, entre
las que se encuentran, el desarrollo de nuevas especies destinadas a la acuicultura,
las alternativas a estrategias de prevencion fallidas, el desarrollo de la tecnologia de

cria y el bienestar de los animales.

No obstante, cada vez resultan mas limitado el uso de muchos

medicamentos veterinarios por los dafios que pueden causar. Tales dafios estan
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relacionados con la resistencia bacteriana, los residuos de agentes antimicrobianos
en los productos de consumo, los costes para poner remedio a los efectos no
deseados y la fiabilidad de su eficacia en diferentes medios acudticos. A medida que
se extiende su utilizacién aumentan las preocupaciones sobre el uso irresponsable,
como por ejemplo el uso encubierto de productos prohibidos, la utilizacién
inadecuada derivada de un diagndstico incorrecto o el abuso debido a una falta de

asesoramiento profesional.

Para poder luchar contra las enfermedades infecciosas en acuicultura, es
indispensable tener los conocimientos necesarios sobre ellas. La comprension de la
patogenia, difusion y la transmision de la enfermedad es clave para el control y la
prevencion de la misma. En este sentido, la investigacion juega un papel

fundamental.

La investigacion en la prevencion de las enfermedades infecto-contagiosas
es el campo en el que los cultivos celulares y los ensayos in vitro han sido

mayoritariamente aplicados en acuicultura.

La aplicacion de estrategias preventivas y de control requiere obtener
suficiente informacion de: a) mecanismos de patogénesis; b) la interaccion entre el
hospedador y los patdgenos; y c¢) mecanismos de defensa del hospedador. Mejorar
la resistencia a la enfermedad seleccionando caracteres genéticos apropiados se ha

convertido en un enfoque interesante (Villena, 2003).

La expansion de la pasterelosis, como se conoce comunmente a la
enfermedad producida por la bacteria Photobacterium damselae subespecies piscicida,
ha llegado a convertirse en un problema de primer orden en la acuicultura marina
mundial. En el Archipiélago Canario es una de las enfermedades de mayor

prevalencia y repercusion econdmica para la acuicultura, con una tendencia de
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presentacion estacional, en épocas estivales. La dorada (Sparus aurata), junto a la
lubina (Dicentrarchus labrax) cuyos valores econdmicos son elevados, son de las

especies de peces mas afectadas por este patdgeno.

A pesar de los estudios sobre la inmunologia de la dorada, la informacion
sobre la patogénesis de la pasterelosis es todavia escasa. La mayoria de los estudios
in vitro se centran en lineas fagociticas para estudiar la inmunidad no especifica
contra este patdgeno, siendo poca la informacion sobre la supervivencia de
Photobacterium damselae subsp. piscicida en células no especializadas en la fagocitosis

y, por tanto, en los tejidos del pez.

Con la elaboraciéon del presente trabajo, se pretende estudiar varios
aspectos de la interaccion de Photobacterium damselae subespecies piscicida en dorada
a través de diferentes estudios realizados in vitro con células no fagociticas de
dorada (SAF-1), uno de sus hospedadores naturales de mayor relevancia bioldgica y

econdOmica.
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IL.- OBJETIVOS

Con lo expuesto anteriormente, los objetivos que nos hemos planteado en

el presente estudio son:

1) Analizar la cinética de invasién celular de Photobacterium damselae
subespecies piscicida mediante su interaccion con la linea celular fibroblastica de

aleta de dorada SAF-1.

2) Dilucidar el trafico intracelular de Photobacterium damselae subespecies

piscicida en la linea celular fibroblastica de aleta de dorada SAF-1.

3) Estudiar la respuesta inmunitaria de células no fagociticas (linea celular
SAF-1) de dorada infectadas con Photobacterium damselae subespecies piscicida a

través de la expresion génica de citoquinas y gen Mx por PCR a tiempo real.
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IIL.- REVISION BIBLIOGRAFICA

II1.1.- Las enfermedades infecciosas en acuicultura

Son muchas las infecciones bacterianas que pueden afectar a las granjas de
acuicultura. En la bibliografia se describen infecciones por Vibrio spp., Aeromonas
spp., Photobacterium damselae subsp. piscicida, Tenacibaculum maritimum y otras
flexibacterias, Pseudomonas spp., y Streptococcus spp., entre otras. La mayoria de
estos microorganismos forman parte del medio acuatico, y solo en determinadas
circunstancias van a sobrepasar las barreras defensivas de los peces. Es de especial
interés en Canarias, la infeccion causada por Photobacterium damselae subespecies

piscicida, sobre la que profundizaremos mas adelante.

Algunas de las enfermedades mds importantes de origen bacteriano que

afectan a las granjas de acuicultura marina y continental son:

* Vibriosis: dentro de la familia Vibrionaceae, las especies que causan mayores
pérdidas econdmicas son Vibrio anguillarum, V. ordalii, V. salmonicida y V.
vulnificus biotipo 2 (Toranzo, 2004). Vibrio anguillarum, agente etiologico de la
vibriosis clasica, tiene una amplia distribuciéon mundial causando septicemia
hemorrégica en gran variedad de peces de importancia econdmica, como el
salmon pacifico (Oncorhynchus kisutch) y salmon Atlantico (Salmo salar),
trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), rodaballo (Psetta maxima), lubina
(Dicentrarchus labrax), dorada (Sparus aurata), lubina estriada (Morone
saxatilis), bacalao (Gadus morhua), anguila japonesa (Anguilla japdnica),
anguila europea (Anguilla anguilla) y ayu (Plecoglossus altivelis altivelis)
(Toranzo y Barja, 1993; Actis y cols., 1999). Los peces afectados muestran
signos tipicos de una septicemia generalizada con hemorragia en la base de

las aletas, exoftalmia y opacidad corneal. Los peces moribundos
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frecuentemente tienen anorexia con branquias palidas que indican una

anemia severa. A menudo se observan edemas, sobre todo en la hipodermis.

Forunculosis: Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida es el agente etiologico
de esta enfermedad que causa graves pérdidas econdmicas en salménidos.
También afecta a peces no salmonidos y tiene una amplia distribucion
(Toranzo y cols.,, 1991a; Toranzo y Barja, 1992; Austin y Adams, 1996;
Bernoth, 1997; Ellis, 1997; Bricknell y cols., 1999; Hiney y Oliver, 1999). La
enfermedad tipica se desarrolla con una septicemia hemorragica cronica o
aguda, a menudo con necrosis por licuefaccién extensa. En los casos agudos,

suelen aparecen ulceras profundas.

Flexibacteriosis marina: causada por Tenicibaculum maritimum (Wakabayashi
y cols., 1986; Bernardet y Grimont, 1989; Sukui y cols., 2001). Presenta una
amplia distribucién en peces de cultivo y salvajes en Europa, Japon, Norte
América y Australia (McVicar y White, 1979 y 1982; Wakabayashi y cols.,
1986; Devesa y cols., 1989; Pazos y cols., 1993; Chen y cols., 1995; Handlinger
y cols., 1997; Ostland y cols., 1999; Santos y cols., 1999; Avendano-Herrera y
cols., 2004). Entre los peces de acuicultura, la enfermedad se ha descrito en
rodaballo, lenguado (Solea senegalensis), dorada, lubina, besugo (Pagellus
bogaraveo), chopa (Acanthopagrus schlegeli), platija (Platichthys flesus) y
salmoénidos. Aunque pueden verse afectados tanto adultos como juveniles,
los peces mas jovenes sufren una forma mas severa de enfermedad. Se ha
descrito un aumento en la prevalencia y severidad de la enfermedad con
temperaturas cercanas a los 15°C. Ademas de la temperatura del agua,
influyen factores como el estrés y relacionados con el hospedador (estado de

la piel) (Magarinos y cols., 1995). En general, los peces afectados tienen la
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boca erosionada y hemorrdgica, lesiones ulcerativas en piel, aletas
deshilachadas y podredumbre de la cola. La pérdida de la superficie
epitelial, es una puerta de entrada para otras bacterias o parasitos (Toranzo,

2004).

Pseudomonadiasis: dentro del Género Pseudomonas, Pseudomonas
anguilliseptica se considera el patdogeno mas importante para los peces de
acuicultura (Toranzo y Barja, 1993; Austin y Austin, 1999). La enfermedad se
ha descrito en anguilas (Japon, Taiwan, Dinamarca, Escocia), chopa y ayu
(Japon), salmonidos (Finlandia), arenque (Mar Baltico) (Toranzo, 2004) y
desde 1995 se considera responsable de la enfermedad del invierno “Winter
disease sindrome” de la dorada cultivada en el Mediterrdneo (Berthe y cols.,
1995; Doménech y cols., 1997). También se ha descrito como un patdgeno
emergente en rodaballo y besugo en Espana (Lopez-Romalde y cols., 2003a y
b). La enfermedad se da a bajas temperaturas (alrededor de 16°C) durante
los meses de invierno. Los principales signos clinicos y lesiones son
distension abdominal y hemorragias petequiales en piel y érganos internos,
pero las lesiones en anguilas son siempre mads severas que las observadas en

dorada.

Estreptococosis: las infecciones por estreptococos en peces se considera una
enfermedad reemergente que afecta a gran variedad de especies salvajes y
de cultivo en el mundo (Kitao, 1993; Bercovier y cols.,, 1997; Romalde y
Toranzo, 2002). Causo altas mortalidades en el cultivo del rodaballo a
principios de los afios 90. Gracias al desarrollo y registro de una vacuna la
enfermedad se erradicd y, a finales de la década, incluso se dejo de vacunar.

Sin embargo, en los ultimos afos, las elevadas temperaturas alcanzadas en
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marina

algunas granjas han provocado la apariciéon de nuevos casos graves,
llevando a varias explotaciones a tener que vacunar de forma sistematica
para prevenir la enfermedad (Skretting, 2007). Debe entenderse como un
complejo de enfermedades similares producidas por diferentes géneros y
especies capaces de provocar un dafio nervioso central caracterizado por
exoftalmia supurativa y meningoencefalitis (Toranzo, 2004). Los agentes
etiologicos de las estreptococosis de “agua caliente” son zoonosicos. La
fuente de infeccion suele estar relacionada con actividad humana y animal

(ganaderia) cercana a la explotacion.

Enfermedad de la boca roja: también conocida como yersiniosis, es una
enfermedad emergente causada por Yersinia ruckeri. Aunque se ha aislado de
otras especies, produce importantes pérdidas econdmicas en salmonidos,
siendo especialmente sensible la trucha arcoiris (Furones y cols.,, 1993).
Presenta una amplia distribucién por Norte América, Sudafrica, Australia y
Europa (Tobback, 2009). La enfermedad se transmite por contacto directo
con peces enfermos o portadores. Afecta a peces de todas las edades, pero se
presenta de una forma aguda en los jovenes. Los peces presentan letargia,
hemorragias con enrojecimiento en la base de las aletas, linea lateral y en la
cabeza. Las hemorragias caracteristicas dentro y alrededor de la boca, no
aparecen siempre en todos los peces afectados. También hay distension

abdominal y exoftalmia.

Los parasitos mas comunes que pueden aparecer en peces de acuicultura

son Criptocaryon irritans, Amiloodinium ocellatum, Enteromyxum leei,

Furnestinia echenis y Sparycotyle chrysophrii.
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Las enfermedades mas importantes producidas por virus en acuicultura
marina son la Nodavirosis y Enfermedad Linfoquistica. En cuanto a la acuicultura
continental, las enfermedades viricas mds importantes son la Septicemia
Hemorragica Viral, Necrosis Hematopoyética Epizodtica, Necrosis hematopoyética
infecciosa, Anemia Infecciosa del Salmoén, Herpesvirosis de la carpa Koi y Viremia

Primaveral de la carpa.
II1.2.- Estudio de la pasterelosis
II1.2.1.- Importancia de la enfermedad en acuicultura continental y marina

En un principio esta enfermedad se denomindé como pseudotuberculosis
debido a la aparicién de granulomas en el bazo e higado de los peces infectados. La
bacteria se aisld originariamente de mortalidades en poblaciones naturales de perca
blanca (Morone americanus) y lubina estriada (M. saxatilis) en 1963 en Chesapeake
Bay en Estados Unidos (Sniezko y cols., 1964). Posteriormente, pasé a llamarse
pasterelosis, enfermedad que provoca grandes pérdidas econdmicas a las empresas
que afecta. Es un patogeno capaz de provocar mortalidades masivas en peces
salvajes y en acuicultura. Entre 1963 y 1967 se desarrollaron graves epizootias en la
costa este de Estados Unidos, por las que la industria acuicola en esa region
decrecié en un 42%. La tnica causa significativa de este decrecimiento se encontrd
en los brotes de enfermedad causada por la antiguamente encuadrada como
Pasteurella piscicida (Sinderman, 1990), y hoy en dia, denominada Photobacterium

damselae subspecies piscicida (Gauthier y cols., 1995).

Los porcentajes de mortalidad en peces debido a brotes de pasterelosis
varian segun la especie y edad de los afectados y de la cepa de Photobacterium

damselae subsp. piscicida. En larvas causa mortalidades del 50-100% y en juveniles la
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mortalidad puede alcanzar el 50% de la poblacion (Toranzo y cols., 1991; Rodgers y
Furones, 1998). Asi, en alevines, Hawke y cols. (1987) describen un brote donde en
un periodo de tres semanas muere el 80% del colectivo de peces; en el primer brote

de pasterelosis descrito en Espafia, Toranzo y cols. (1991), la mortalidad fue del 40%.

Balebona y cols. (1992) describieron un brote de esta enfermedad en lubinas
del sudoeste de Espafia, donde entre septiembre y octubre de 1991 murieron 30.000

peces, un 15% del total de animales producidos.

En una granja piscicola de jurel (Pseudocaranx dentex) en Japon, se produjo
un brote de pasterelosis que provoco una pérdida de 10.000 animales en un mes,

equivalente al 34% del total de juveniles de la explotacion (Nakai y cols., 1992).

Candan y cols. (1996) estudiaron en Turquia un brote de este proceso, con
unas pérdidas de unos 18.250 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 afecto 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 2.000 peces diarios durante una
semana. Estas cifras se han mantenido constantes en brotes sucesivos ocurridos de

forma rutinaria en verano.

En salmén Atlantico, Jones y Cox (1999) en su descripcién de la
enfermedad, reflejan una mortalidad muy baja, siendo esta desde abril a octubre, de

un 6% en total.
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II1.2.2.- Etiologia

Gauthier y cols. (1995) basandose en el estudio del ARN ribosdmico 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 morfoldgicos y bioquimicos, concluyen que
Photobacterium damselae subsp. piscicida estd relacionado con especies del Género
Photobacterium pero es facilmente distinguible de Photobacterium damselae subsp.

damselae.

La caracterizacidon de cepas de esta bacteria utilizando la AFLP “Amplified
fragment length polimorphism” o polimorfismo en la longitud de fragmentos
amplificados, realizada por Thyssen y cols. (2000), demuestra que existe una
homologia entre Photobacterium damselae subsp. piscicida y Photobacterium damselae
subsp. damselae de un 77%, lo cual ratifica la idea de una proximidad taxondémica. A
pesar de todo esto, la denominacién de “pasterelosis” se mantiene mas por motivos

de tipo histdrico que por taxonémicos (Daly, 1999).

Photobacterium damselae subsp. piscicida es un bacilo Gram negativo inmovil
con tincién bipolar (Austin y Austin, 1999), y no produce esporas. El tamano 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 um. Son polimorficas y pueden ser observadas desde formas
de micrococos hasta largos bacilos dependiendo de las condiciones de cultivo.
Photobacterium damselae subsp. piscicida presenta un metabolismo anaerobio
facultativo (Austin y Austin, 1999). Para su cultivo se han usado diferentes medios
como son el Agar Infusiéon Cerebro Corazdén, Agar Triptona-Neopeptona, Agar
Levadura-Peptona, Agar Leche y Agar Sangre, conteniendo todos entre un 1,5 y un

2% de NaCl (Egusa, 1992). En estos medios se observan colonias redondas,
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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,
presentando también un crecimiento inadecuado en otros medios liquidos como el
Caldo Nutritivo y el Agua de Peptona. Aunque mal, algunas cepas seleccionadas

pueden crecer en Agar MacConkey.

Las propiedades bioquimicas de Photobacterium damselae subsp. piscicida
han sido descritas por numerosos autores. Sniezko y cols. (1964), 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 ser
inmovil, oxidasa y catalasa positiva, tener un metabolismo fermentativo, ser
sensible a la accion del agente vibriostatico O/129 (Austin y Austin, 1999), no
producir gas a partir de la glucosa y ser haldfila (Jansen y Surgalla,1968; Magarifios
y cols., 1992a). Las caracteristicas bioquimicas de los diferentes aislados de
Photobacterium damselae subsp. piscicida a lo largo del tiempo se muestran en la Tabla

I (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 halofila y

por no reducir los nitratos (Magarifos y cols., 1992a).
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Tabla I.- Caracteristicas bioquimicas de Photobacterium damselae subsp. piscicida.

Gram
Tincién bipolar
Movilidad
Crecimiento en:

Agar Nutritivo

Agar Marino

Caldo Nutritivo

Agua de peptona

Agar BHI+2%NaCl

Agar Sangre+2%NaCl

Agar McConkey

Agar SS
Crecimiento a:

5°C

10°C

15°C

25°C

30°C

37°C
Crecimiento en:

0% de NaCl

0,5% de NaCl

3% de NaCl

5% de NaCl
Citocromo oxidasa
Catalasa
Rojo de metilo
Voges Proskauer
Produccién de:

Indol

Nitrato

Amonio

Nitrato

Citrato

Sulfidrico
O/F Glucosa
Gas de glucosa
Arginina dehidrolasa
Lisina decarboxilasa
Ornitina decarboxilasa
Triptéfano desaminasa
B-Galactosidasa
Ureasa

+ o+ + o+ o+ o+ o+

+ o+

+ o+ o+ o+

Resistencia a:
Agente Vibriéstatico O/129
Novobiocina

D-Tartrato

Gelatinasa

Caseinasa

Lipasa (Tween 80)

Fosfolipasa

Amilasa

Hemolisis de eritrocitos:
Oveja
Salmén
Rodaballo
Trucha

Produccién de acido a partir de:
Glucosa
Manosa
Galactosa
Fructosa
Maltosa
Sucrosa
Ramnosa
Arabinosa
Amigdalina
Melibiosa
Manitol
Inositol
Sorbitol
Glicerol
Xilosa
Lactosa
Trealosa
Rafinosa
Celibiosa
Dextrina
Inulina
Glicogeno
Adonitol
Inositol
Dulcitol
Eritriol
Salicina
Esculina

+ o+

+: reaccién positiva; -: reaccidon negativa; V: reaccion variable; S: sensible; R: resistente
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I11.2.3.- Epidemiologia

La enfermedad se distribuye en zonas donde se realiza acuicultura marina
en regiones templadas. Photobacterium damselae subsp. piscicida ha sido aislada de
peces enfermos en EEUU de América, Japon, Taiwan, Espafa, Francia, Grecia,

Turquia, Italia, Portugal, Malta, Noruega, Escocia, Israel, Croacia y China.

Ademads, este patdgeno primario ha sido aislado de numerosas fuentes,
afectando tanto a especies salvajes como de piscifactoria. Las diferentes especies

afectadas se detallan en la Tabla II.

Las fuentes de infeccion ha sido motivo de discusion durante mucho
tiempo, siendo el agua de mar uno de los puntos mas discutidos. Asi, Janssen y
Surgalla (1968) observaron que la bacteria moria en 3 dias al ponerla en agua estéril
con un 1,7% de NaCl, lo cual llevé a pensar que la temperatura y la salinidad son
factores restrictivos que hacian que Photobacterium damselae subsp. piscicida no
pudiera vivir mucho tiempo fuera del hospedador. Toranzo y cols. (1982) afirman,
de acuerdo con Janssen y Surgalla (1968), que Photobacterium damselae subsp.
piscicida solo es capaz de sobrevivir en agua de mar no mds de 3-5 dias, sugiriendo

que la forma de transmision es por contacto directo pez a pez.

Magarifios 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 patdgena sobre el rodaballo.
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Tabla IL.- Aislamientos de Photobacterium damselae subsp. piscicida

Nombre comtn Nombre cientifico Pais Referencia
Perca blanca Morone americanus EEUU  Sniezkoy cols., 1964
Janssen y Surgalla, 1968
Lubina estriada Morone saxatilis EEUU  Sniezkoy cols., 1964
Lacha tirana Brevoortia tyrannus EEUU  Lewisy cols., 1970
Seriola coreana Seriola quinqueradiata Japén  Kimura y Kitao, 1971
Ayu Plecoglossus altivelis Japon  Kusuda y Miura, 1972
Black sea bream Mylio macrocephalus Japén  Onishiy cols., 1982
Red sea bream Acanthopagrus schlegeli Japén  Yasunagay cols., 1983,1984
Black scraper Navodon modestus Japén  Yasunagay cols., 1983,1984
Snakehead fish Channa maculata Taiwan Tungy cols., 1985
Lebrancho Mugil cephalus Francia B. Laurecin y cols., 1991
Lubina Dicentrarchus labrax Francia B. Laurecin y cols., 1991
Pejerrey Atherina boyeri Italia Ceschia y cols., 1991
Bocinegro Pagrus pagrus Italia Ceschia y cols., 1991
Dorada Sparus aurata Espafia Toranzo y cols., 1991
Real y cols., 1997
Salmén atldntico Salmo salar Noruega Speilbergy cols., 1991
Jurel dent6n Pseudocaranx dentex Japén  Nakai y cols., 1992
Lubina Dicentrarchus labrax Espana Balebona y cols., 1992
Dorada Sparus aurata Portugal Batista y cols., 1996
Lubina Dicentrarchus labrax Turquia Caneany cols., 1996
Largescale blackfish  Girella punctata Japén  Kawakamiy cols., 1999
Salmén atldntico Salmo salar Escocia  Jonesy Cox, 1999
Lenguado Solea senegalensis Espafia  Zorrilla y cols., 1999
Hibrido de lubina Morone saxatilisx Israel ~ Nitzan y cols., 2001
estriada M. chrysops
Hibrido de lubina Morone saxatilisx Taiwan Huang H-T y cols., 2001
estriada M. chrysops
Hibrido de lubina Morone saxatilisxM. EEUU Hawke y cols., 2003
estriada chrysops
Cobia Rachycentron canadum Taiwan Ping-Chung y cols., 2003
Atan rojo Thunnus thynnus Croacia Mladineo y cols., 2006
Tongue sole Cynoglossus semilaevis China  Wangy cols., 2007
Gunther
Palometa Trachinotus ovatus China  Wangy cols., 2013
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Las tasas de morbilidad y mortalidad son muy variables en funcién de la
edad de los peces y de las condiciones ambientales que los rodean. La enfermedad
aparece principalmente en los meses de verano (sobre todo cuando la temperatura
del agua es cercana a los 25°C) y se ha asociado a altas temperaturas, baja salinidad

y una calidad pobre del agua (Magarinos y cols., 1996¢; Romalde y cols., 1999a).

Romalde y cols. (1999b) detectaron el microorganismo en fluido seminal y
ovarico de peces aparentemente sanos y también en huevos fertilizados, sugiriendo

la posibilidad de que existe la transmision vertical de la enfermedad.

Los reservorios estdn representados por portadores asintomaticos
(generalmente peces adultos), resistentes a enfermar, y que mantienen la infeccion
en los colectivos hasta el momento en el que se dan condiciones ambientales
favorables para que aparezca la enfermedad. Son especialmente sensibles los

alevines y juveniles.
II1.2.4.-Patogenia

Diferentes estudios han revelado que Photobacterium damselae subsp.
piscicida posee factores de virulencia que intervienen en su patogénesis, como la
presencia de cdpsula (Magarifios y cols., 1996a), plasmidos (do Vale y cols., 2005),
mecanismos de captaciéon de hierro (Magarifios vy cols.,, 1994b), proteinas con
actividades apoptodticas (do Vale y cols., 2003), y otras actividades enzimaticas
(Diaz-Rosales y cols., 2006; Naka y cols., 2007). Ademas, se ha descrito la resistencia
que presenta este patogeno al suero de distintas especies de peces (Acosta y cols.,

2006).

Una via de infeccion no clara es el agua. Para comprobar el interés que

tiene en los mecanismos de transmision, Magarifios y cols. (1994a) realizaron un
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estudio en el que hicieron infecciones por bafio en doradas y rodaballos, obteniendo
que las doradas eran susceptibles de infectarse con una dosis letal 50 (DLso) de 10°-
10¢ células/ml, mientras que el rodaballo se mostraba resistente y no se infectaba por

esta via.

A pesar de la gran homogeneidad fenotipica mostrada por todas las cepas
de Photobacterium damselae subsp. piscicida, se han observado diferencias en el grado
de virulencia dependiendo de la fuente de aislamiento, ya que los valores de DLso en
los aislados de lenguado y lubina estriada fueron considerablemente menores que
los de las cepas aisladas de otros hospedadores (Magarifios y cols., 2003; Thune y

cols., 2003).

El mecanismo de accion patogena de Photobacterium damselae subsp.
piscicida no estd demasiado claro, aunque el hecho de que provoque lesiones
granulomatosas durante la infeccion cronica, 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 interaccion de Photobacterium
damselae subsp. piscicida con macrofagos han dado resultados contradictorios.
Bacterias morfologicamente 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 macréfagos. 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,
lubina y dorada presentan actividad bactericida frente a Photobacterium damselae
subsp. piscicida. Barnes y cols. (1999) explican los resultados de los autores
anteriores, al observar que este patdgeno es incapaz de soportar el ataque oxidativo

que experimenta durante el metabolismo respiratorio del macréfago.
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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 (Magarifios y cols., 1996b),
aspecto ya demostrado por la capacidad que presenta esta bacteria de invadir

diferentes lineas celulares de peces (Magarifios y cols., 1996b; Yoshida y cols., 1997).

Los productos extracelulares (ECPs) son letales para trucha y rodaballo, lo
que indica que éstos deben jugar un importante papel en el mecanismo de accion

patogena de esta bacteria (Magarifios y cols., 1992a).

Magarifios y cols. (1992b) han demostrado que los ECPs de Photobacterium
damselae subsp. piscicida presentan actividad fosfolipasa y hemolitica sobre
eritrocitos de oveja, salmon y rodaballo, pero no sobre eritrocitos de trucha. La
suplementacion del medio de cultivo con un 1% de glucosa induce la presencia de
una capa capsular lipopolisacdrida que produce un aumento en la virulencia de
Photobacterium damselae subsp. piscicida ( Bonet y cols., 1994), provocando que la DLso
se pueda reducir hasta 4 logaritmos (Magarifios y cols., 1996a). De la misma forma,
la disponibilidad de hierro y los ECPs intervienen en la virulencia (Magarifios y

cols., 1992a y 1994b).

Se han llevado a cabo varios estudios sobre proteinas (extracelulares,
periplasmicas, etc) de Photobacterium damselae subsp. piscicida para aclarar su
patogenia. Do Vale y cols. (2005) comprobaron que todas las cepas virulentas de
Photobacterium damselae subsp. piscicida analizadas eran capaces de producir una
exotoxina de 56 KDa llamada AIP56 “Apoptosis Inducing Protein”. Dicha proteina,
como su nombre indica, es capaz de inducir apoptosis en las células inmunitarias
(neutrofilos y macréfagos) de muchas especies de peces provocando, ademads, una

necrosis secundaria debida a la falta de eliminacién de las células danadas y como
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resultado ultimo un dano tisular irreversible que conlleva a la muerte del animal. La

AIP56 de Photobacterium damselae subsp. piscicida por si sola es capaz de reproducir

la enfermedad y matar al pez afectado y, por lo tanto, cabe pensar que esta proteina

sea uno de sus principales mecanismos de patogénesis. En la Tabla III se muestran

las proteinas mas destacadas descritas en Photobacterium damselae subsp. piscicida 'y,

posiblemente, asociadas a su patogénesis.

Tabla III. Proteinas descritas en Photobacterium damselae subsp. piscicida

Damselina

AIP56

Proteina
transportadora
de vitamina B12

Metaloproteasa

Lipoproteina
PDP_0080

Proteina
extracelular

Proteina
extracelular

presente sélo en las

cepas patégenas
analizadas

Proteina
periplasmatica

Proteina
extracelular

Lipoproteina de
membrana

Hembolisis en eritrocitos
de conejo

Induce apoptosis en
granulocitos y
macro6fagos
de peces

Transporta la vitamina
B12 en el interior de la
célula

Letal en cobia
(Rachycentron
canadum)

Adherencia

Cutter y Kreger, 1990

Do Vale y cols., 2005

Boiani y cols., 2009

Liuy cols., 2011

Andreoni y cols., 2013
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II1.2.5.- Clinica y lesiones

Una de las principales caracteristicas de esta enfermedad es la ausencia de
signos patognomonicos, pudiéndose encontrar manifestaciones clinicas en los peces
infectados, pero no de forma especifica y exclusiva de esta enfermedad. Ademas,
Roberts (1978) afirma que una de las caracteristicas de esta enfermedad es que 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. (1970a

y b, y 1972).

Snieszko y cols. (1964) describen en la “pseudotuberculosis” de la perca
blanca la presencia de pequefias zonas hemorragicas en las branquias 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 ocasiéon se
observa algun 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, existiendo

cuadros desde sobreagudos a cronicos.

La forma sobreaguda de la enfermedad suele darse en alevines con escasa o
nula inmunidad frente al agente causal, o cuando el medio ambiente es muy
favorecedor para que la enfermedad se presente. En estas condiciones los peces
suelen morirse sin manifestar casi ningun signo previo; a lo sumo, cierta anorexia y

melanosis, presentando muerte subita que puede afectar al 60-80% del colectivo
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afectado. No encontramos ninguna lesion externa ni interna en los peces afectados,

al morir de forma suibita por shock endotoxico.

En la forma aguda encontramos melanosis, anorexia, e inflamacién de
branquias con gran presencia de mucus. Esta forma se produce en peces juveniles
con escasa o nula inmunidad. En la necropsia, observamos esplenomegalia y
congestion hepatica (Daly, 1999), el rifién lo podemos encontrar aumentado de

tamafio y anémico.

La forma cronica suele presentarse en peces que poseen una cierta
inmunidad natural o artificial frente a dicho agente causal, en peces que hayan
sobrevivido al brote de enfermedad, o cuando las condiciones ambientales no son
las mas adecuadas para que la enfermedad se presente. En estas circunstancias, los
peces enfermos manifiestan una intensa debilidad, y cierto retraso en el crecimiento
y anorexia. Ademads, hay un goteo continuado de animales muertos llegando a
alcanzar un 20-30% del colectivo, pudiendo mostrar hinchazén del abdomen. No
existen otros sintomas de la enfermedad. En la necropsia observamos la presencia
de pequenios ndédulos blanquecinos en el higado, bazo y rifion que han destruido la
estructura del tejido. La presencia de estos focos se asocia siempre a estos cuadros
cronicos mas que a muertes de forma aguda, la cual en las especies marinas es la
mas comun (Toranzo y cols., 1991b; Balebona y cols., 1992). Microscopicamente,
estos nddulos se corresponden con granulomas, donde la parte central necrotica se

rodea por una capsula epitelioide (Kubota y cols., 1970b).

Las infecciones subclinicas, donde los peces se transforman en portadores,
también ocurre con temperaturas bajas (Magarifios y cols., 2001). Los peces jovenes

son mas susceptibles al patégeno (Toranzo y cols., 2005).
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En su trabajo sobre la pasterelosis de la lubina estriada, Hawke y cols.
(1987) describen los cambios histologicos encontrados en los peces, observandose en
el bazo una necrosis aguda multifocal del tejido linfoide caracterizada por la
pérdida de células, necrosis por coagulacion, cariorrexis y por la presencia de
muchas bacterias. En el higado, hallaron una moderada necrosis aguda multifocal
de los hepatocitos con una prominente cariorrexis. También observaron gran
cantidad de bacterias en los sinusoides y dentro de los vasos hepaticos. Amplias
areas del higado mostraron zonas de hiperplasia de las células reticuloepiteliales de
revestimiento de los sinusoides hepaticos. En el pancreas describieron una necrosis
aguda multifocal, acompafiada con la pérdida o reduccion del tamafio de los
granulos de zimogeno. Sin embargo, no se detectd infiltrado inflamatorio en

ninguno de los tejidos afectados.

En el estudio en Espafia del primer brote de esta enfermedad en dorada,
Toranzo y cols. (1991b) encontraron alteraciones histoldgicas, 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 rifion. En el higado se observo la presencia de una necrosis
multifocal moderada de los hepatocitos, asi como bacterias en los sinusoides y
espacios hepaticos. Las lesiones cronicas (granulomas) solo fueron encontradas en
peces con infeccion natural, después de que estos fueron tratados y hubiesen
superado el brote de la enfermedad. En los peces de la infeccién experimental no se

encontré ningun animal con granulomas.

Noya y cols. (1993) inocularon tanto la bacteria como los ECPs de varias
cepas de Photobacterium damselae subsp. piscicida en doradas para estudiar los

cambios histoldgicos que estos provocaban en los peces, observando la inexistencia
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de lesiones externas e internas, a excepcién de un oscurecimiento de la superficie
dorsal y lateral del cuerpo de los peces inoculados. En la sangre de ambos grupos de
peces (inoculados con bacteria o con ECPs) el numero de leucocitos, principalmente
neutrofilos y eosindfilos, aumentd considerablemente. También se apreciaron
abundantes leucocitos inmaduros y eritrocitos degenerados. Algunos de los peces
inoculados con bacterias mostraron septicemia, observandose que neutroéfilos y
monocitos contenian a menudo bacterias fagocitadas, y que un porcentaje elevado
de estas células sufria necrosis. En la cavidad peritoneal observaron neutrdfilos,

macrofagos, con gran cantidad de bacterias fagocitadas y eosinofilos.

En la descripcion de la enfermedad en salmén Atlantico, Jones y Cox (1999)
observan como lesiones macroscdpicas mas importantes, hemorragias petequiales
en intestino grueso y superficie peritoneal, y puntos blancos en higado, bazo y
corazon. Con el tiempo, se aprecid también una peritonitis generalizada asi como la

formacion de pseudomembranas difteroides entre los érganos y la vejiga natatoria.
II1.2.6.- Diagndstico

La identificacion de esta bacteria se puede realizar por pruebas bioquimicas
clasicas (Smibert y Krieg, 1981, West y Colwell, 1984) y por -caracteristicas

morfologicas.

Kent y cols. (1982) describieron el uso del sistema miniaturizado API 20E
(BioMérieux) como una herramienta util en el diagndstico 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) evaltian
la 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 subsp. piscicida, debido a que el perfil de esta bacteria
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no se encuentra incluido en la base de datos de este sistema. Sin embargo,
Magarifios (1992a) sugiere que este sistema puede dar un diagnostico presuntivo en
base a un perfil caracteristico que mayoritariamente corresponde al cdédigo 2005004,

pudiéndose encontrar otros perfiles diferentes (Figura I).
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Figura I. Perfil bioquimico mas habitual de Photobacterium

damselae subsp. piscicida mediante el sistema API 20E

Kitao y Kimura (1974), asi como Kawahara y cols. (1986) describen como
técnica de diagnostico 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 subsp. 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 rifidn), siendo capaces de detectar 3,9 ng de ADN, 6

10° células de este agente patogeno.

Zhao y Aoki (1992) describieron el uso de la técnica de la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) para el diagndstico de la infeccidon por Photobacterium
damselae subsp. 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 aglutinacion 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 patogenos
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 solo detectaron a
partir de 10 bacterias por ml. La técnica de aglutinacion 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 deteccién de Photobacterium damselae subsp. piscicida observando que es una
buena herramienta de diagnostico al detectar todas las cepas del estudio, y que su
especificidad también era buena al no tener reacciones cruzadas con otros
patoégenos importantes en acuicultura como son Vibrio anguillarum y Aeromonas
salmonicida, ni con otras bacterias pertenecientes a la Familia Pasteurellaceae. La

sensibilidad de la prueba permiti6 detectar 10°bacterias por 0,5 gr de tejido.

Un método para detectar este agente infeccioso en el agua fue descrito por
Reali y cols. (1997). Para ello tomaron una muestra de agua y la pasaron por un
filtro de nitrocelulosa de 0,45 pm de poro y pusieron este filtro sobre un medio de
cultivo (Agar 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 aparicion de un
brote de enfermedad, lo que permitié instaurar un tratamiento precoz frente a este

patogeno.

Bakopoulos y cols. (1997) desarrollaron un ELISA para detectar la presencia

de esta bacteria. Para ello probaron cepas de diferentes origenes tanto en cultivos in
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vitro como a partir de tejidos infectados. Estos autores obtuvieron que en cultivos in
vitro y en tejidos infectados podian detectar valores desde 10° células/ml, lo que
indicaba que el método ELISA podia ser una herramienta rapida, facil y especifica

para detectar a Photobacterium damselae subsp. piscicida en brotes de enfermedad.

La sensibilidad y especificidad del “Magnetic Beads-EIA” de Bionor®
Aquaeia kit para el diagndstico de pasterelosis fue demostrada por Romalde y cols.
(1999b), detectando todas las cepas de Photobacterium damselae subsp. piscicida
probadas hasta una dosis de 10*u.f.c./ml y dando resultados negativos para las
cepas probadas de Photobacterium damselae subsp. damselae y Photobacterium
histaminum hasta dosis de 10°-10"u.f.c./ml. El resultado fue positivo en gdénadas,
huevos, fluido ovarico y seminal, lo cual abrié una puerta a la posibilidad de la

transmision vertical de la pasterelosis.

Para realizar el diagndstico de la enfermedad, Osorio y cols. (1999)
disefiaron una serie de cebadores, a partir de una region conservada del ARN 165
de la bacteria, desarrollando una Nested-PCR la cual era capaz de detectar de forma
especifica solo a Photobacterium damselae subsp. piscicida, discrimindndola
perfectamente de otros patogenos 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 diagnostico diferencial de la infeccion
por Photobacterium damselae subsp. piscicida frente a Photobacterium damselae subsp.
damselae utilizaron dos juegos de cebadores, uno a partir de una region 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 solo a Photobacterium damselae
subsp. piscicida discrimindandolo perfectamente de Photobacterium damselae subsp.

damselae, ya que esta ultima especie muestra dos bandas, una correspondiente al
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ARN 16S y otra al gen de la ureasa, en cambio Photobacterium damselae subsp.
piscicida solo muestra la banda del ARN 16S, lo cual revela que ésta es una buena

técnica para el diagnodstico de la enfermedad.

Independientemente del origen geografico y de la fuente de aislamiento,
todas las cepas son bioquimica y serolégicamente homogéneas (Magarifios y cols.,
1992a y b, 1996¢c; Bakopoulos y cols., 1997). Sin embargo, métodos de “ADN
fingerprinting” como el ribotipado (Magarifios y cols., 1997b), polimorfismo en la
longitud de fragmentos amplificados o AFLP realizada por Thyssen y cols. (2000), y
amplificaciones aleatorias de ADN polimdrfico o RAPD “random amplified
polimorphic DNA” (Magarifios y cols., 2000 y 2003; Hawke y cols., 2003) han
demostrado ser buenas herramientas epidemioldgicas ya que permiten detectar dos
linajes clonales separados dentro de Photobacterium damselae subsp. piscicida
(Toranzo y cols., 2004). Mientras que un linaje engloba a todos los aislados

europeos, el segundo incluye a los aislados de Japén y Estados Unidos.
II1.2.7.- Control de la enfermedad
II1.2.7.1.- Quimioterapia

La susceptibilidad antibiotica de 60 cepas japonesas de Photobacterium
damselae subsp. piscicida a 14 agentes quimioterdpicos fue descrita por Aoki y Kitao
(1985). Todas las cepas fueron sensibles a la ampicilina, 21 resistentes a
furazolidona, y 5 a cloranfenicol, tetraciclina, kanamicina y sulfamonometoxin,

siendo detectado en estas cinco el plasmido R.

Takashima y cols. (1985) describieron las resistencias antibioticas de cepas
de Photobacterium damselae subsp. piscicida de diferentes distritos de Japdn. De 281

cepas probadas, 262 presentaban resistencia a la combinacion de antibioticos
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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 florfenicol en el tratamiento de la enfermedad provocada
de forma experimental, asi como la ineficacia de otros agentes como acido oxolinico,

ampicilina y nifurestirenato sddico fue descrita por Yasunaga y Yasumoto (1988).

Toranzo y cols. (1991b) 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
antibidticos usados en el tratamiento de la enfermedad. Estos antibioticos a los que
Photobacterium damselae subsp. piscicida adquiere resistencia por transferencia de

plasmidos son el florfenicol, cloranfenicol, sulfonamida, tetraciclina y kanamicina.

Thyssen y Ollevier (2003) probaron la susceptibilidad de 145 cepas de
Photobacterium damselae subsp. piscicida (de diferentes origenes geograficos) frente a
15 antibioticos utilizados normalmente en las granjas de acuicultura. E1 99% de las
cepas fueron sensibles al florfenicol y trimpetripim-sulfametoxazol, el 93%
presentaron resistencia a la eritromicina, todas las cepas americanas y europeas eran
sensibles a la kanamicina, y el 49% de los aislados japoneses eran resistentes a este
farmaco. Ademas, los resultados indican un aumento de la resistencia a varios
antibidticos, particularmente en Japdén, pero también en algunos paises del

Mediterraneo.
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II1.2.7.2.- Inmunoprofilaxis

Desde la primera aparicion de un brote letal de Photobacterium damselae
subsp. piscicida en Estados Unidos, muchos investigadores se han esforzado para

disefiar y conseguir una vacuna eficaz contra este patogeno.

En general, la disminucién de la efectividad de la quimioterapia, por
resistencia a antibioticos o por la presencia del patogeno en el interior de los
macrofagos, unido a una creciente preocupacion econémica y social para reducir el
uso de antibidticos, ha favorecido que se hayan estimulado enfoques mas
respetuosos con el medio ambiente para el control de enfermedades (Hansen y

Olafsen, 1999; Verschuere y cols., 2000b).

Por todo esto, los investigadores se han centrado en el desarrollo de
vacunas efectivas para prevenir la pasterelosis y reducir el uso de antibidticos en las
granjas de acuicultura con beneficios desde un punto de vista bioldgico y

medioambiental (Hastein y cols., 2005).

En el mercado se encuentran disponibles varias vacunas comerciales contra
Photobacterium damselae subsp. piscicida, pero su eficacia depende de la especie y
tamafio del pez, formulacion de la vacuna y uso de inmunoestimulantes (Magarifios

y cols., 1996c; Romalde y Magarifios, 1997).

Se han probado muchas formulaciones, y las vacunas convencionales
contra este patdgeno se basan en productos inactivados (bacterias inactivadas por
calor o formol) y en antigenos solubles (lipopolisacaridos o formulaciones

ribosomales) administrados por inmersién o inyeccion.

La tabla IV muestra un resumen por orden cronoldgico de publicaciones

cientificas sobre vacunas realizadas frente Photobacterium damselae subsp. piscicida.
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Tabla IV.- Vacunas frente a Photobacterium damselae subsp. piscicida

Bacterina inactivada
por formol y calor

LPS

Antigenos ribosomales

Bacteria viva atenuada

Bacterina inactivada
enriquecida con ECPs

LPS con bacterina inactivada
con cloroformo
Bacterina inactivada con formol,
ECP,

y polisacarido capsular (cCPS)

Viva atenuada con gen
mutante aroA

Bacterina inactivada con formol
con LPS de Escherichia coli

Bacterina inactivada con formol
con OMP de 97 kDa
y ECP de 52 kDa ECP
Antigenos de rHSP60,
rENOLASE y
rGAPDH, solos o
combinados

Lipoproteina

Inactivada

De Subunidades

De Subunidades

Viva atenuada

Inactivada

Inactivada

Inactivada

Viva atenuada

Inactivada

Inactivada

Recombinante

Recombinante

Inmersion
Oral

Inmersion
Spray

Inyeccion

Inmersion

Inmersion

Inyeccion

Inyeccion
Inmersion
Oral

Inyeccion
Inmersion

Inmersion

Inmersion

Inyeccion

Inyeccion

Seriola

Seriola

Seriola

Seriola

Lubina
Dorada
Lenguado

Seriola

Lubina

Hibrido
de lubina

estriada

Lubina

Lubina
Seriola

Cobia

Lubina

Fukuda y
Kusuda
(1981)
Hamaguchi
y Kusuda
(1989)
Kusuda y
Salati (1993)
Fukuda y
Kusuda
(1985)
Kusuda y
cols. (1988)
Kusuda and
Hamaguchi
(1988)
Magarifos y
cols.
(19%4c¢)
Kawakami y
cols. (1997)
Bakopoulos
y cols.
(2003)

Thune y
cols. (2003)

Hanif'y
cols.
(2005)

Barnes y
cols. (2005)

Ho y cols.
(2011) y Ho
y cols.
(2014)
Andreoni y
cols. (2013)
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I11.3.- Cultivos celulares

El cultivo celular engloba un conjunto de técnicas que permiten el
mantenimiento de células in wvitro, conservando sus propiedades fisioldgicas,
bioquimicas y genéticas. Las aplicaciones que presenta el cultivo celular abarcan un

gran numero de disciplinas.

La aplicacién de la tecnologia del cultivo celular ha permitido grandes
avances en la comprensiéon de los mecanismos implicados en los procesos

intracelulares e intercelulares con el establecimiento de co-cultivos.

A pesar de que el primer animal del que se establecieron cultivos celulares
era un anfibio, rdpidamente el interés se centrd en el cultivo de células de animales

homeotermos, especialmente humanas, por su gran interés médico.

Sin embargo, en los ultimos afos, y especialmente debido a la problematica
del control de plagas e infecciones en agricultura y acuicultura, se ha desarrollado
notablemente el establecimiento de lineas celulares de poiquilotermos e

invertebrados.

En la actualidad, los estudios que emplean cultivos celulares abarcan gran

numero de disciplinas y aproximaciones al estudio del fenomeno celular.

* Actividad intracelular. Mecanismos implicados en los diferentes procesos
intracelulares, como transcripcion de ADN, sintesis de proteinas,

metabolismo energético,...

* Flujo intracelular. Movimientos intracelulares de sustancias y senales

asociadas a los diferentes procesos fisioldgicos, como por ejemplo
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ensamblaje y desensamblaje de los diferentes componentes intracelulares,

movimientos del ARN, ...

Ecologia celular. Estudio de las condiciones ambientales responsables del
mantenimiento de la funcionalidad celular, de su diferenciacién, de las
necesidades nutricionales, infecciones, estudio de la transformacion celular

(inducidas por virus o agentes quimicos), cinética de la poblacién celular,...

Interacciones celulares. Procesos de induccién embrionaria, cooperacion
metabdlica, inhibicién por contacto o por adhesion, interacciones célula-

célula.

Como ejemplo de dreas de investigacion dependientes de las técnicas de

cultivo celular podemos citar las siguientes:

Virologia: establecimiento de condiciones de cultivo de virus, estudio de la

interaccion del virus con su huésped, produccion de vacunas antivirales,...
Bacteriologia: adherencia e invasion bacteriana.
Investigacion del Céancer.

Inmunologia. Gracias especialmente a la introducciéon de las técnicas de
fusion celular en la produccidn de anticuerpos monoclonales, asi como en el

analisis de la genética de la célula somatica.

Ingenieria de proteinas. Por la produccion de proteinas en lineas celulares:

interferdn, insulina, hormona de crecimiento,...
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* Estudios de interaccidn y senalizacion celular, en la diferenciacion y en el
desarrollo. Comprende el estudio de los receptores y de las vias de

translocacion de la senal.

* Aplicaciones diagndsticas. Por ejemplo, en medicina y farmacologia
destacan el andlisis cromosomico de células crecidas a partir de muestras de

amniocentesis, deteccion de infecciones virales, ensayos de toxicidad,...

* Aplicaciones médicas: mantenimiento y produccion de tejidos para

trasplante.

* Aplicaciones industriales y agronomicas: produccién por reproduccion in

vitro de clones de plantas de interés comercial.
Ventajas de los cultivos celulares

* Permiten un control preciso y fino del medio ambiente. En un cultivo se
pueden controlar todos los factores del medio: fisico-quimicos (pH, temperatura,
presion osmdtica, niveles de O, CO,, tension superficial, etc.), y fisioldgicos
(hormonas, factores de crecimiento, densidad celular, etc.). Esto es cierto
completamente solo para algunas lineas celulares para las que se han descrito los
denominados medios definidos. Un medio definido es aquel en el que se conocen
todos y cada uno de los componentes que lo forman, y la concentracién exacta en
que se encuentran. Establecer un medio definido supone conocer con precision las
necesidades nutritivas de las células en cuestion. Sin embargo en muchas lineas no
se han llegado a establecer medios definidos. En estos casos se trata de medios que
se suplementan con soluciones complejas (suero, extractos de embridn, etc.) en los

que se encuentran factores hormonales y nutritivos imprescindibles para el
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mantenimiento del cultivo pero cuya naturaleza se desconoce. Estas soluciones

complejas estdn sujetas a variacion de lote a lote.

¢ Caracterizacion y homogeneidad de la muestra. Las células en cultivo de
una linea celular (cultivo primario propagado), o de una linea continua son
homogéneas, con morfologia y composicion uniformes. Se pueden obtener con
facilidad un numero elevado de réplicas idénticas, con lo que se supera el grave
problema de heterogeneidad de las muestras inherente asociado al uso de animales

de experimentacion.

* Economia. Suponen una economia en el uso de reactivos o drogas a
estudiar pues al realizarse en volimenes reducidos, y con un acceso directo de las
células a la droga las concentraciones requeridas son mucho mas bajas que en

animal completo.

* Motivaciones éticas. La investigacion biomédica supone el sacrificio cada
ano de muchos miles de animales de experimentacién. El cultivo celular no puede
reemplazar siempre al ensayo in vivo pero es una alternativa valida en muchas
situaciones. Incluso un cultivo celular primario permite realizar experimentos que
suponen el sacrificio de uno o pocos animales, pero con ellos se pueden ensayar un
numero de condiciones experimentales que pueden suponer si el estudio se hace

con animales de experimentacion el sacrificio de decenas o cientos.
Desventajas de los cultivos celulares

e Técnica sensible. El crecimiento de las células animales es mucho mas
lento que el de los contaminantes mas habituales (hongos, bacterias,
micoplasmas,...) y ademds dado que proceden de organismos pluricelulares son

incapaces de crecer en ausencia de una compleja mezcla de nutrientes que simula el
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plasma o el fluido intersticial. Esto supone la necesidad de mantener las condiciones
de asepsia en todo momento, lo cual es limitante a nivel tanto del instrumental

requerido como del personal cualificado para su manipulacion.

* Cantidad y coste. El coste de produccién de 1 g de tejido en cultivo es
mas de 10 veces superior al obtenido en el animal. Asimismo existe una limitacion

de produccién en laboratorios normales.

¢ Inestabilidad. Muchas de las lineas celulares continuas son inestables,
como consecuencia de la dotacién cromosdmica aneuploide. La poblaciéon celular
puede variar su composicion si alguna de las subpoblaciones celulares es capaz de
crecer con una tasa ligeramente superior, es decir podemos encontrar diferencias
significativas en la linea celular de una generacién a la siguiente. La tinica manera
de evitarlo es emplear lineas estables que se resiembran a partir de un stock
congelado cada determinado tiempo, o después de un determinado numero de

generaciones.

¢ Validez del modelo in vitro. Cuando nos referimos a un cultivo celular
nos estamos refiriendo exactamente a un disgregado celular de un tejido de origen y

que se diferencia de éste en que:
- se ha perdido la organizacion espacial tridimensional propia del tejido.

- se han perdido las interacciones heterotipicas, entre los distintos tipos
celulares, y entre las células y la matriz extracelular. Es de destacar que los
avances mas excitantes en la funcion celular proceden del reconocimiento de
la importancia de las interacciones especificas de las células con otras células

o con el sustrato.
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- carece de los componentes sistémicos de regulacidon, implicados en la
regulacion de la homeostasis in vivo, especialmente los sistemas nervioso y

endocrino.

Cuando se establece el cultivo, las células se desdiferencian, y entre otras
cosas se hacen moviles e inician su proliferacion. Esta desdiferenciacion puede, en
algunos casos ser revertida por procedimientos de diferenciacion inducida por
hormonas, confluencia, inductores quimicos,...pero no estd claro si el estado

rediferenciado es equivalente al estado de diferenciacion in vivo.

44



Revision bibliogrdfica

II1.3.1.- Cultivos celulares en peces

Son muchas las lineas celulares establecidas para peces. Las siguientes son
las necesarias para ensayos de los patdgenos de peces mencionados en el Codigo

Acuatico de la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE) (Tabla V).

Tabla V .- Lineas celulares de peces para ensayos oficiales de la OIE

Bluegill fry . "
M 1
BF-2 (Células de pedunculo B O Fibroblastica
(Leponis macrochirus)
de cola de carpa)
Chinook salmon embryo Salmén real
CHSE-214 (Células embrionarias Epitelial
, (Oncorhynchus tshawytscha)
de salmon real)
Epitelioma papullusum
cyprini Carpita cabezona o
EPC (Papiloma epitelial de (Pinephales promelas) Epitelial
carpa)
Rainbow trout gonad Trucha arcofris
RTG-2 (Génada de trucha . Fibroblastica
. (Oncorhynchus mykiss)
arcoiris)
Fathead minnow Carpita cabezona
FHM (Linea epitelial de e Epitelial
. (Pinephales promelas)
carpita cabezona)
Blue striped Grunt fin Ronco catire . L
GF (Aleta de ronco catire) (Haemulon sciurus) Fibroblastica
Salmon head kidney Salmén atlénti
SHK-1 (Rinon anterior de ammott atantico Leucocitica
, (Salmo salar)
salmon)
Atlantic salmon kidney Salmoén atlantico .
ASK (Rifidn de salmodn) (Salmo salar) Leucocitica
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En cuanto a los medios de cultivo, el medio usado mas ampliamente para
el cultivo de células de peces es el tradicional medio minimo esencial de Eagle
(MEM) con sales de Earle y suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10%,

antibidticos y 2mM de L-glutamina.

No obstante, el medio de Stocker, que es una forma modificada del medio
anterior con doble concentracion de algunos aminodcidos y vitaminas, se
recomienda particularmente para aumentar el crecimiento celular, empleando los

mismos suplementos que los arriba indicados mas un 10% de triptosa fosfato.

Alternativamente, para algunas lineas celulares, se puede usar el medio de
Leibovitz (L15) suplementado con SFB al 5 6 10%, L-glutamina (4mM) y

gentamicina (50 pg/ml).

Para el crecimiento celular, el contenido normal de SFB en el medio es del
10%, mientras que para el aislamiento de virus o para la produccion de virus el SFB
puede reducirse hasta el 2%. De modo similar, el pH del medio de cultivo para el
crecimiento de las células es de 7,3-7,4 y se ajusta a 7,6 para la produccion de virus o

para el ensayo de virus.

La composicion de la mezcla de antibioticos utilizada con mas frecuencia es
penicilina (100 IU/ml) y dihidroestreptomicina (100 pg/ml). Si se espera una
contaminacion por hongos puede usarse nistatina u otros antifingicos (50 IU/ml). Se
pueden emplear otros antibioticos y otras concentraciones de antibioticos segun la
conveniencia dependiendo de la sensibilidad antibiotica de las cepas bacterianas

encontradas.
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I11.3.2.- Linea celular SAF-1

Desde la primera descripcion de una linea celular de peces (Wolf y
Quimby, 1962), se han desarrollado un gran numero de éstas. Su principal
aplicacion ha sido el aislamiento, identificacion y estudio de virus que provocan

brotes epizodticos, causando pérdidas econémicas (Nicholson, 1989; Bols, 1991).

En los ultimos afos, la dorada se ha convertido en la especie mas
importante para la acuicultura marina en los paises mediterraneos europeos. Por
tanto, se ha puesto mucho interés en mejorar su produccion, mediante técnicas
genéticas y/o previniendo enfermedades bacterianas y viricas. Sin embargo, antes
de la creaciéon de esta linea celular estable, ningtin enfoque habia sido

adecuadamente estudiado in vitro, debido a la falta de lineas celulares apropiadas.

Solamente se habian usado lineas celulares heterologas, hasta entonces, en
estudios de patogenia (Balebona y cols., 1995) y no se habia intentado nada en el

campo de la genética.

Por estas razones, era necesario el establecimiento de una linea especifica
para la dorada para probar la susceptibilidad de esta especie a virus y bacterias,
realizar ensayos in vitro en planes de manipulacion genética, asi como otras

aplicaciones potenciales.

En 1997, Bejar y cols. establecieron esta linea celular de fibroblastos de aleta
de dorada. Para evaluar la utilidad de la linea SAF-1 para diagndstico virologico se

evalud su habilidad para permitir la replicacion de varios virus comunes en peces.

Se valord el efecto citopatico en las células 7 dias post inoculacién. Aunque
la linea funciond para todos los virus probados, se detectd una mayor

susceptibilidad para Rabdovirus, especialmente para IHNV (necrosis
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hematopoyética infecciosa), donde se observa efecto citopatico dentro de los dos

primeros dias.

En cuanto a los productos extracelulares, la mayoria de los ECPs de
diferentes especies del Género Vibrio probados son citotdxicos para SAF-1. Los
efectos citotoxicos pueden verse 3-6 horas después de la inoculacion, aunque los
resultados se recogen hasta 24 horas después para evitar descartar efectos positivos

que se produzcan mas tarde.

Los cambios morfologicos detectados son similares a los del efecto
citopatico que se produce por los virus. Las células se redondean, encogen y se
pierden las uniones y finalmente se destruye la monocapa, ademas debido al efecto
de los productos extracelulares de algunas especies del Género Vibrio, se forman

numerosas vesiculas y formaciones dendriticas.
Muchas ventajas hacen que esta linea sea facil de mantener:

1. Buena adaptacion para el crecimiento con un medio estandar sin
requerimientos especiales, como anadir NaCl, que suele ser necesario para

otras células marinas.

2. Su habilidad para el crecimiento 6ptimo con una concentracion de SFB del

5%, lo que es muy inusual en peces.

3. La temperatura optima de 25°C permite el mantenimiento a temperatura
ambiente sin estufas especiales (en zonas donde el clima lo permite

habitualmente).

4. Una tasa de supervivencia de las células congeladas del 50%, siendo mayor

que la descrita para otras lineas celulares de peces.
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A una temperatura de incubacion apropiada, la linea celular SAF-1 permite
la replicacion de los virus causantes de la necrosis pancreatica infecciosa, necrosis
hematopoyética infecciosa y septicemia viral hemorragica. Por tanto, es ttil en el

aislamiento y estudio de virus no detectados en esta especie y otros esparidos.

II1.3.3.-Aplicacion de métodos de cultivo celular en la sanidad animal en

acuicultura

Varios métodos de cultivo celular y ensayos in vitro asociados, que analizan
los mecanismos bioldgicos (por ejemplo, respuestas inmunitarias) son ttiles para la
aplicacion de medidas preventivas y de control de enfermedades en acuicultura.
Los modelos in vitro son sistemas experimentales que permiten un mayor control de
las condiciones de los ensayos, reduciendo también la variabilidad de respuestas
debido a las inevitables reacciones al estrés, en las que las interacciones entre
agresores y hospedador pueden ser analizadas. Estos métodos estan siendo
aplicados para estandarizar y validar métodos de diagndstico, y para desarrollar
nuevas metodologias de control de enfermedad seguras, terapéuticas y efectivas
(Villena, 2003). Se han desarrollado un nimero considerable de lineas celulares de
peces (Fryer y Lannan, 1994), pero hay muy pocas disponibles para especies de

mariscos (Tapay y cols., 1995; Chen y Wang, 1999a; Neumann y cols., 2000b).
II1.3.4.- Métodos de cultivo celular en el diagndstico de enfermedades infecciosas

Los métodos de cultivo celular son herramientas esenciales para el
diagnostico de enfermedades viricas en granjas de acuicultura (Wolff, 1988; Hetrick
y Hedrick, 1993). Estas técnicas se basan principalmente en el uso de lineas celulares
sensibles a los diferentes virus (Ahne, 1985; Hetrick y Hedrick, 1993; O.LE, 2000), en
las que la infeccion viral se demuestra por el efecto citopatico (debido a la lisis

celular) o sincitial (producido por la fusién de células). Ademas, la infeccion viral in
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vitro de lineas celulares susceptibles facilita varias técnicas seroldgicas para la
vigilancia y diagnostico de enfermedades viricas (O.LLE, 2000), incluyendo la
deteccion de anticuerpos de peces contra virus patogenos por medio del test de
neutralizacion viral (LaPatra, 1996). La susceptibilidad de las lineas celulares a un
virus concreto no tiene que estar relacionada con la susceptibilidad in vivo a la
enfermedad, y varias lineas celulares que no proceden de salmoénidos se usan
rutinariamente para el diagndstico de enfermedades virales de salmoénidos

(Lorenzen y cols., 1999a; Hostnik y Jencic, 2000).

Como el efecto citopatico/sincitial puede llevar varios dias, y en algunos
casos no ocurren los mismos efectos bajo algunas condiciones de cultivo, en los
altimos diez afios los métodos seroldgicos que usan anticuerpos monoclonales
(Nicholson, 1993; Lorenzo y cols., 1995) y las técnicas de biologia molecular, como la
PCR (Miller y cols., 1998a), o combinacion de ambas (Estepa y cols., 1995), se han

utilizado para hacer mas rdpido el diagnostico de virus de peces.

El cultivo celular se ha usado también para la deteccion de algunas
bacterias intracelulares patogenas para peces, como en Rickettsia spp. (Fryer y
Lannan, 1996) y Renibacterium salmoninarum (Mclntosh y cols.,, 1997). Una
caracteristica compartida por estos microorganismos es que son de crecimiento
complicado en medios de cultivo bacterioldgicos, pero puede crecer en una semana
en la linea celular con origen en epitelioma de carpa (EPC), un pez que no es
susceptible al patdgeno (Mclntosh y cols., 1997). El patdgeno crece intracelularmente
en las células EPC, y este método de cultivo también permite la expresion de
factores de virulencia especificos de R. salmoninarum y el mantenimiento de la

virulencia in vitro de los aislados (McIntosh y cols., 1997).
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El uso de cultivos celulares es clave para estudiar la biologia y mecanismos
patogénicos de virus cultivables que afectan a la acuicultura (Wolff, 1988; Hetrick y
Hedrick, 1993; Bernard y Bremont, 1995; Essbauer y Ahne, 2001). Estos estudios no
incluyen solo procedimientos diagndsticos, sino también andlisis de las
interacciones entre virus de peces y sus células hospedadoras para identificar

alguno de los mecanismos involucrados en los diferentes pasos de la infeccién viral.

Sin embargo, los métodos de cultivo celular también se han desarrollado
para estudiar factores de virulencia de bacterias (Toranzo y Barja, 1993; Austin y
Cross, 1998; Austin y Austin, 1999) y parasitos (Nielsen y Buchmann, 2000;
Buchmann y cols., 2000; Nolan y Johnson, 2000) patdogenos de peces. Gran parte de
los estudios sobre patogenicidad bacteriana se han centrado en los efectos
citotoxicos de los productos extracelulares en células de peces para identificar

factores de virulencia (Villena, 2003).

Ademas, los métodos de cultivo celular han dado un conocimientos mas
profundos sobre los mecanismos de la interaccion hospedador-patdogeno para
algunas bacterias patdgenas. Los ensayos in vitro se han usado para analizar los
mecanismos de patogenicidad incluidos en los diferentes estadios de las
enfermedades, como fijacién bacteriana y entrada en el hospedador, anulacién de
los mecanismos de defensa e infeccion (Evenden y cols., 1993; Austin y Austin,
1999). Este es el caso de bacterias que son patdgenos intracelulares obligados o
facultativos como Mycoplasma spp., Mycobacterium spp., algunas Aeromonas spp., o
Renibacterium salmoninarum. Al mismo tiempo, la combinacién de cultivo celular y
métodos de biologia molecular aportan nuevas y tutiles herramientas para la
investigacion de patdgenos y hospedador (Villena, 2003), como se ha demostrado

con Edwardsiella tarda (Ling y cols., 2000). En este estudio, cepas virulentas y
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avirulentas se transformaron con plasmidos que contenian proteinas fluorescentes
verdes (GFP) y azules (BFP), y la bacteria marcada se us6 para examinar los
mecanismos moleculares subyacentes a la adhesion e invasion in vitro de células

EPC.
II1.3.5.- Estudios de adherencia e invasion celular

En general, al ser un procedimiento donde se tienen controlados todos los
pasos, el cultivo celular se ha establecido como método de referencia para dilucidar
las distintas etapas que se producen en la colonizacion y difusiéon de los tejidos por
parte de distintos patdgenos. Actualmente, los estudios de adherencia e invasion
celular, tanto in vivo como in vitro, se usan para profundizar en diferentes aspectos

de la patogenia de las enfermedades infecciosas.

En el establecimiento de la infeccion de bacterias patdgenas se requiere de
la adhesion a células del hospedador, colonizacién de los tejidos, y en determinados
casos, la invasion celular seguida de la multiplicacion intracelular, diseminacion a

otros tejidos o persistencia (Pizarro-Cerda y Cossart, 2006).

La adherencia bacteriana ocurre entre moléculas de superficie del
microorganismo, que pueden ser fimbriales o afimbriales, y receptores del huésped

generalmente constituidos por glicolipidos o glicoproteinas.

La unién a la célula puede conducir a alteraciones estructurales y/o
funcionales de las proteinas del hospedador y a la activacion de mecanismos
celulares que incluyen a la invasion del patogeno a células y tejidos, facilitando no
solo la entrada de patdgenos a las células del huésped, sino que asi también estos
puedan escapar de la accion de ciertos antibioticos y de la respuesta inmune

(Preissner y Shingh, 2000; Tran Van y Sansonetti, 2000).
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Entre las estrategias usadas por las bacterias patogenas para adherirse a

células no fagociticas destacamos las siguientes:

- Adhesinas: Las adhesinas son componentes de la superficie celular o
apéndices bacterianos que facilitan la adhesion. En bacterias Gram negativas, la
gran mayoria de sus fimbrias funcionan como adhesinas, pero en muchos casos la
verdadera adhesina es una proteina de una subunidad menor en la punta de la
fimbria. Por el contrario, en bacterias Gram positivas, proteinas de superficie o
polisacdridos acttian como adhesinas especificas. Diversas adhesinas microbianas
pueden mediar la unién a los tejidos, al inicio de la infeccion, pudiendo unirse a
células no fagociticas o a la matriz extracelular y muchos microorganismos
invasivos entran a la célula del huésped después de unirse a estructuras de
superficie. Existen una gran cantidad de adhesinas bacterianas, incluyendo
componentes de la matriz extracelular como coladgeno, lamininas, elastina,

proteoglicanos e hialuranos.

- Pili o fimbrias: El mecanismo mas conocido de adherencia bacteriana
involucra la formaciéon de enlaces mediados por proteinas fibrilares denominadas
pili o fimbrias. Un pilus se constituye basicamente por una secuencia ordenada de
subunidades proteicas de pilina que forman una estructura cilindrica. Los pili son
largos, flexibles y se extienden hacia el exterior de la superficie bacteriana para
interactuar con la célula hospedadora. La punta de los pili media en la adherencia
bacteriana uniéndose a ciertas moléculas ubicadas sobre la superficie de las células
de los tejidos. Por lo general, estos receptores de las adhesinas fimbriales
corresponden a carbohidratos, glicoproteinas o glicolipidos, cuya funcion primaria
consiste en mantener unidas a las células de los tejidos. La union de los pili a su

célula diana es tan especifica, que los receptores presentes en los tejidos del
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hospedador determinan el tipo de bacterias que colonizan la zona implicada. En
algunos casos, la union “especifica” entre el carbohidrato superficial de la célula
hospedadora y el extremo distal del pilus depende de otras proteinas localizadas
precisamente en la punta de la fibrilla. No obstante, numerosas reacciones de
adhesion se basan en la participacion directa de la pilina (Deitsch y cols., 1997;

Finlay y Falkow, 1997; Hacker y cols., 1997).

- Adhesinas no fimbriales: Algunas bacterias poseen proteinas superficiales
cuya estructura y proceso de ensamblaje difieren de los observados en los pili,
aunque también funcionan eficazmente como determinantes de adherencia. Dichas
sustancias reciben genéricamente el nombre de “adhesinas no fimbriales” y su
participacion suele ser independiente de la ausencia o presencia de pili. Ademas,
buena parte de ellas reconocen como sus receptores a ciertas proteinas superficiales
de tejidos diana en lugar de unirse a carbohidratos (Hacker y cols., 1997; Edwards y
Puente, 1998). Dado que préacticamente todos los estudios asociados a los pili se han
realizado en bacterias Gram negativas, aun persisten diversas dudas acerca de estas

estructuras de adherencia en las bacterias Gram positivas.

La capacidad de ciertas bacterias de invadir células no fagociticas (epiteliales
o fibroblasticas) es considerada como un factor de virulencia importante de varias
bacterias patdégenas humanas como Escherichia coli, Yersinia spp., Salmonella spp.,
Shigella spp (Galan, 1994; Zierler y Galan, 1995), Listeria (Cossart y Lecuit, 2000),

Brucella abortus (Pizarro-Cerda y cols., 2000).

Este tipo de estudios de adherencia e invasion se ha llevado a cabo en
multitud de especies bacterianas, como los realizados con: Haemophilus influenzae,
donde se demostrd capacidad invasiva en células humanas (Ketterer y cols., 1999),

Klebsiella pneumoniae (Oelschlaeger y Tall, 1997), donde ademds de demostrar la
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capacidad de invadir células epiteliales, describieron que la despolarizacion de
microfilamentos de actina inhibia su internalizacién, Neisseria gonorrhoeae y N.
meningitidis (Harvey y cols., 1997; Edwards y cols., 2000), Campylobacter jejuni como
invasora de células intestinales de origen humano (Monteville y Konkel, 2002;
Monteville y cols., 2003) y Hafnia alvei en células HeLa (Padilla y cols., 2008). Para
todos estos patdgenos, se asume que la internalizacion bacteriana es un mecanismo

de virulencia.

Entre los patdgenos de peces, la capacidad de invadir células no fagociticas
estd demostrada en Aeromonas hydrophila (Leung y cols., 1996; Tan y cols., 1998),
Vibrio anguillarum (Wang y cols., 1998), Yersinia ruckeri (Romalde y Toranzo, 1993;
Tobback y cols., 2009), Streptococcus iniae (E1 Aamri y cols., 2012) y Photobacterium

damselae subsp. piscicida (Magarifios y cols., 1996; Lépez-Doriga y cols., 2000).

Los mecanismos involucrados en la adherencia, invasion y supervivencia
intracelular de Photobacterium damselae subsp. piscicida en los tejidos de peces son

poco conocidos, a pesar del uso de modelos in vivo e in vitro.

La internalizacion de Photobacterium damselae subsp. piscicida esta descrita
en células no fagociticas de carpa, pez gato, carpita cabezona y salmén (Magarinos y
cols., 1996% y b; Lépez-Doriga y cols., 2000) y se ha hallado un bajo indice de
replicacion intracelular (Elkamel y Thune, 2003) en algunas de estas lineas celulares

de peces.

En dichas lineas celulares, se considera que la invasion de Photobacterium
damselae subsp. piscicida es ligera o moderada. La bacteria invade las células y
permanece viable en el interior celular durante al menos dos dias. No existe
correlacion entre los indices de adherencia e invasion, es decir, no siempre la cepa

bacteriana que mas se adhiere es la mas invasiva (Magarifios y cols., 1996b)
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De forma similar a lo que ocurre con otras bacterias Gram negativas, como
Pseudomonas aeruginosa (Plotkowski y cols., 1994) y Haemophilus ducreyi (Totten y
cols., 1994), la invasion por Photobacterium damselae subsp. piscicida en la linea celular
CHSE-214 puede inhibirse con citocalasina D, indicando que la internalizacion
requiere de un mecanismo dependiente de la formaciéon de microfilamentos de

actina (Magarifios y cols. 1996b).

IIL.4.- Aplicaciones de la inmunofluorescencia al estudio de la adherencia,

invasion y trafico intracelular

El uso de anticuerpos con derivados fluorescentes para la deteccion de

trazas de antigenos fue introducido por Coons en el afio 1941.

Una reaccion inmunologica del tipo de unién antigeno-anticuerpo puede
ser puesta en evidencia por la emision de fluorescencia si se utiliza en ella
anticuerpos unidos a radicales organicos con propiedades fluorescentes y se hace

uso de un microscopio de fluorescencia para visualizarla.

Dicha fluorescencia consiste en la propiedad de ciertas sustancias,
denominadas fluorocromos, de emitir luz de mayor longitud de onda de la que

reciben mientras dura la excitacién con la luz incidente.

El fluorocromo es un componente de una molécula que hace que ésta sea
fluorescente. Es un grupo funcional de la molécula que absorberd energia de una
longitud de onda especifica y la volvera a emitir en otra determinada de mayor
longitud de onda (es decir, con menor energia). La cantidad de energia emitida y su
longitud de onda dependen tanto del propio fluorocromo como de su ambiente

quimico. Las sustancias fluorescentes pueden contener tanto un fluorocromo, el
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grupo excitable luminicamente, como otras partes no excitables, denominadas

fluoréforos.

Esta tecnologia es particularmente importante en el campo de la
bioquimica y de los estudios sobre proteinas, por ejemplo en inmunofluorescencia e
inmunohistoquimica; o en el andlisis de ADN, mediante la técnica de PCR en

tiempo real.

La inmunofluorescencia es una herramienta muy util para el diagnostico en
enfermedades infecciosas, ya que proporciona un diagnostico rdpido. Desde Coons
en 1960 hasta la actualidad, las aplicaciones de esta técnica, han sido de vital

importancia.

El uso de anticuerpos fluorescentes se considera un método estandar de
identificacion de muchos patdgenos importantes en medicina humana, como
Legionella spp. (Blyth, 2009) o por ejemplo de los que se pueden considerar causantes
de enfermedades emergentes o reemergentes o pueden utilizarse como armas
biologicas como: Bacillus anthracis, Brucella spp., Coxiella burnetii, Francisella
turalensis, Yersinia pestis, virus del dengue, virus ébola, virus de la fiebre amarilla,

virus de la fiebre del valle del Rift (Peruski y Peruski, 2003).

La inmunofluorescencia tiene especial aplicacion en la deteccién de virus
en medicina humana: virus respiratorio sincitial, Influenza A y B, Adenovirus,
Parainfluenza (tipos 1-4), Herpes simplex y Citomegalovirus (Madeley y Peiris,

2002).

En peces, es una técnica de diagndstico oficial (junto a ELISA y la
seroneutralizacion viral) para septicemia hemorrdgica viral (VHS) y necrosis

hematopoyética infecciosa (IHN) (DECISION DE LA COMISION de 22 de febrero
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de 2001 por la que se establecen los planes de muestreo y los métodos de
diagnostico para la deteccidon y confirmacion de determinadas enfermedades de los

peces y se deroga la Decision 92/532/CEE).

Ademas, se utiliza en el diagnodstico de otras enfermedades viricas no
incluidas en la lista de la OIE, como encefalopatia y retinopatia viral (causada por

betanodavirus), y necrosis hematopoyética epizootica (EHN).

La inmunofluorescencia también tiene su aplicacion en el diagndstico de
enfermedades de peces causadas por bacterias como: Flavobacterium psychrophilum

(Lorenzen y Karas, 1992), Renibacterium salmoninarum, Piscirickettsia salmonis (OIE).

La inmunofluorescencia indirecta utilizando anticuerpos monoclonales se
ha usado con éxito en la deteccion de Streptococcus iniae en tejidos (Klesius y cols.,

2006).

Panangalal y cols. (2006) desarrollaron una técnica de inmunofluorescencia
indirecta que permite detectar simultdneamente dos patdgenos de peces, como
Edwardsiella ictaluri y Flavobacterium columnare, usando fluorocromos con diferentes
espectros de emision, Alexa Fluor 488 y 594, emitiendo en verde y rojo,

respectivamente.

La inmunofluorescencia es una técnica tutil para el estudio de la relacion
patogeno-hospedador. La supervivencia de patdgenos intracelulares dentro del
hospedador viene determinada por la evasidbn microbiana, que puede ser
parcialmente atribuida a sus estrategias de trafico intracelular. Las técnicas de
microscopia han ido cobrando importancia para entender la biologia celular de las
infecciones microbianas. Estas técnicas pueden usarse para la localizacion

subcelular de antigenos en cultivos celulares y en tejidos (van der Wel y cols., 2005).
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Un ejemplo de trafico intracelular habitual de una bacteria dentro de una
célula no fagocitica seria el que sigue Brucella abortus. Hablamos de un patdgeno
intracelular facultativo que favorece su propia internalizaciéon en este tipo de
células. Inicialmente, la bacteria interactia con compartimientos de la cascada
endocitica temprana. Luego, rdpidamente se asocia con la cascada autofagocitica. En
fases mas tardias de la infeccion, Brucella prolifera en el reticulo endoplasmatico de
las células hospedadoras (Pizarro-Cerda y cols.,, 2000). La técnica de
inmunofluorescencia para marcar estructuras que se forman durante el trdnsito
intracelular bacteriano es ttil para dilucidar las distintas fases. El EEA-1 y el LAMP-
1 son marcadores utilizados para poder evidenciar este tipo de estructuras en
multitud de estudios relacionados con el trafico intracelular, tanto en macréfagos

como en lineas no fagociticas.

El EEA-1 “early endosomal auto-antigen 1” es un marcador especifico de
membranas de endosomas primarios o vacuolas. Por lo tanto, se localizard en
estructuras de tipo vacuolar, que marcaran el borde de un compartimento donde se

encuentren particulas que hayan entrado en el interior celular.

El LAMP-1 “Lysosomal-associated membrane protein 1”7 es una proteina
presente en la membrana de endosomas tardios y lisosomas. La presencia de
LAMP-1 sugiere que la particula estd en compartimentos lisosomales dentro de la

célula.

Muchos estudios han empleado la inmunofluorescencia utilizando
anticuerpos frente EEA-1 y LAMP-1 para tratar de marcar dichas estructuras (con la
ayuda de un anticuerpo secundario fluorescente) y conocer el trafico intracelular de
virus, bacterias o proteinas. Es el caso del Virus del Sindrome Reproductivo y

Respiratorio Porcino (Van Gorp y cols., 2009), Parvovirus (Harbison y cols., 2009),
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Clostridium perfringens (Nagahama y cols.,, 2012), Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (Nazareth y cols., 2015), Bordetella pertussis (Lamberti, 2010), Brucella
abortus (Bellaire y cols., 2005) y Péptido C (Luppi y cols., 2009).

Lépez-Doriga y cols. (2000) observaron, mediante microscopia electronica
de transmision, que Photobacterium damselae subsp. piscicida no estaba libre en el
citoplasma de las células de la linea celular de carpa EPC, sino dentro de grandes
vacuolas citoplasmaticas. Por tanto, la inmunofluorescencia utilizando anticuerpos
frente a EEA-1 y LAMP-1 puede ser tutil para tratar de elucidar si determinadas
estructuras esta involucradas en el trafico intracelular de Photobacterium damselae

subsp. piscicida en la linea célular no fagocitica SAF-1.
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II1.5.-Sistema inmunitario de peces

El sistema inmunitario de los peces es fisiologicamente similar al de los
vertebrados superiores, a pesar de ciertas diferencias. Al contrario de lo que ocurre
con los vertebrados superiores, los peces son organismos de vida libre que desde las
primeras etapas embrionarias de la vida dependen de su sistema inmunitario innato
para la supervivencia (Rombout y cols., 2005). La inmunidad inespecifica es un
mecanismo de defensa fundamental para el pez, y ademads, desempenia un papel
clave en la respuesta inmunitaria adquirida y la homeostasis a través de un sistema
de proteinas receptoras. Estas proteinas receptoras identifican patrones moleculares
que son tipicos de microorganismos patogenos, incluyendo los polisacdridos,
lipopolisacdridos (LPS), peptidoglicanos bacterianos, ADN, ARN viral y otras
moléculas que no estdn normalmente en la superficie de organismos multicelulares.
Esta respuesta se divide en barreras fisicas y respuesta inmunitaria celular y
humoral. Estos pardmetros inmunoldgicos incluyen los inhibidores de crecimiento,
enzimas liticas, sistema del complemento, anticuerpos, citoquinas, quimioquinas y
péptidos antibacterianos. Los cambios de temperatura, el estrés, el manejo y la
densidad del cultivo pueden tener efectos supresores sobre este tipo de respuesta,
mientras que los alimentos, varios aditivos e inmunoestimulantes pueden mejorar

su eficiencia (Magnadottir, 2006 y 2010).
II1.5.1.- Inmunidad celular no especifica

El componente celular de las defensas inmunitarias inespecificas de los
peces incluye a las células fagociticas moviles (macroéfagos y granulocitos) que son
reclutadas de la sangre y de los tejidos linfoides, las células eosinofilicas granulares,
que son menos moviles y estan presentes en sitios mucosos como el intestino o las

branquias y son consideradas andlogas a los mastocitos de los mamiferos, y a las
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células citotdxicas no especificas, consideradas el equivalente funcional en los peces

de las células NK (Natural Killer) de los mamiferos.

La fagocitosis es uno de los procesos defensivos mas importantes en los
animales poiquilotermos, porque es el proceso que estd menos influenciado por la
temperatura (Blazer, 1991; Lange y Magnadottir, 2003; Magnadottir y cols., 2005).
Las principales células implicadas en la fagocitosis en los peces son los neutrofilos y
los macréfagos (Secombes y Fletcher, 1992). Estas células eliminan las bacterias
principalmente por la producciéon de reactivos del oxigeno en un mecanismo
conocido como explosién respiratoria. Ademads, los neutréfilos poseen
mieloperoxidasa en sus granulos citoplasmaticos, que en presencia de perdxido de
haluro de hidrégeno mata a las bacterias por halogenaciéon de su pared celular. Por
otra parte, estas células tienen lisozimas y otras enzimas hidroliticas en sus
lisosomas (Fischer y cols., 2006). Del mismo modo, los macréfagos pueden producir
oxido nitrico, que durante el proceso de la explosion respiratoria se une con el
superoxido (O:z-) para producir el peroxinitrito, un radical libre muy potente como

agente antibacteriano (Ischiropoulos y cols., 1992; Carreras y cols., 1994).

Varios patdgenos bacterianos pueden inducir o inhibir la apoptosis de las
células hospedadoras. La modulacion de las vias celulares que resulta en la
induccion o el retraso de la apoptosis de la célula huésped es un mecanismo
importante de la virulencia bacteriana (Cotran y cols., 1999; Hacke y cols., 2002).
Estos procesos pueden ser mediados por diferentes vias de senalizacion de células
anfitrionas que estan subvertidos por las bacterias. Los patdgenos pueden activar
las proteinas apoptoticas tales como caspasas e inactivar proteinas anti-apoptdticas
como Nf-kB. Sobre la base de sus funciones principales, se pueden agrupar las

caspasas en dos subfamilias, pro-apoptodticas y proinflamatorias (Li y Yuan, 2008).
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Caspasas pro-apoptoticas (caspasa-2, -3, -6, -7, -8, -9, -10) son conocidas por estar
principalmente involucradas en la mediaciéon de la transduccion de la sefializacion
de la muerte celular, mientras que las caspasas pro-inflamatorias (caspasa-1, -4, -5, -

11, -12) regulan la maduracion de citoquinas durante la inflamacion.

Durante la infeccion, la invasién y la transcitosis bacteriana pueden
producir efectos citotoxicos sobre las células que se pueden evaluar mediante la
medicion de lactato deshidrogenasa (LDH), un marcador de la muerte celular (Nizet
y cols., 1996). Para varios patdgenos estreptococicos, ha sido reconocido la
capacidad para inducir la lesion de las células hospedadora, que se considera un
primer paso en la patogénesis (Gibson y cols., 1999; Charland y cols., 2000; Fuller y
cols., 2001).

II1.5.2.- Citoquinas

Las citoquinas son un grupo de proteinas glicosiladas, generalmente de
bajo peso molecular, secretadas por células inmunitarias. Como moduladores de la
respuesta inmunitaria, las citoquinas se han estudiado poco en los peces y un
numero significativo son funcionalmente activas en los teledsteos (Secombes, 1996).
Las citoquinas tienen funciones superpuestas y pleiotropicas, lo que dificulta su
clasificacion. Pueden dividirse en interleuquinas (ILs), interferones (IFNs), factores

de necrosis tumoral (TNFs), factor estimulante de las colonias y quimioquinas.

Segun sus funciones, se puede clasificar las citoquinas en diferentes
familias tales como, linfoquinas, factores de crecimiento, interferones, quimioquinas

e interleuquinas (IL) (Savan y cols., 2003).
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II1.5.2.1.- Interleuquinas

Su principal funcion es regular la activacion, diferenciacién o proliferacion
de los linfocitos, la secrecion de anticuerpos, la quimiotaxis y la produccion de otras
citoquinas. Pocas IL han sido clonadas en peces debido a su baja homologia con las
IL humanas y al hecho de que aparecen en el organismo solo en respuesta a
determinados estimulos. En este trabajo nos vamos a centrar sobre la interleuquina

1 beta (IL-1P) y su receptor IL-1r2.

La interleuquina-1 (IL-1), miembro importante del grupo de las citoquinas
pro-inflamatorias, puede ser producida por monocitos, macrofagos activados,
granulocitos, células endoteliales, linfocitos T y otras células. La IL-1a e IL-1 se han
caracterizado en peces, asi como en diferentes grupos animales como aves, anfibios
y mamiferos (Secombes y cols., 2001). Es un mediador importante de la inflamacion
en respuesta a la infeccion y se ha descrito que en la trucha afecta directamente a la
funcién del eje hipotadlamo-hipofisis-interrenal, estimulando la secrecion del cortisol

(Holland y cols., 2002).
II1.5.2.2.- Factor de necrosis tumoral

El factor de necrosis tumoral (TNF) es una citoquina pro-inflamatoria que
pertenece a la superfamilia de mediadores que llevan su nombre, donde el TNF-a es
el mas conocido. El TNF puede ser producido, entre otros, por monocitos,
macrofagos activados, granulocitos, células endoteliales y linfocitos T y juega un
papel importante en la inflamacién, organogénesis, diferenciacidon, apoptosis
celular, siendo el principal mediador del shock séptico y de la caquexia (Idriss y

Naismith, 2000).
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I11.5.2.3.- Interferon

Los interferones son proteinas o glicoproteinas que producen distintos
tipos celulares como respuesta a estimulos diversos entre los que destacan las
infecciones viricas. Ademds de su propiedades antivirales, el interferén tiene un
efecto regulatorio en la activacion de los macréfagos y la proliferacion de células T y
B (Shao y cols., 2001). Se distinguen tres clases de interferones segun sus
caracteristicas estructurales y biologicas: interferén a o tipo leucocitario, interferén
[ o tipo fibroblastico e interferéon vy o tipo inmune, producido por linfocitos T y
células NK. Los interferones a y (3, también conocidos como interferones tipo I,
poseen propiedades antiviricas, anti-proliferativas e inmunomoduladoras, mientras
que los interferones y, producidos por los linfocitos T en respuesta a estimulos

antigénicos, actian tinicamente como inmunomoduladores.
II1.5.2.4.- Quimioquinas

Las quimioquinas son moléculas atractivas que dirigen la migracion
leucocitaria e intervienen en una amplia variedad de procesos fisiologicos y
patolégicos, fundamentalmente en procesos inmunitarios e inflamatorios
(Mantovani, 1999; Zlotnik y Yoshie, 2000). Son proteinas de bajo peso molecular (de
aproximadamente 70 aminodcidos), secretadas por diversas células e involucradas
en la migracion y activacion de leucocitos, en los procesos de angiogénesis, en la
produccion de coldgeno y en la proliferacion de los precursores hematopoyéticos. Se
clasifican de acuerdo a la posicion relativa de sus residuos cisteina N-terminal. Las
dos familias mas importantes y mds estudiadas son las quimioquinas-CXC (cuando
los dos residuos de cisteina estan separados por un aminodcido) y las quimioquinas-

CC (ambeas cisteinas estan unidas).
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I11.5.3.- Proteina Mx

Las proteinas Mx pertenecen a la familia de GTPasas y son proteinas
inducidas por el interferon tipo I en vertebrados en respuesta a la infeccion por
myxovirus. La induccion de Mx no se debe solo a virus sino también a
lipopolisacdridos de membrana, a ADN sintético y también en respuesta a vacunas
inactivadas frente a bacterias (Acosta y cols., 2004).La presencia y conservacion de
estas proteinas en mamiferos, aves, y peces teledsteos, sugiere su importancia en los

mecanismos de defensa frente a virus (McBeath y cols., 2007).
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IV- MATERIAL Y METODOS

IV.1.- Origen y conservacion de las cepas de Photobacterium damselae

subespecies piscicida utilizadas

Las cepas de Photobacterium damselae subsp. piscicida utilizadas en este
trabajo fueron cuatro, dos pertenecientes a nuestra coleccion de cepas clinicas (C2 y
94/99), otra de la colecciéon de la Universidad de Santiago de Compostela (DI-21), y
la dltima perteneciente a la Coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC 17911).

Los datos de estas cepas se muestran en la Tabla VL.

Tabla VI.- Cepas de Photobacterium damselae subsp. piscicida utilizadas

C2 Dorada(Sparus aurata) Espafa Real y cols., 1997
94/99 Dorada(Sparus aurata) Espana Real y cols., 1999
DI-21 Dorada(Sparus aurata) Espafa Toranzo y cols., 1991

ATCC 17911 Perca blanca (Morone americanus) USA ATCC, 1968

Para el cultivo de las diferentes cepas y su utilizacion en el laboratorio se
usaron varios medios de cultivo, que fueron el Agar Infusiéon Cerebro Corazoén
(BHIA) (Cultimed), Caldo Infusién Cerebro Corazéon (BHIB) (Cultimed)
suplementados con un 1,5% de NaCl (Panreac), los cuales se prepararon segun las
instrucciones del fabricante. También se utilizo como alternativa, el medio Base de
Agar Sangre (BAB) suplementado con un 5% de sangre desfibrinada de oveja,
conteniendo un 1,5% de NaCl adicional. Las cepas fueron incubadas a 25°C en

ambiente aerobio durante 48 horas.
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Todas las cepas fueron sometidas a andlisis morfoldgicos, fisiologicos,
bioquimicos y moleculares para comprobar sus caracteristicas fenotipicas y su

taxonomia.

Para su conservacion, cepas en cultivo puro se resuspendieron en BHIB

adicionado con un 15% de glicerol y fueron congeladas a -80°C.

IV.2.- Linea celular

La linea celular SAF-1 es una linea estable de fibroblastos de aleta de
dorada. Ha sido previamente caracterizada por investigadores espafioles (Béjar y
cols., 1997), y nos fue proporcionada por el Dr. José Garcia de la Facultad de

Veterinaria de la Universidad Complutense de Madrid.

Se cultivo usando medio Leibovitz (L15) (Sigma) (pH 7,2) suplementado
con un 10% de suero fetal bovino (SFB) descomplementado previamente tras

incubacidon a 56°C en bafio Maria durante 30 minutos.

Las células se incubaron a 25°C en una estufa sin atmodsfera de COo.
Cuando las células alcanzaron su maximo nivel de confluencia, se realizaron pases

celulares utilizando una solucion de tripsina-EDTA (Sigma).
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IV.3.- Ensayos de invasion bacteriana

Los ensayos de invasion bacteriana se basaron en una modificacion de los
trabajos descritos con anterioridad por Pizarro-Cerdd y cols. (2002) y Padilla y cols.

(2008).

Las células SAF-1 fueron cultivadas a 25°C en placas de 24 pocillos
(Corning Costar, Corning Incorporated, USA) con una densidad de 105 células por
pocillo, alcanzada en unas 24 horas. Las cuatro cepas usadas de Photobacterium
damselae subsp. piscicida se cultivaron en BHIB con 1,5% de NaCl durante 48 horas a

25°C. Los ensayos realizados se describen a continuacion.
IV.3.1.- Evaluacion del efecto del tiempo de infeccion en la internalizacion

Este ensayo se realizo para tratar de averiguar cudnto tiempo necesita

Photobacterium damselae subsp. piscicida para penetrar en las células SAF-1.

Para realizar la infeccién celular, afiadimos 5 pl del cultivo bacteriano (de la
cepa que corresponda) a cada pocillo con las células SAF-1 con 500 ul de medio L15
(pH 7,2) suplementado con un 10% de suero fetal bovino. Posteriormente
centrifugamos a 500 rpm durante 4 minutos para facilitar el contacto entre célula y

bacteria e incubamos las placas a 25°C.

Transcurridos distintos tiempos postinfeccion (30, 60 y 90 minutos), las
bacterias externas no adheridas (suspendidas en el medio) se retiraron realizando 3

lavados con tampon fosfato salino (PBS), mediante succion cuidadosa con pipeta.

Después, las células se incubaron durante 2 horas con medio que contenia
gentamicina (100 pg/ml) para eliminar las bacterias adheridas al tapiz celular. Tras

este periodo, se realizaron de nuevo 3 lavados con PBS y se afiadieron 100 pl de
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Tritén X-100 (1% en PBS) a cada pocillo durante 5 minutos, para provocar la lisis de

las células.

Se realizaron diluciones seriadas del contenido de los pocillos y se
sembraron alicuotas de 10 ul en placas de BHI Agar con 1,5% de NaCl, incubandose

durante 48 horas a 25°C, para poder realizar el recuento de bacterias.

IV.3.2.- Determinacion del efecto de la concentracion bacteriana en la eficacia de

invasion

El objetivo de este ensayo es determinar la existencia de receptores
celulares implicados en la invasion celular y su posible saturacion al aumentar la

concentracion del indculo inicial.

Para determinar el efecto de la concentracion bacteriana en la eficacia de
invasiéon (entendida como el porcentaje de indculo inicial internalizado), se
utilizaron 3 volimenes diferentes de indculo de cada cepa bacteriana: 1 ul, 5 uly 25

ul con un tiempo de infeccion de 90 minutos.

Tras este tiempo, las bacterias externas no adheridas (suspendidas en el
medio) se retiraron realizando 3 lavados con PBS, mediante succion cuidadosa con
pipeta, y posterior incubacion durante 2 horas con medio L15 con gentamicina (100
ug/ml). Tras este periodo, se realizaron de nuevo 3 lavados con PBS y se afiadieron
100 ul de Triton X-100 (1% en PBS) a cada pocillo durante 5 minutos, para lisar el

tapiz celular.

Se realizaron diluciones seriadas del contenido de los pocillos y se
sembraron alicuotas de 10 ul en placas de BHI Agar con 1,5% de NaCl, incubandose

durante 48 horas a 25 °C, para poder realizar el recuento bacteriano.
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IV.3.3.- Valoracion de la supervivencia intracelular

El objetivo de este ensayo es determinar si Photobacterium damselae subsp.
piscicida, una vez producida la invasion celular, sobrevive, se multiplica o muere en

el interior de las células SAF-1.

Para realizar la infeccion, anadimos 5 ul del cultivo bacteriano (de la cepa
que corresponda) a cada pocillo con el tapiz celular, con una confluencia
aproximada del 70%, con 500 ul de medio L15 (pH 7,2) suplementado con un 10%
de SFB y posteriormente centrifugamos a 500 rpm durante 4 minutos para facilitar

la adherencia celular y posterior invasion. Las placas se incubaron a 25°C.

Tras 90 minutos de contacto entre bacteria y células, las bacterias externas
no adheridas (suspendidas en el medio) se retiraron realizando 3 lavados con PBS,

mediante succion cuidadosa con pipeta.

Para estos experimentos de supervivencia intracelular de larga duracion,
tras matar las bacterias extracelulares usando gentamicina (2 horas, a 100 pg/ml), el
medio de cultivo se reemplazdé por medio L15 con gentamicina a 10 pg/ml, y las
células infectadas se incubaron desde 24 horas a 7 dias. El recuento de bacterias
intracelulares se hizo cada 24 h, tras lavados con PBS y adicion de 100 pl de Triton

X-100 (1% en PBS) a cada pocillo durante 5 minutos.

Se realizaron diluciones seriadas del contenido de los pocillos y se
sembraron alicuotas de 10 ul en placas de BHI Agar con 1,5% de NaCl, incubandose

durante 48 horas a 25 °C para el recuento en placa.

La tasa de replicacion intracelular (indice IPRO) expresa la relacion
existente entre el numero de bacterias intracelulares viables presentes a las 24 horas

con las presentes tras 90 minutos postinfeccion. Un indice IPRO mayor a 2 expresa
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proliferacién activa, entre 1 y 2 indica ligera proliferacion, y menor de 1 evidencia

muerte celular.

Como control negativo, utilizamos la cepa no invasiva de Escherichia coli
DHb5-a. La integridad de las células infectadas fue examinada mediante microscopia
durante todo el experimento (desde 24 horas a 7 dias) y la viabilidad de las células
se comprobo mediante tincion con azul tripan, donde las células alteradas

adquieren color azul.

IV.3.4.- Implicacion del citoesqueleto celular en la entrada de

Photobacterium damselae subsp. piscicida

Con el objetivo de saber si la penetracion de Photobacterium damselae subsp.
piscicida en células SAF-1 era llevada a cabo mediante la formacion de
microfilamentos de actina por parte del citoesqueleto celular, se disefid este
experimento, utilizando para ello la citocalasina D, un agente disrruptor que inhibe

la polimerizacion de los microfilamentos de actina.

La citocalasina D (1pg/ml) se utilizé antes de proceder a la infeccion para
evitar la funcién del citoesqueleto y, por tanto, la entrada de la bacteria. Las células

se preincubaron con el agente bloqueante durante 30 minutos.

Para realizar la infeccién celular, afadimos 5 pl del cultivo bacteriano (de la
cepa que corresponda) a cada pocillo con las células SAF-1 con 500 ul de medio L15
(pH 7,2) suplementado con un 10% de suero fetal bovino y luego centrifugamos a
500 rpm durante 4 minutos para mejorar el contacto entre célula y bacteria. Las

placas se incubaron a 25°C.

Tras una infeccion de 90 minutos, las bacterias externas no adheridas

(suspendidas en el medio) se retiraron realizando 3 lavados con PBS, mediante
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succion cuidadosa con pipeta, y se incubaron durante 2 horas con medio L15 con
gentamicina (100 pg/ml).Tras este periodo, se realizaron de nuevo 3 lavados con
PBS y se afadieron 100 ul de Triton X-100 (1% en PBS) a cada pocillo durante 5

minutos, para romper las células.

Se realizaron diluciones seriadas del contenido de los pocillos y se
sembraron alicuotas de 10 ul en placas de BHI Agar con 1,5% de NaCl, incubandose

durante 48 horas a 25 °C para el recuento en placa.

Se realizaron controles donde se manifestd que la citocalasina D no

afectaba a la viabilidad de las células ni de las bacterias.
IV.3.5.- Efecto de la incubacion a 4°C en la internalizacion bacteriana

El objetivo de este ensayo es determinar la intervencion del metabolismo
celular en el proceso de invasidon de Photobacterium damselae subsp. piscicida en la
linea celular SAF-1. Unos 20 minutos previos a la infeccion, incubamos una placa de
cultivo celular de 24 pocillos a 4°C. Una vez infectados los pocillos, incubamos
durante 90 minutos a 4°C y procedemos al recuento de bacterias intracelulares tras
eliminacion de bacterias adheridas con gentamicina. El control de la infeccion se

realiza al mismo tiempo pero incubando a 25°C.

IV.3.6.- Efecto de la temperatura de crecimiento bacteriano sobre Ila

internalizacion

El objetivo de esta experiencia es determinar las tasas de
internalizacion/invasion celular de las cepas en funcion de la temperatura de

incubacion (252C - 20°C).
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Las cepas usadas en este estudio se cultivaron en BHIB con 1,5% de NaCl
durante 48 horas y se incubaron en estufa a 20°C y 25°C. Cada pocillo, a una
confluencia del 80-90%, se infectdé con 5ul de las diferentes suspensiones
bacterianas. Una vez inoculadas, las placas se centrifugaron a 500 rpm durante 5

minutos, y se incubaron a 25°C.

Transcurridos 90 minutos de incubacion y tras la eliminacién de bacterias
adheridas con gentamicina, procedemos al recuento de bacterias intracelulares del

mismo modo que en los apartados anteriores.
IV.3.7.- Efecto de la presencia de glucosa en la internalizacion bacteriana

En las células eucariotas, muchos receptores celulares son azticares que son
reconocidos por ligandos bacterianos por lo que de existir en este caso, si
previamente bloqueamos estos ligandos adicionando aztcares durante Ila
incubacién de los indculos de Photobacterium damselae subsp. piscicida, se bloquearia
la posterior unién con el receptor celular y se evitaria en parte la internalizacion
celular de la bacteria. Para ello, preparamos los indculos bacterianos en medio de
cultivo BHIB suplementado con un 1,5% de NaCl y un 1% de glucosa, asi como un
inoculo control sin aztcares (lote testigo). Tras 48 horas de incubacion con o sin
azucares, el ensayo prosigue como ensayos previos inoculando 5ul de las diferentes
cepas y condiciones en placas de 24 pocillos con la linea celular SAF-1, observando

tasas de invasion celular.

Ademas, la adicién de un 1% de glucosa al medio de cultivo induce la
formacion de una capa capsular lipopolisacdrida que produce un aumento en la
virulencia en esta bacteria (Bonet y cols., 1994), por lo que pretendemos valorar si la

presencia de esta capa afecta a los indices de invasion.
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IV.4.- Analisis de la interaccion celular por inmunofluorescencia

IV.4.1.- Analisis de la adherencia e internalizacion intracelular por

inmunofluorescencia

Las células de la linea SAF-1 fueron depositadas en placas de 24 pocillos

con una lentilla de vidrio de 12 mm de diametro en el fondo de cada pocillo.

Para la infeccién se inocularon 5 pl del cultivo bacteriano de la cepa 94/99

por pocillo.

Tras la incubacion de las células a 25°C durante 90 minutos (o de 1 a 7 dias),
se realizaron 3 lavados con PBS y se fijaron con paraformaldehido frio (4% en PBS)
durante 20 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, las lentillas con las
células fijadas fueron extraidas cuidadosamente de los pocillos y depositadas en una

camara humeda donde se realizo la técnica de la inmunofluorescencia.

Los anticuerpos primarios y secundarios se diluyeron a una concentracion

de 1:500 en albimina sérica bovina (BSA, Sigma) (1% en PBS).

Las lentillas se lavaron con PBS y se incubaron durante 20 minutos con el
anticuerpo primario (anticuerpo policlonal anti- Photobacterium damselae subsp.

piscicida de conejo, cuya obtencion se describe mas adelante).

Se realizaron nuevos lavados con PBS y las lentillas se incubaron durante
20 minutos con un anticuerpo secundario anti-conejo (Alexa® Fluor 594) para tefiir

las bacterias extracelulares.

Posteriormente, las células se permeabilizaron utilizando Tritén X-100
(0,1% en PBS) durante 4 minutos a temperatura ambiente y posteriormente lavar las

lentillas con PBS.
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Para tenir las bacterias intracelulares se afiadid el anticuerpo primario
siguiendo el proceso anteriormente descrito, y luego el anticuerpo secundario anti-

conejo, que en este caso es el Alexa® Fluor 488.

Después de realizar otros 3 lavados con PBS, se procedié al montaje de las
lentillas en portaobjetos con ProLong Gold con DAPI (Invitrogen®). Todas las
preparaciones se examinaron con microscopio de fluorescencia usando el modelo
Olympus BX51 con los objetivos de inmersion de 100 6 60. Las imagenes digitales se
obtuvieron con una cdmara Olympus DP-70 y se procesaron con Photoshop CS3
(Adobe). Las imagenes fueron obtenidas en el laboratorio del Dr. José Ramos Vivas
en el Departamento de Microbiologia Molecular, Centro de Investigaciones
Bioldgicas (CIB), Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC), Madrid.
Los anticuerpos secundarios utilizados son anticuerpos fluorescentes del tipo
Alexa® Fluor de cabra anti-conejo (Invitrogen®). El Alexa® Fluor 594 tiene una
emision roja y el Alexa® Fluor 488 emite en verde. Ambos son inmunoglobulinas

tipo G.

1. Alexa Fluor 405 —

2. Alexa Fluor 350 —

3. Alexa Fluor 500

4, Alexa Fluor 488 —

5. Alexa Fluor 430

6. Alexa Fluor 514 —

7. Alexa Fluor 532

8. Alexa Fluor 555 —

9. Mlexa Fluor 546
10. Alexa Fluor 568 —
11. Alexa Fluor 584 —
12. Alexa Fluor 610 —
13. Alexa Fluor 633 =
14, Alexa Fluor 635 =
15. Alexa Fluor 647 —
16. Alexa Fluor 660 —
17. Alexa Fluor 680
Wavelength (nm) 18. Alexa Fluor 700 —
19. Alexa Fluer 750 —

Fluorescence emission

Espectro de emision de anticuerpos Alexa Fluor
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Obtencion del antisuero de conejo

La obtencion del antisuero policlonal anti-Photobacterium damselae subsp.
piscicida se realiz6 segin la metodologia descrita por Harlow y Lane (1988) y Acosta
y cols. (2002), utilizdndose 2 conejos de unos 2 Kg de peso de raza californiana,
procedentes de una explotacion local que desparasita y vacuna sus ejemplares
periddicamente frente a mixomatosis, enfermedad virica hemorragica y

enterotoxemia.

A cada animal se le administré 2 ml de un indculo compuesto por 1ml de
una suspension de Photobacterium damselae subsp. piscicida inactivada y 1 ml de

Adyuvante de Freund incompleto (Sigma).

La suspension inactivada de Photobacterium damselae subsp. piscicida se
realizd mediante cultivo en medio BHIB de la cepa de Photobacterium damselae subsp.
piscicida 94/99, a 25°C durante 48 horas con agitacién continua y suave.
Posteriormente se lavd dos veces la suspension bacteriana centrifugando el medio a
3.000 rpm durante 5 minutos, retiramos el sobrenadante y resuspendimos el
centrifugado en PBS. Finalmente, tomamos el centrifugado y se resuspende en PBS,
adicionandole un 5%o de formol e incubando durante 24 horas a 25°C para inactivar
las bacterias. A las 24 horas tomamos una alicuota de la suspension y la cultivamos
en Agar Sangre con 1,5% de NaCl a 25°C durante 48 horas para garantizar la

esterilidad de la misma.

Cada conejo recibiéo los 2 ml del indculo (Iml de la suspensién de
Photobacterium damselae subsp. piscicida inactivada y 1 ml de Adyuvante de Freund
incompleto) repartidos en 10 puntos de inyeccidon subcutanea por diversas zonas del

lomo del animal.
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Tras 5 semanas desde la primera inoculacion, se les aplicd una segunda
dosis con el mismo indculo, para provocar asi una buena hiperinmunizacion. A los
15 dias de esta segunda inoculacion se procedid a la sangria completa de los conejos
(previamente anestesiados mediante la aplicacién intramuscular de una solucion
compuesta por 0,2 ml de acepromacina y 0,4 ml de ketamina) por puncion cardiaca.
La sangre se recolectd en tubos con gelatina y paredes siliconadas para la retraccion

del coagulo y obtencion del suero.

Una vez obtenida la sangre, se dejo coagular a 4°C y posteriormente se
centrifugd a 3000 rpm durante 5 minutos. El suero se conservo alicuotado a -80° C

hasta su utilizacion en la técnica de la inmunofluorescencia.
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IV.4.2.- Analisis del trafico intracelular por inmunofluorescencia

Las células de la linea SAF-1 fueron depositadas en placas de 24 pocillos
con una lentilla de vidrio de 12 mm de didmetro en el fondo de cada pocillo. Para la

infeccion se inocularon 25 pl del cultivo bacteriano de la cepa 94/99 por pocillo.

Con el objetivo de poder visualizar la posible emision de microfilamentos
de actina, las lentillas se fijaron con se fijaron con paraformaldehido frio (4% en PBS)
a diferentes tiempos tras la inoculacion bacteriana. Los tiempos fueron: 5, 10, 15, 30
y 45 minutos. La técnica se realizé siguiendo los pasos descritos en el apartado

anterior (IV.4.1.).

El anticuerpo utilizado para marcar la actina fue el Faloidina Alexa® 488

(anticuerpo primario que emite en verde).

Con el objetivo de poner de manifiesto la posible formacion de endosomas,
las lentillas se fijaron con paraformaldehido frio (4% en PBS) a diferentes tiempos
tras la infeccion bacteriana (1, 2 y 4 horas). La técnica se realizo siguiendo los pasos
descritos en el apartado anterior (IV.4.1.) comenzando la tincién a partir de la
permeabilizacion con Triton X-100 (0,1% en PBS), ya que solo nos interesa lo que

ocurra en el interior celular.

Los anticuerpos utilizados para marcar los endosomas fueron EEA-1
(anticuerpo primario de ratén) y Alexa® Fluor 568 (secundario anti-ratén y con

emision en rojo).

Para poder ver la posible formacién de lisosomas, las lentillas se fijaron con
paraformaldehido frio (4% en PBS) a diferentes tiempos tras la infeccion bacteriana

(4, 8, 24 y 48 horas). La técnica se realizé siguiendo los pasos descritos en el
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apartado IV.4.1., comenzando la tincion a partir de la permeabilizaciéon con Tritén

X-100 (0,1% en PBS), ya que solo nos interesa lo que ocurra en el interior celular.

Los anticuerpos utilizados para marcar los lisosomas fueron LAMP-1
(anticuerpo primario de ratén) y Alexa® Fluor 568 (secundario anti-ratén y con

emision en rojo).

Todas las preparaciones se examinaron con microscopio de fluorescencia
usando el modelo Olympus BX51 con los objetivos de inmersion de 100 6 60. Las
imagenes digitales se obtuvieron con una cdmara Olympus DP-70 y se procesaron
con Photoshop CS3 (Adobe). Las imagenes fueron obtenidas en el laboratorio del
Dr. José Ramos Vivas en el Departamento de Microbiologia Molecular, Centro de
Investigaciones Biologicas (CIB), Consejo Superior de Investigaciones Cientificas

(CSIC), Madrid.
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IV.5.- Expresion de citoquinas y gen Mx en SAF-1 tras la infeccion con

Photobacterium damselae subsp. piscicida

En este ensayo usamos las cuatro cepas descritas en el apartado IV.1., mas la
cepa de Photobacterium damselae subsp. piscicida PP3 aislada de Seriola coreana

(Seriola quinqueradiata) en Japdn y cedida por el Dr. Andrew Barnes.
IV.5.1.- Determinacion de la multiplicidad de la infeccion (M.O.1.)

Con el objetivo de determinar qué proporcion célula:bacteria puede
favorecer la expresion de citoquinas en SAF-1, se realizd un experimento que
consideramos preliminar. Para ello, se probaron cuatro multiplicidades de infeccién
(MOQOI): 1:10, 1:25, 1:50 y 1:100 utilizando dos de las cinco cepas de Photobacterium
damselae subsp. piscicida, 1a C2 y la PP3. Posteriormente, se midid la expresion génica

4 postinfeccién (tras 90 minutos de contacto entre bacteria y célula).

IV.5.2.- Expresion de citoquinas y gen Mx en SAF-1 tras la infeccion de

Photobacterium damselae subsp. piscicida cultivadas con y sin glucosa

Las células SAF-1 (depositadas en placas de 6 pocillos) fueron infectadas
durante 90 minutos con las cepas de Photobacterium damselae subsp. piscicida con un
MOI de 1:10 tras analizar los resultados de la experiencia preliminar. La mitad de
las células se infectaron con las 5 cepas de Photobacterium damselae subsp. piscicida
crecidas en BHIB suplementado con un 1,5% de NaCl y la otra mitad, con las
mismas 5 cepas de Photobacterium damselae subsp. piscicida crecidas en el mismo
medio pero suplementado con 1% de glucosa. Asimismo, las células utilizadas como
control (no infectadas-lote testigo) se inocularon con PBS. Las placas fueron
centrifugadas, a 500 rpm durante 4 minutos para mejorar el contacto entre célula y

bacteria, e incubadas a 25°C.
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Transcurridos 90 minutos, 4, 12, 24 y 48 horas postinfeccion se recogio el
contenido de los pocillos correspondientes (3 por cepa, tiempo y condicién) para
realizar la extracciéon de ARN y posterior andlisis de la expresion génica mediante

PCR a tiempo real.
IV.5.3.- Extraccion de ARN

Para la extraccion del ARN se uso el kit comercial E.Z.N.A.® Total RNA Kit
I (Omega Bio-tek®). Inicialmente, ponemos sobre la placa donde estdn las células,
ya sin medio de cultivo, 600 pl del buffer TRK (al que se la afiaden previamente 20
ul de 2-mercaptoetanol por cada ml de buffer). Recogemos las células lisadas
mediante succion con pipeta y las pasamos a un microtubo de 1,5 ml. Afiadimos el
mismo volumen de etanol frio al 70%, (600 pl) y mezclamos con la pipeta sin
centrifugar. Una vez homogeneizada la muestra, pasamos la mezcla a la columna de
extraccion previamente adaptada a una campana de 2 ml de capacidad y
centrifugamos a 14.000 rpm (Minispin plus, Eppendorf) durante 30 segundos. Tras
la centrifugacion, desechamos el liquido de la campana y realizamos un lavado con
700 pl de la solucién de lavado I (RNA Wash Buffer I). Tras una centrifugacion
como la anterior y desechar el sobrante de la campana, afiadimos 500 pl de la
solucion de lavado II (RNA Wash Buffer II) que tenemos preparado previamente, y
al que se le ha anadido 4 veces el volumen de etanol, y centrifugamos a 14.000 rpm
durante 30 segundos. Seguidamente, volvemos a anadir 500 pl de RNA Wash Buffer
Il y centrifugamos a 14.000 rpm durante 2 minutos. Luego, poner la columna en una
campana nueva y centrifugar 2 minutos a 14.000 rpm, para asegurarnos de que no
queden restos del buffer que puedan degradar el ARN. Finalmente, colocamos la
columna dentro de un microtubo de 1,5 ml y anadimos 40 ul de agua libre de

RNAsa (agua DEPC) volviendo a centrifugar a 14.000 rpm durante 2 minutos.
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El ARN obtenido de la extraccién se cuantificd con el espectrofotémetro
NanoDrop-1000 ajustando a una concentracion de 0,1 pg/pl. Las muestras se

guardaron a -80°C hasta su posterior uso.
IV.5.4.- Transcripcion inversa

Este paso consiste en convertir el ARN extraido en ADN complementario
(ADNCc), debido a que el ARN es mucho mas fragil e inestable en el tiempo que el
ADNc. Para ello es necesaria la enzima transcriptasa inversa, que se encarga de
construir la cadena complementaria de acidos nucleicos de la cadena de ARN

molde. La cadena iniciadora hibridara en el extremo 3’ de la cadena molde.

Para que tenga lugar la reaccion, tomamos 2 ul de ARN (previamente
ajustado a una concentracion de 0,1 pg/upl) de cada muestra, anadiendo 5 pl de
tampon 10X (Biorad) y 12 pl de agua DEPC. La mezcla se incuba durante diez
minutos a 70 °C. A continuacion, a cada muestra pre-calentada se le afiade 1 ul de la
enzima retro-Transcriptasa iScriptTM (cDNA synthesis kit BIORAD)(200 U/ml) y 5
ul de agua DEPC. Posteriormente, se incuba a 25 °C durante 10 minutos, 50 minutos

a 42 °C y 15 minutos a 70 °C, finalizando el ciclo a 16°C.
IV.5.5.- Expresion génica mediante PCR a tiempo real (qPCR)

Para el estudio de la expresion de los genes implicados en la posible
respuesta inmunitaria de la linea celular SAF-1 se utilizé la PCR semi cuantitativa
(qPCR), analizando los niveles de expresion de los siguientes genes: Mx,
Interleuquina-1p (IL-1pB), Ciclooxigenasa-2 (COX-2), Factor de Necrosis Tumoral-a

(TNF-a) y Receptor de la Interleucina-1 de tipo II (IL-1r2).
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Para los cebadores de IL-18, TNF a y COX-2 se utiliz6 la secuencia descrita
por Sepulcre y cols. (2007) y para IL-1r2 se utiliz6 la secuencia descrita por Roca y
cols. (2012). Para la expresion del gen Mx la secuencia fue disefiada por nosotros con
el software “Gene Runner” utilizando la secuencia del gen completo descrita por
Tafalla y cols. (2004) y depositada en Gene bank (niimero de acceso AF491302). El
uso de SYBR Green implica un disefio muy cuidadoso de los cebadores con el fin de
evitar dimeros y la amplificacion de DNA gendémico contaminante en la muestra de
ADNoc. La Tabla VII muestra la secuencia de los cebadores utilizados. Como control
interno (gen constitutivo) hemos escogido el gen P-actina, cuya secuencia fue

descrita por Bravo y cols. (2011).

Tabla VII. Secuencias de cebadores empleados para la qPCR

Forward AGC GAC ATG GCA CGATTT

IL-18 10 pmol Sepulcre v cols., 2007
Reverse GCA CTC TCC TGG CAC ATA TCC

Forward GAC AGG GAG CGG CATTGT TAC Disenado
Mx 10 pmol
Reverse TCG TCC AGCTCTTCC TCGTG en Gene-Runner

Forward TCG TTC AGA GTC TCC TGC AG
TNF« 10 pmol Sepulcre y cols., 2007
Reverse CAT GGA CTC TGA GTA GCG CGA

Forward TCT GTC TGG ATC GGA GGCTC
actina 10 pmol Bravo y cols., 2011
p y
Reverse AAG CAT TTG CGG TGG ACG

Forward GAG TAC TGG AAG CCG AGC AC
Cox 2 10 pmol Sepulcre y cols., 2007
Reverse = GAT ATC ACT GCC GCC TGA GT

Forward AAG GACTCC AGCTCC ACT GA
IL-Ir2 10 pmol Roca y cols., 2012
Reverse = ACG CCT TCT ACA TGG ACC AC
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Los ensayos de qPCR se llevaron a cabo con un termociclador (IQ--5,
Biorad). La amplificacidn se realizé en un volumen final de 25 ul para cada reaccidn,
conteniendo: 2 ul de ADNCc, 12 ul de IQ SYBR Green Supermix (Biorad), 0,5 ul de

cada uno de los cebadores, y 10 pl de agua DEPC.

En la Tabla VIII podemos observar el protocolo de PCR a tiempo real

disenado para analizar la expresion de los genes de estudio.

Tabla VIII. Protocolo de ciclos de qPCR empleado para la expresion de los genes estudiados

Ciclo 1 (1x) Paso 1 95°C x 5'
Paso 1 95 °C x 15"
Ciclo 2 (45x) Paso 2 60 °C x 30"
Paso 3 72 °C x 30"
Ciclo 3 (1x) Paso 1 95°Cx 1’
Ciclo 4 (1x) Paso 1 70°C x 1'
Ciclo 5 (81x) Paso 1 55 °C x 30"
Ciclo 6 (1x) Paso 1 16 °C x oo
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Para determinar el nivel de expresidn de los genes analizados, se utilizo la
férmula de Livak (Livak & Schmittgen, 2001) (Figura II). Los célculos en
cuantificaciéon relativa de expresién genética se basan en la comparaciéon de los
valores Ct, usando la f-actina como control interno de la reacciéon. La férmula
expresa la proporcion obtenida de la relacion entre los valores de Ct de la muestra y
los valores de Ct del control (lote testigo), por lo que los resultados se expresan

como aumento sobre los valores del control.

Ratio = 2- (ACt muestra- ACt control)

Figura II. Férmula de Livak

ACt muestra= Ct (gen analizado en la muestra) - Ct (3-actina en la muestra)

ACt control = Ct (gen analizado en el control) - Ct (3-actina en el control)

IV.6.- Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizé el software SPSS versién 17 (SPSS, Inc,
Chicago, IL, USA). Los datos fueron estudiados con un analisis de la varianza de
una via (ANOVA). En los casos en los que fue necesario se realizé un test de
TUKEY. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando los

valores de significacion fueron menores de 0,05 (p<0,05).
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V.- RESULTADOS
V.1.- Ensayos de invasion bacteriana

V.1.1.- Evaluacion del efecto del tiempo de infeccion en la internalizacion

En la Figura III, se observa la tasa de internalizacion intracelular de las
diferentes cepas de Photobacterium damselae subsp. piscicida usadas en el estudio, en
funcién de los diferentes tiempos de infeccion probados. La tasa de invasion
aumenta con el tiempo de incubacion en las 4 cepas. El maximo nivel de invasion se
observo en la cepa 94/99, siendo de 0,21% a los 90 minutos. Las otras tres cepas
mostraron patrones de invasion similares entre ellas. Como la invasion es tiempo-
dependiente, y una vez probado que a los 90 minutos de incubacion todas las cepas
reflejaron una tendencia creciente, hemos utilizado este tiempo para los siguientes

experimentos, permitiendo asi la maxima invasion.
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Figura IIL.- Efecto del tiempo de infeccién en la invasion de Photobacterium damselae subsp.

piscicida en células SAF-1
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V.1.2.- Determinacion del efecto de la concentracion bacteriana en la eficacia de
invasién

La internalizacién de las cepas de Photobacterium damselae subsp. piscicida
se evalud con diferentes concentraciones bacterianas en un namero fijo de células
por pocillo. En la Figura IV, se observa que la tasa de internalizacion aumenta con el
incremento de la concentracion del inoculo, es decir, en general el niimero de
bacterias intracelulares aumento6 con el nimero de bacterias afiadidas. Para la cepa
94/99 existen diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre 1X y 5X. El
resto de cepas estudiadas muestran una tendencia, pero no hay diferencias

estadisticamente significativas.
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Figura IV.-Efecto de la concentracion bacteriana en la eficacia de invasion de Photobacterium

damselae subsp. piscicida en células SAF-1
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V.1.3.- Valoracion de la supervivencia intracelular

Para determinar si las cepas internalizadas morian, se replicaban y/o
sobrevivian en la linea celular SAF-1, las infecciones se llevaron a cabo a diferentes
tiempos. Después de los periodos de incubaciéon (hasta 6 dias), se contaron las
bacterias intracelulares viables y los resultados se expresaron como porcentaje de
bacterias intracelulares respecto al indculo inicial. La tasa de proliferacion
intracelular (Indice IPRO), entendida como la relacion existente entre las bacterias
viables a las 24 horas y 90 minutos se situ6 alrededor de 1,1 para las 4 cepas
analizadas, indicando una ligera replicacion bacteriana en el interior celular. En la
Figura V se aprecia que todas las cepas fueron capaces de proliferar ligeramente tras
un periodo de supervivencia intracelular y sobrevivir durante al menos 3-5 dias. La

cepa que alcanzd mayor supervivencia en la linea SAF-1 fue la 94/99.
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Figura V.- Efecto del tiempo en la supervivencia intracelular de Photobacterium damselae

subsp. piscicida en células SAF-1
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V.1.4.- Implicacion del citoesqueleto celular en la entrada de Photobacterium
damselae subsp. piscicida

Las células SAF-1 se trataron con citocalasina D para evitar la formacién de
microfilamentos de actina y posteriormente fueron infectadas con las cepas de
Photobacterium damselae subsp. piscicida. No se recuperaron bacterias intracelulares
de las cepas C2, DI-21 ni ATCC 17911, encontrando tnicamente un 0,0034% de la
cepa 94/99, la cepa que mostré6 una mayor tasa de invasion tras 90 minutos de

incubacion.

V.1.5.- Efecto de la incubacion a 4°C en la internalizacion bacteriana

Para evaluar la intervencion del metabolismo celular eucariota en el
proceso de invasion de Photobacterium damselae subsp. piscicida se realizaron las
infecciones a 4°C. No se recuperaron bacterias intracelulares de ninguna de las 4

cepas de estudio en los experimentos realizados a esta temperatura.
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V.1.6.- Efecto de la temperatura de crecimiento bacteriano sobre la internalizacion

Como observamos en la Figura VI, las tasas de internalizacién tras 90
minutos de incubacidn de las cuatro cepas de Photobacterium damselae subsp. piscicida
analizadas presentaron valores con diferencias estadisticamente significativas
*=p<0,05) en funcién de la temperatura de incubacién (25°C y 20°C). Las mayores
tasas de internalizacién se observaron cuando la temperatura de incubacion fue de

25°C, siendo de nuevo la cepa 94/99 la que ofrece los valores mas elevados.
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Figura VL.- Efecto de la temperatura de crecimiento bacteriano sobre la internalizacién de
Photobacterium damselae subsp. piscicida en células SAF-1. El asterisco encima de las barras

indica diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).
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V.1.7.- Efecto de la presencia de glucosa en la internalizacion bacteriana

En la Figura VII, se representa el efecto que produce en la invasién el
cultivo de las diferentes cepas de Photobacterium damselae subsp. piscicida en
presencia de glucosa. No se aprecian diferencias estadisticamente significativas en
los indices de invasidn entre las cepas cultivadas en el medio habitual con respecto a

las crecidas con glucosa.
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Figura VIIL.- Efecto de la presencia de glucosa en la internalizacién de Photobacterium damselae

subsp. piscicida en células SAF-1
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V.2.- Anadlisis de la interaccion celular por inmunofluorescencia

V.2.1.- Analisis de la adherencia e internalizacion celular por
inmunofluorescencia

La técnica de la inmunofluorescencia muestra que todas las cepas de
Photobacterium damselae subsp. piscicida se adhieren a las células con una distribucion
uniforme de la bacteria en la superficie celular, y que la bacteria es capaz de
penetrar en células SAF-1 tras 30 minutos de incubacién. Los niveles de invasion
dependen de la cepa utilizada. En la Figura VIII, observamos la secuencia de la
tincion doble por inmunofluorescencia realizada en la linea celular SAF-1 tras 90
minutos de infecciéon con Photobacterium damselae subsp. piscicida. Las bacterias
extracelulares las observamos tefiidas en rojo con el fluorocromo Alexa® Fluor 594
en células sin permeabilizar (Figura VIIla). Una vez permeabilizadas las células, en
verde observamos el total de bacterias (adheridas e internas) tefiidas con el
fluorocromo Alexa® Fluor 488 (Figura VIIIb) en donde la flecha indica una bacteria
que estd siendo internalizada. La Figura VIIIc muestra la accién del DAPI, que tifie
de manera selectiva el ADN bacteriano y celular. La altima imagen (Figura VIIId) se
corresponde con la superposicién de las imdgenes anteriores, donde podemos
observar en naranja, bacteria adherida tefiida con ambos fluorocromos, en verde

bacterias internas, y en azul, ADN bacteriano y celular.

97



Resultados

Figura VIII.- Internalizacién y adherencia de Photobacterium damselae subsp. piscicida en SAF-

1 por inmunofluorescencia

No se apreciaron diferencias en la viabilidad de las células hospedadoras
cuando fueron infectadas con las cepas de Photobacterium damselae subsp. piscicida

durante 7 dias usando el método de exclusion de azul tripan.

En la Figura IX, se observa la multiplicacion de Photobacterium damselae
subsp. piscicida que tiene lugar en el interior de las células SAF-1. En la Figura IXa,
se muestra una imagen en contraste de fase de las células SAF- 1 transcurridas 48
horas desde la infeccion. La imagen siguiente (Figura IXb) se corresponde con
bacterias intracelulares tefiidas en verde. Superponiendo estas dos imdgenes, se
obtiene la Figura IXc, donde observamos en azul el ADN celular y bacteriano, y en
verde las bacterias intracelulares. La Figura IXd se corresponde con una
magnificacion del recuadro presente en la Figura IXc, en la que se aprecian las

bacterias replicandose (flechas).
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Figura IX.- Replicacion intracelular de Photobacterium damselae subsp. piscicida en SAF-1

Después de tres dias, bacterias con forma cocobacilar coexistian con
bacterias de morfologia redondeada, probablemente indicando que algunas
bacterias intracelulares estaban siendo degradadas o adquiriendo formas cocaceas
resistentes (Figura X). En la imagen, se observan en verde las bacterias intracelulares
y restos bacterianos. Las flechas sefialan bacterias intracelulares que colocalizan con

DAPL
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Figura X.- Bacterias intracelulares tras 7 dias de infeccién de SAF-1 con la cepa 94/99 de

Photobacterium damselae subsp. piscicida.
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V.2.2.- Analisis del trafico intracelular por inmunofluorescencia

La técnica de inmunofluorescencia realizada muestra la emisiéon de
microfilamentos de actina por parte de las células SAF-1 X minutos después de ser

infectadas con la cepa 94/99 de Photobacterium damselae subsp. piscicida.

En la Figura XI (izquierda) se observan estos filamentos en verde tras el
marcaje con el anticuerpo Faloidina Alexa® 488. A la derecha, una imagen de

contraste de fase del mismo campo de la preparacion microscdpica.

Figura XI.- Microfilamentos de actina en SAF-1 tras la infeccion con Photobacterium damselae

subsp. piscicida

Las tinciones con EEA-1 y LAMP-1 para poner de manifiesto la posible
formacion de endosomas y lisosomas como estrategia de trafico intracelular por
parte de Photobacterium damselae subsp. piscicida en células SAF-1 resultaron

negativas.

101



Resultados

V.3.- Expresion de citoquinas y gen Mx en SAF-1 tras la infeccion con

Photobacterium damselae subsp. piscicida

V.3.1.- Determinacion de la multiplicidad de la infeccion (M.O.1.)

Con este experimento se pretendia definir la cantidad de bacterias por
célula para experimentos posteriores. Se observa como, en general, a menor MOI,
mayor ratio alcanza la expresion de los genes estudiados. E1 MOI 1:10 provocd unos
niveles mayores de expresion génica con las cepas C2 (Figura XII) y PP3 (Figura
XIII) a las 4 horas después de la infeccion. Por tanto, se decidié que el MOI 1:10 era

el mas adecuado para proseguir con los experimentos.
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Figura XIIL.- Expresién de citoquinas y gen Mx 4 horas después de la infeccion de SAF-1 con

la cepa C2 de Photobacterium damselae subsp. piscicida
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Figura XIIL- Expresion de citoquinas y gen Mx 4 horas después de la infeccién de SAF-1 con

la cepa PP3 de Photobacterium damselae subsp. piscicida
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V.3.2.- Expresion de citoquinas y gen Mx en SAF-1 tras la infeccion con

Photobacterium damselae subsp. piscicida cultivadas con y sin glucosa

En este apartado se puede observar la cinética de expresion de los distintos
genes estudiados como respuesta al estimulo de la linea celular SAF con distintas
cepas de Photobacterium damselae subsp. piscicida con y sin glucosa. Con la inclusién
en el experimento de cepas crecidas con glucosa en el medio de cultivo se pretende
probar algin efecto adicional con la bacteria que posee capa capsular

lipopolisacérida.

V.3.2.1.- Expresion del gen Mx

En las Figuras XIVa y XIVb puede apreciarse como el gen Mx se expresa
con la mayoria de las cepas utilizadas, entre las 24 y 48 horas. No existe de forma
patente una diferencia entre el modelo de expresion referido a la presencia o
ausencia de glucosa en el medio, aunque puede notarse cémo la ausencia de glucosa
adelanta el inicio de la expresidon génica entre las 4 y las 12 horas para las células
SAF-1 infectadas con las cepas C2 y PP3. El pico maximo de expresion del gen Mx se

alcanza con la cepa PP3 a las 24 horas en ambas condiciones.
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Figura XIVa.- Expresién génica de Mx en células SAF-1 infectadas con 5 cepas de

Photobacterium damselae subsp. piscicida. Valores expresados como media + SE de la expresion

del gen relativo al control. El asterisco encima de las barras indica diferencias

estadisticamente significativas (p<0,05).

60

50

40

30

20

10

Nivel de expresion génica

mC2-G
mPP3-G
94/99-G
mDI-21-G
®17911-G

' 4h 12h 24h 48h

Tiempo

Figura XIVDb.- Expresion génica de Mx en células SAF-1 infectadas con 5 cepas de

Photobacterium damselae subsp. piscicida crecidas en un medio con glucosa. Valores

expresados como media + SE de la expresion del gen relativo al control. El asterisco encima

de las barras indica diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).
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V.3.2.2.- Expresion del gen IL1-p

La expresion del gen IL-1f3 refleja un modelo de respuesta muy similar al
descrito anteriormente para el gen Mx. Aunque algunas cepas (94/99, DI 21 y 17911)
no producen suficiente estimulo de la linea celular, las otras dos cepas (C2 y PP3)
producen una expresion notable del gen entre las 24 y 48 horas, siendo ligeramente
superior en los casos en los que la glucosa no fue afadida al medio de crecimiento.
La respuesta inicial al estimulo se obtiene con la cepa PP3 a las 4 horas de
incubacién con y sin presencia de glucosa en el medio. La maxima expresion del gen
IL-1p vuelve a alcanzarse a las 24 horas con la cepa PP3 crecida con y sin glucosa,
para descender notablemente a las 48 horas, como ocurre también con la cepa C2.
Para el resto de los tiempos utilizados, las células no expresan el gen IL-1f3,

observandose una subexpresidn con respecto al control.
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Figura XVa.- Expresion génica de IL-1 en células SAF-1 infectadas con 5 cepas de

Photobacterium damselae subsp. piscicida. Valores expresados como media + SE de la expresién

del gen relativo al control. El asterisco encima de las

estadisticamente significativas (p<0,05).
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Figura XVb.- Expresiéon génica de IL-1B en células SAF-1 infectadas con 5 cepas de

Photobacterium damselae subsp. piscicida crecidas en un medio con glucosa. Valores

expresados como media + SE de la expresion del gen relativo al control. El asterisco encima

de las barras indica diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).
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V.3.2.3.- Expresion del gen IL-1r2

Aunque el modelo de respuesta para la expresion del gen IL-1r2 es muy
parecido a la IL-1(, apreciamos una cinética de expresion con mayor intensidad
cuando las cepas se mantuvieron en ausencia de glucosa, aunque la duracion es
similar con o sin glucosa en el medio, correspondiéndose con las 48 horas de
incubacién. En ambos casos, las cepas que claramente provocan expresion para este
gen son la C2 y PP3. La respuesta se inicia a las 4 horas postincubacion para la cepa
PP3 y alcanza su maximo a las 48 horas cuando se mantuvo sin glucosa afiadida en
el medio. Para la cepa C2, el maximo nivel de expresion llega a las 24 horas post-
infeccion en ambas condiciones. En el resto de los tiempos estudiados con las cepas

94/99, DI-21 y 17911 se observo subexpresion respeto al control en todos los casos.
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Figura XVIa.- Expresién génica de IL-1r2 en células SAF-1 infectadas con 5 cepas de
Photobacterium damselae subsp. piscicida. Valores expresados como media + SE de la expresién
del gen relativo al control. El asterisco encima de las barras indica diferencias

estadisticamente significativas (p<0,05).
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Figura XVIb.- Expresion génica de IL-1r2 en células SAF-1 infectadas con 5 cepas de
Photobacterium damselae subsp. piscicida crecidas en un medio con glucosa. Valores
expresados como media + SE de la expresion del gen relativo al control. El asterisco encima

de las barras indica diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).
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V.3.2.4.- Expresion del gen COX-2

En las Figuras XVIIa y XVIIb se muestra la expresion del gen COX-2 en
células SAF-1 tras la incubacion con cepas de Photobacterium damselae subsp. piscicida
crecidas sin y con glucosa. En ambos casos, las cepas que presentan un potente efecto
inmunomodulador son la C2 y PP3, mientras todas las demads provocan
subexpresién del gen para todos los tiempos utilizados. La respuesta se inicia desde
las 4 horas de incubacién y alcanza su méaximo a las 48 horas para estas dos cepas.
Los valores con la cepa C2 crecida con glucosa van en aumento conforme avanza el

tiempo. La mayor expresion se obtiene con la cepa PP3 sin glucosa a las 48 horas.
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Figura XVIla.- Expresion génica de COX-2 en células SAF-1 infectadas con 5 cepas de
Photobacterium damselae subsp. piscicida. Valores expresados como media + SE de la expresién
del gen relativo al control. El asterisco encima de las barras indica diferencias

estadisticamente significativas (p<0,05).
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Figura XVIIb.- Expresién génica de COX-2 en células SAF-1 infectadas con 5 cepas de
Photobacterium damselae subsp. piscicida crecidas en un medio con glucosa. Valores
expresados como media + SE de la expresion del gen relativo al control. El asterisco encima

de las barras indica diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).
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V.3.2.5.- Expresion del gen TNF-a

Finalmente, la expresidon génica para el gen TNF-a se produce también de
forma mas intensa en ausencia de glucosa en el medio, siendo la respuesta de mayor
duracién con la cepa C2, que se inicia a las 4 horas de incubacién y alcanza su pico
maximo de expresion a las 48 horas.. La cinética se expresa de forma mantenida a
las 24 y 48 horas de incubacidon independientemente de la presencia de glucosa para
el estimulo con las cepas C2 y PP3. No obstante, la cepa 94/99 inicia una cinética de
expresion tardia a las 48 horas cuando existio presencia de glucosa en el medio. Con
el resto de las cepas se obtienen niveles de subexpresion génica para todos los

tiempos utilizados, independientemente de la presencia o no de glucosa del medio.
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Figura XVIIla.- Expresion génica de TNF-a en células SAF-1 infectadas con 5 cepas de
Photobacterium damselae subsp. piscicida. Valores expresados como media + SE de la expresién
del gen relativo al control. El asterisco encima de las barras indica diferencias

estadisticamente significativas (p<0,05).
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Figura XIIIb.- Expresion génica de TNF-a en células SAF-1 infectadas con 5 cepas de
Photobacterium damselae subsp. piscicida crecidas en un medio con glucosa. Valores
expresados como media + SE de la expresion del gen relativo al control. El asterisco encima

de las barras indica diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).
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Discusion

Con la realizacion de este trabajo se ha pretendido profundizar en el
conocimiento de las interacciones de Photobacterium damselae subsp. piscicida con

SAF-1, linea celular no fagocitica de dorada.
VI.1.- Ensayos de invasion bacteriana

El establecimiento de la infeccion por patdogenos bacterianos, requiere la
adhesion a las células del hospedador, la colonizacién de los tejidos, y en ciertos
casos, la invasion celular, seguido de la multiplicaciéon intracelular, la difusion a
otros tejidos, o la persistencia (Pizarro-Cerda y Cossart, 2006), por lo que la
capacidad de algunas bacterias de invadir células no fagociticas es considerado
como un importante factor de virulencia (Hanski y cols., 1989; Perdomo y cols.,
1994; Clark y cols., 1994; Sansonetti y cols., 1996), siendo demostrada en especies
como Escherichia coli, Salmonella, Shigella y Yersinia spp. (Finlay y Falkow 1988§;
Finlay 1990; Jouve y cols., 1997; Schaible y cols., 1999).

Los mecanismos involucrados en la adherencia, invasion y supervivencia
intracelular de Photobacterium damselae subsp. piscicida en los tejidos de peces son

poco conocidos a pesar del uso de modelos in vivo e in vitro.

Mientras que Photobacterium damselae subsp. piscicida es internalizada por
células no fagociticas de carpa, pez gato, carpita cabezona y salmén (Magarifios y
cols., 1996a y b; Lopez-Doriga y cols., 2000), solo se ha descrito un bajo indice de
replicacion intracelular (Elkamel y Thune, 2003) en algunas de estas lineas celulares
de peces. Sin embargo, cuando se comparan resultados de varios estudios, hay que
considerar algunos aspectos, ya que se usan diferentes cepas bacterianas y lineas
celulares, distintos medios de cultivo y diferentes métodos para cuantificar las
bacterias intracelulares. Un ejemplo lo constituye lo descrito en la linea celular de

carpa EPC, donde se obtienen resultados contradictorios en la capacidad de
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replicacion intracelular de Photobacterium damselae subsp. piscicida (Lopez-Doriga y

cols., 2000; Elkamel y Thune, 2003).

En nuestro ensayo para determinar el tiempo de infeccion (Figura III) en la
invasion de Photobacterium damselae subsp. piscicida en la linea celular SAF-1, se
detectaron bacterias en el interior celular a partir de 30 minutos postinfeccion,
aumentando progresivamente hasta los 90 minutos postinfeccion. Este aumento en
la tasa de invasidn respecto al tiempo de infeccion, coincide con el trabajo realizado
por Elkamel (2003). Sin embargo, en un estudio que también utilizaba gentamicina
para controlar las bacterias extracelulares (Magarifios y cols., 1996b), el nimero de
bacterias recuperadas de las células infectadas no aumentaba con el tiempo de
incubacién. Este ultimo trabajo utilizaba una multiplicidad de infeccion (MOI),
numero de bacterias afiadidas por célula a infectar, de 100 a 1 y un periodo de
infeccion de 5 horas, (mientras que en el trabajo de Elkamel (2003), la MOI fue de 1 a
1 y el tiempo de contacto fue solo de 30 minutos), y esto podria suponer un gran
numero de bacterias por célula desde el comienzo y una rdpida acumulacion de
bacterias intracelulares, lo que deriva en lisis celular y liberacion de bacterias al

medio.

La méxima eficiencia de invasion observada en el presente estudio es mas
baja que las mostradas por otros patdgenos en estudios semejantes como Brucella
(Pizarro-Cerda y cols., 2000) y Salmonella (Mills y Finlay, 1994), pero similares o
superiores a los descritos en Campylobacter (Friis y cols., 2005; Byrne y cols., 2007),
Burkholderia (Martin y Mohr, 2000; Stevens y cols., 2003), Hafnia alvei (Padilla y cols.,

2008), Prevotella (Dorn 'y cols., 1998) y Streptococcus iniae (E1 Aamri y cols., 2012).

Nuestros estudios in vitro demostraron que, tras su internalizacion,

Photobacterium damselae subsp. piscicida es capaz de invadir las células SAF-1 y que

118



Discusion

una vez en el interior celular, se replican ligeramente durante al menos 48 horas sin
producir efecto citopatico en las células hospedadoras, permaneciendo viables
durante 3-5 dias en el interior celular (Figura V). Este hecho sugiere con elevada
probabilidad, que la bacteria podria persistir o difundirse a través de células no
fagociticas en diferentes tejidos de los peces, facilitando asi la progresion de la
infeccion y de la enfermedad en los animales infectados. El periodo de viabilidad
intracelular parece depender de la linea celular usada y las condiciones del ensayo,
ya que Magarifos y cols. (1996a) encontraron que Photobacterium damselae subsp.
piscicida permanece dentro de las células CHSE-214 durante al menos dos dias, y en
el estudio de Lopez-Doriga y cols. (2000), con la linea celular de carpa EPC, las

bacterias eran liberadas al medio entre 7 y 9 horas postinfeccion.

Probablemente, esta tactica de invasidon confiere un nicho de proteccion
celular para que las bacterias resistan o se repliquen, estando protegidas de los
mecanismos de defensa del hospedador y/o de la accion de agentes antimicrobianos,
incluidos los antibioticos (Plotkowski y cols.,, 1994). Un estadio intracelular
proporciona varias ventajas a las bacterias, como ser inaccesibles a la respuesta
inmune humoral y a la acciéon del complemento, no necesitar un mecanismo de
adherencia especifico para mantenerse en el lugar de infeccion y tener acceso a un

medio rico en nutrientes (Elkamel, 2003).

El proceso de invasién fue dependiente de la temperatura (Figura VI),
existiendo tasas de invasion mayores estadisticamente significativas cuando el
proceso se realiza a 25°C frente a los 20°C. Ademas, la invasion bacteriana se inhibe
totalmente al incubar las células a 4°C, lo que sugiere que el metabolismo celular
juega un papel activo en el proceso de invasion de Photobacterium damselae subsp.

piscicida en la linea celular analizada, tal y como sugieren diferentes autores
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(Magarifios y cols., 1996; Lopez-Doriga y cols., 2000; Padilla y cols., 2008; Acosta y
cols., 2009). Nuestros datos también sostienen la idea de que el proceso de
internalizacion en células SAF-1 involucra a los microfilamentos de actina de la
célula y que el metabolismo celular juega un papel activo en la internalizacion ya
que el proceso de internalizacion fue inhibido por la citocalasina D y por la
incubacién celular a bajas temperaturas. Esto es compatible con los resultados
publicados en otras lineas celulares de peces (Magarifos y cols., 1996 a y b; Lopez-

Doriga y cols., 2000).

Finalmente, la preincubacion de Photobacterium damselae subsp. piscicida
con glucosa (Figura VII), no parece que produzca el bloqueo de receptores
bacterianos especificos y/o ligandos celulares al no observarse diferencias
estadisticamente significatvas en las tasa de internalizacion bacteriana. En muchos
sistemas, la adhesidn y posterior internalizacion esta mediada por lectinas presentes
en la superficie del agente patdogeno que se unen a hidratos de carbono
complementarios de los tejidos del animal infectado (Acord y cols., 2005). Se ha
demostrado que hidratos de carbono solubles, reconocidos por las lectinas
superficiales de bacterias, bloquean la adhesién de las bacterias a las células
animales in vitro (Sharon, 2006) y, por tanto, su posterior internalizacion, hecho que
no ocurre en nuestro ensayo. Ademas, la presencia del 1% de glucosa en el medio de
cultivo, para que las cepas de Photobacterium damselae subsp. piscicida generasen una
capa capsular lipopolisacdrida, no parece afectar a los indices de invasién en las
condiciones estudiadas. Segun Bonet y cols. (1994), esta envuelta produce un

aumento en la virulencia de Photobacterium damselae subsp. piscicida.
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VI.2.- Analisis de la interaccion celular por inmunofluorescencia

La inmunofluorescencia muestra que las cepas de Photobacterium damselae
subsp. piscicida conservan su capacidad de dividirse tras 48 horas localizadas en el
interior celular. Tras la internalizacion, la bacteria se mantiene viable durante al
menos 6 dias. Al séptimo dia, se detectaron algunas bacterias intracelulares con
morfologia redondeada y el espacio intracelular eucariota mostréo un patrén de
inmunofluorescencia intenso y difuso, sugiriendo un proceso de destruccion

bacteriana.

En conjunto, nuestras observaciones con la técnica de la
inmunofluorescencia dan informacién cuantitativa y morfoldgica directa de que
estas cepas son internalizadas y sobreviven en las células SAF-1. Estas
observaciones subrayan la necesidad de estudiar la posibilidad de que
Photobacterium  damselae subsp. piscicida pueda persistir in vivo en células no
fagociticas de los tejidos de la dorada o que puedan contribuir a la progresion de la
enfermedad en el pez infectado, ya que los estudios de inmunofluorescencia
muestran que algunas cepas pueden permanecer intracelulares con una morfologia

relativamente bien conservada, durante al menos 6 dias.

Los microorganismos, una vez internalizados por células no fagociticas,
tienen diferentes estrategias para sobrevivir en las células hospedadoras. Algunas
bacterias, como Shigella spp. (Sansonetti y cols., 1986) y Rickettsia (Heinzen y cols.,
1993), escapan de las vacuolas para multiplicarse en el citoplasma y posteriormente
infectar células adyacentes. Sin embargo, hay numerosas especies bacterianas que
permanecen dentro de las vacuolas de las células epiteliales durante la infeccion, y
dentro de este grupo se encuentran especies como Salmonella y Yersinia (Finlay y

Falkow, 1988; Janda y cols., 1991), Haemophilus influenzae (Virji y cols., 1991) o
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estreptococos del grupo B (Rubens y cols.,, 1992). Lépez-Doriga y cols. (2000),
observaron que Photobacterium damselae subsp. piscicida no estaba libre en el
citoplasma, sino dentro de grandes vacuolas citoplasmaticas y la bacteria se

mantenia viable durante varias horas.

La observacién de la reorganizacion de los microfilamentos de actina en
células SAF-1 visualizada tras la tinciéon con Faloidina Alexa Fluor 488 (Figura XI)
refuerza la idea de que la internalizacion de Photobacterium damselae subsp. piscicida
involucra a los microfilamentos de actina, sumado a que el proceso de

internalizacion fuese inhibido por la citocalasina D.

La tincién mediante técnica de inmunofluorescencia para EEA-1 y LAMP-1
en SAF-1 infectada con Photobacterium damselae subsp. piscicida resulté negativa. El
EEA-1, “early endosomal auto-antigen 1”, es un marcador especifico de membranas de
endosomas primarios o vacuolas, por lo que se localizard en estructuras de tipo
vacuolar, que marcardn el borde de un compartimento donde se encuentren
particulas que hayan entrado en el interior celular. Por su parte, el LAMP-1
“Lysosomal-associated membrane protein 1”7 es una proteina presente en la membrana
de endosomas tardios y lisosomas. La presencia de LAMP-1 sugeriria que la
particula se encuentra en compartimentos lisosomales dentro de la célula.
Esperdbamos poder poner de manifiesto un trafico intracelular similar al descrito
para Brucella abortus por Pizarro-Cerdd y cols. (2000) en una linea no fagocitica, el
cual consistiria en observar un contacto rapido de la bacteria con los
microfilamentos de actina, para luego ser localizada en una estructura marcada con
EEA-1 (un endosoma o vacuola), para posteriormente observar la posible
fluorescencia de un compartimento marcado con EEA1 y LAMP-1 (fusiéon de

endosoma y lisosoma), para continuar colocalizando la bacteria con LAMP-1
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(lisosoma), y finalmente restos bacterianos con LAMP-1 (enzimas del lisosoma

actuando sobre la bacteria).

Hasta el momento, el trafico intracelular en células no fagociticas no esta
descrito en ningtin patdgeno de peces. La no observacion de endosomas y lisosomas
puede deberse a que los anticuerpos primarios utilizados (de ratén) no reconozcan
las estructuras que se podrian estar formando en el fibroblasto del pez. También
cabe pensar que, después de la emisién de microfilamentos de actina, la
internalizacion de la bacteria no siga ese tipo de ruta para su trafico intracelular.
Esperamos que estudios posteriores de biologia celular usando el microscopio
electronico y confocal ayuden a conocer el mecanismo exacto de invasién y

posterior trafico intracelular de este patdgeno.

VI.3.- Expresion de citoquinas y gen Mx en SAF-1 tras la infecciéon con

Photobacterium damselae subsp. piscicida

Como es ldgico, la mayoria de estudios sobre expresion de genes
relacionados con la respuesta inmunitaria en peces estan llevados a cabo en células
clasicamente involucradas (fagociticas) en esta respuesta tras su estimulacion in vivo
o in vitro, lo que complica establecer paralelismos con nuestro trabajo realizado en
una linea celular no fagocitica como es SAF-1 con origen en fibroblastos de aleta de

dorada.

La expresion de genes relacionados con la respuesta inmunitaria por parte
de la linea celular no fagocitica SAF-1 esta descrita en pocos trabajos. Asi, Pelegrin y
cols. (2003) describieron por primera vez la secrecion de IL-1B por parte de
macrofagos de dorada activados con LPS y ADN bacteriano, y a su vez observaron
en la linea celular SAF-1 un precusor de la IL-1(3 de distinto peso molecular al de los

macrofagos almacenado en microvesiculas. La adicion de ATP al medio inhibi6 la
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produccion de esta citoquina en macrofagos, pero no en SAF-1, sugiriendo que en
esta linea celular, la post-traduccion de IL-1p debe ser impedida por un inhibidor

especifico.

Como los fibroblastos estan involucrados en procesos de reparaciéon del
dafio tisular, Castillo-Bricefio y cols. (2011) utilizaron la linea celular SAF-1 para
estudiar procesos relacionados con el colageno. El incremento en la expresion de IL-

18 y COX-2 por parte de SAF-1 es parte de la fase inflamatoria en dichos procesos.

Por otra parte, Picchietti y cols. (2012) estudiaron la respuesta de SAF-1
(estimulada con LPS o poly I:C) al ser puesta en contacto con un extracto de aloe.
Entre otros genes, midieron la expresion de IL-13, Mx, COX-2 y TNF-a. El aloe

actué como inmunoestimulante en conjuncion con el LPS o el poly I:C.

En cuanto a la expresion de citoquinas y gen Mx de nuestro estudio en
células SAF-1 tras la infeccion con Photobacterium damselae subsp. piscicida crecidas
en un medio con o sin glucosa, observamos que tnicamente las cepas C2 y PP3 son

capaces de estimular la expresion de todos los genes estudiados (apartado V.3.2.).

Tafalla y cols., (2004) midieron la expresion del gen Mx en la linea celular
SAF-1 tras poner en contacto las células con Poly: I:C y Nodavirus. A diferencia de
otros tipos celulares, la linea celular SAF- 1 no mostrd expresion constitutiva para el
gen Mx, pero el tratamiento con Poly I:C o Nodavirus durante 24 indujo su
expresion. Se utilizd una técnica de PCR convencional, buscando presencia o
ausencia del gen. Al igual que Tafalla y cols. (2004), Garcia-Rosado y cols. (2008)
estudiaron la expresion del gen Mx en células SAF-1 y TV-1 (linea celular no
fagocitica procedente de rodaballo). Tras las incubacién con diferentes
concentraciones de poly I:C, se midio la expresion del gen a diferentes tiempos. La

expresion del gen Mx en SAF-1 observada en geles tras las PCR convencional, fue
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mas evidente que en la linea TV-1, donde la expresién comenzo6 a las 12 horas y fue
en aumento hasta las 120 horas. Nuestros resultados para el gen Mx (mediante
qPCR) después de la infeccion de la misma linea con Photobacterium damselae subsp.
piscicida a las 12 horas comienza a observarse la expresion del gen Mx para 3 de las
cepas estudiadas (C2, PP3 y 94/99), llegando al pico a las 24 horas (especialmente
destacado para las cepas C2 y PP3) para descender ligeramente transcurridas 48
horas tras la infeccion. El sistema interferon es uno de los mecanismos de defensa
antivirica mas importantes y las proteinas Mx son uno de sus receptores
moleculares mejor conocidos. El interferén es un factor celular inducido después del
establecimiento de la infeccion y aparece antes que cualquier otro mecanismo de
defensa. Debido a la falta de estudios sobre los genes que codifican para el
interferon en la mayoria de las especies de peces, a que la vida media del
transcriptor del interferéon es muy corta (Johansen y cols., 2004) y a la elevada
conservacion de las proteinas Mx a través de la evolucién de los vertebrados, estas
han sido empleadas como marcadores para medir la respuesta de interferon tipo I
inducida por virus ARN de doble cadena en peces (Lockhart y cols., 2007), cadenas
de ARN doble de cadenas como el Poly I:C (Eaton, 1990; Tafalla y cols., 2004; Wu y
Chi, 2007), LPS o ADN bacteriano (Acosta y cols., 2004) y otros componentes

bacterianos (Ortega y Enriquez, 2007).

Las citoquinas son mediadores celulares del sistema inmune. La IL-1f3 es un
miembro de la familia de las interleuquinas IL-1 que juega un papel fundamental en
la respuesta inflamatoria, maduracion y proliferaciéon de muchos tipos de células
inmunitarias (Dinarello, 2002). Existen dos tipos de receptores de la IL-1f3, el IL-1r1
y el IL-1r2. El primer receptor interviene mediando los efectos de IL-1(3, mientras
que el segundo acttia inhibiendo su actividad. La IL-1r2 ha sido clonada en dorada y

su expresion ha sido estudiada por diferentes autores (Lopez-Castejon y cols., 2007).
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En nuestro trabajo, dos cepas (C2 y PP3) producen una expresion notable del gen IL-
18 entre las 24 y 48 horas. La respuesta inicial al estimulo se obtiene con la cepa PP3
a las 4 horas de incubacion con y sin presencia de glucosa en el medio. La maxima
expresion del gen IL-1 vuelve a alcanzarse a las 24 horas con la cepa PP3 crecida
con y sin glucosa, para descender notablemente a las 48 horas, como ocurre también
con la cepa C2. Ingerslev y cols. (2010) estudiaron la expresion de citoquinas en una
linea no fagocitica de trucha (RTHDF) tras su incubacién con LPS, PAMPs y restos
celulares de la misma linea. La tnica citoquina estudiada cuyo gen fue expresado en
todos las condiciones fue la IL-1(3. La expresion comenzo6 1 hora después de la
incubacién, alcanzando su pico a las 4 horas y decreciendo ligeramente a las 24
horas. Por la expresion de este gen, concluyeron que los fibroblastos intervienen en
reacciones inflamatorias en conjunto con las células inmunitarias tradicionales. Por
otra lado, Grasso (2013) en su tesis doctoral sobre vacunas inactivadas sefiala que la
vacunacion por bafio con las diferentes bacterinas analizadas frente a Photobacterium
damselae subsp. piscicida es capaz de inducir la expresion de citoquinas
proinflamatorias como la IL-1(3 a las 24 horas en dorada. En cuanto a la expresion
del gen IL-1r2 en nuestro estudio, la respuesta se inicia a las 4 horas postincubacion
para la cepa PP3 y alcanza su maximo a las 48 horas cuando se mantuvo sin glucosa
anadida en el medio. Para la cepa C2, el maximo nivel de expresion llega a las 24
horas post-infeccion en ambas condiciones. Lopez-Castejon y cols. (2007)
describieron una sobre-expresion de IL-1r2 en dorada después de la infeccién con
Vibrio anguillarum en todos los tejidos examinados, encontrando ademas que la
expresion de este gen se indujo mas que la de IL-1 en rindn anterior, higado y

bazo.

Sepulcre y cols. (2007) estudiaron in vitro la estimulacion del gen de la

molécula proinflamatoria COX-2 en la dorada. En este trabajo, los granulocitos y

126



Discusion

macrofagos de dorada fueron estimulados con diferentes sustancias simuladoras de
patogenos (PAMPs), obteniendo estimulaciéon de IL-13, TNF-a y COX-2. En nuestro
trabajo, el gen COX-2 en SAF-1 se estimula en las cepas C2 y PP3 desde las 4 horas
de incubacién, alcanzando su maximo a las 48 horas. Abelli y cols. (2009)
encontraron sub-expresion de COX-2 (y otras moléculas pro-inflamatorias) en
intestino de alevines de doradas y lubinas alimentadas con una dieta enriquecida

con probidticos, sugiriendo una disminucién de la inflamacion.

El TNF-a es una citoquina con potente accion proinflamatoria secretada
por varias células inmunes a lo largo de una infecciéon o de un dafio tisular. El
homologo del TNF-a humano ha sido clonado en dorada y muchas otras especies
de peces. Roca y cols., (2008) afirman que el TNF-a desempefia en peces funciones
diferentes que en mamiferos, sefialando la complejidad de la evolucion que ha
tenido lugar en la regulaciéon de la inmunidad innata por las citoquinas. En nuestro
estudio, la expresion del gen TNF-a se produce de forma mds intensa en ausencia
de glucosa en el medio de cultivo (bacteria normal, sin capa lipopolisacarida),
siendo la respuesta de mayor duracion con la cepa C2, que se inicia a las 4 horas de
incubacién y alcanza su pico maximo de expresion a las 48 horas. La cinética se
expresa de forma mantenida a las 24 y 48 horas de incubacion independientemente
de la presencia de glucosa para el estimulo con las cepas C2 y PP3. No obstante, la
cepa 94/99 inicia una cinética de expresion tardia a las 48 horas cuando existio
presencia de glucosa en el medio. En el trabajo de Roca y cols. (2008), se comparo la
expresion de este gen en leucocitos de rifion anterior frente a la de células
endoteliales del endocardio de dorada. La expresion de TNF-a fue mayor en células
endoteliales. Aunque esta activacion del TNF-a sugiere que puede facilitar la
diseminacién de los patdgenos, también encontraron que se favorece la produccion

de genes antivirales.
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VII.- CONCLUSIONES

Primera.- La capacidad de invadir la linea celular no fagocitica de dorada SAF-1 por
parte de Photobacterium damselae subsp. piscicida se ve influenciada por Ila

temperatura de incubacion bacteriana y el metabolismo celular.

Segunda.- Photobacterium damselae subsp. piscicida es capaz de adherirse e invadir la
linea celular SAF-1, y una vez en su interior, se replica ligeramente, permaneciendo
viable hasta siete dias, planteando la posibilidad de que dicho patdgeno se difunda
a través de células no fagociticas, pudiendo asi facilitar la progresion de la infeccion

en un hospedador.

Tercera.- En el proceso de internalizacion de Photobacterium damselae subsp. piscicida
en células SAF-1 se produce una reorganizacion de los microfilamentos de actina. El
posterior estudio del trafico intracelular requiere de la utilizaciéon de anticuerpos

especificos de peces.

Cuarta.- Photobacterium damselae subsp. piscicida es capaz de modular la expresiéon de
todas las citoquinas analizadas y gen Mx en células no fagociticas de dorada, siendo

dicha inmunomodulacion de mayor intensidad con las cepas C2 y PP3.
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VIIL.- RESUMEN

Toda intensificacion en los sistemas de produccion desencadena una mayor
aparicidon de enfermedades infectocontagiosas. Las enfermedades infecciosas son la
mayor causa de pérdidas econdmicas en la acuicultura, estimdndose que en
conjunto un 10% de todos los animales cultivados se pierden cada afo debido a

dichas enfermedades.

La pasterelosis, provocada por Photobacterium damselae subsp. piscicida ha
llegado a convertirse en un problema de primer orden en la acuicultura marina
mundial. En Canarias es una de las enfermedades de mayor prevalencia y
repercusion econdmica para la acuicultura, con una tendencia de presentacion
estacional, en épocas estivales. La dorada (Sparus aurata) es una de las especies de

peces mas afectadas por este patdgeno.

Para poder luchar contra las enfermedades infecciosas en acuicultura, es
indispensable tener los conocimientos necesarios sobre ellas. La comprension de la
patogenia, difusion y la transmision de la enfermedad es clave para el control y la

prevencion de la misma.

Mediante ensayos de invasidon celular y microscopia de fluorescencia
evidenciamos que Photobacterium damselae subsp. piscicida es una especie con
capacidad de adherirse, invadir y sobrevivir en el interior de la linea celular no
fagocitica SAF-1, hecho importante para el posible establecimiento de un estado

portador en especies marinas de peces.
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Mediante la técnica de la inmunofluorescencia demostramos que la actina
estd involucrada en el proceso de internalizacion de Photobacterium damselae subsp.
piscicida en SAF-1, quedando pendiente la descripcidn del tréfico intracelular de esta

bacteria en los fibroblastos.

Las cepas C2 y PP3 de Photobacterium damselae subsp. piscicida estimulan la
expresion de genes relacionados con la respuesta inmunitaria en las células SAF-1, a

pesar de ser una linea no fagocitica.
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IX.- SUMMARY

Any intensification of production systems produces an increased occurrence
of infectious diseases. Infectious diseases are the major cause of economic losses in
aquaculture, it estimated that altogether 10% of all farmed animals are lost each year

due to these diseases.

Pasterelosis, caused by Photobacterium damselae subsp. piscicida has come to
become a major issue in the global marine aquaculture. In the Canary Islands it is
one of the most prevalent disease and economic impact for aquaculture, with a
presentation seasonal trend in summer times. Gilthead seabream (Sparus aurata) is

one of the fish species most affected by this pathogen.

To fight against infectious diseases in aquaculture is essential to have the
necessary knowledge of them. The wunderstanding of the pathogenesis,
dissemination and transmission of the disease is key to controlling and preventing

it.

The bacterial invasion assays and fluorescence microscopy showed that
Photobacterium damselae subsp. piscicida is a species with ability to adhere, invade
and survive inside the non-phagocytic fish cell line SAF-1, and this fact is important

for the possible establishment of a carrier state in marine fish species.

The immunofluorescence study showed that actin is involved in the
internalization process of Photobacterium damselae subsp. piscicida in SAF-1, pending
the description of the intracellular trafficking of this bacterium in fibroblasts cells.
The strains C2 and PP3 stimulate expression of related genes to immune response in

the SAF-1 cells, despite being a non-phagocytic cell line.
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La comprensién de la patégenia, difusion y la transmisién de la enfermedad:es d:,e %
para el control y la prevencion de la misma. En este sentido, la investigacion juega
un papel fundamental.La informacién sobrela patogénesis de la :paﬂ;elﬁsis es to-

B

+~davia escasa. La mayoria'dédos estudios in vitro se centran en linea citicas para "
tudiar la inmunidad “no especifica contra este patégeno, siendo poca la infor-
acién sobre la. supervivencia de Photobacterium damselae subsp.” piscicida *
en ga’lulas no especializadas en la fagocitosis vy, por tcmé?‘ .ea'los ;ejidos del pez.. .
—

YIRS

Con la elaboracién del présente trabajo, se pretende estudiar vari& aspectos.de la
interaccion de Photobatterium damselae subsp. piscicida con la do a traves'de ~
diferentes estudios realizados in vitro con células no fagociticas de da (SAF:1), .

uno de sus hospedadq _u;gle_s de mayor relevancia biolégica y econéglica. _ A
L]

-



	Página en blanco
	Página en blanco
	Página en blanco
	Página en blanco
	Página en blanco
	Página en blanco

