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Introduccit6n

1.- INTRODUCCION

Hafnia alvei, miembro de la Familia Enterobacteriaceae, forma
parte de la microbiota gastrointestinal humana y animal, asi como del
medio ambiente. La bacteria ha sido descrita encontrandose de forma
natural en el suelo y en el agua (ALLEN, 1982; SAKAZAKI y TAMURA,
1992). También se describe como una bacteria capaz de afectar a la
calidad microbiolégica de los alimentos como la leche (TEXFORD y cols.,
1975; KLEEBERGERYY cols., 1980}, miel (SALIMOV, 1978), carne enlatada
de vacuno (REFAIE y cols., 1993), o carne de porcino empaquetada

(BORAH y cols., 1992).

Desde un punto de vista clinico, la bibliografia describe
distintos cuadros asociados a esta especie bacteriana en varias
especies animales, como mastitis en ganado vacuno (BINDE y
HERMANSEN, 1982), abortos equinos (XIMENA y ORIELE, 1983;
MUKHERJEE y cols., 1986}, neumonia caprina (SHARMA y cols., 1991}, y
septicemia en gallinas ponedoras (REAL y cols., 1997). En Medicina
Humana, su presencia se ha relacionado con cuadros de enteritis,
septicemias e infecciones urinarias (SAKAZAKI y TAMURA, 1992; KRIEG y
SNEATH, 1994).

En la acuicultura, existen algunas descripciones que detallan
su presencia en el agua de empresas que desarrollan una actividad en
acuicultura continental (ALLEN, 1982; ALLEN y cols., 1983) y cuadros
clinicos como septicemia hemorragica en trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) (GELEV y cols., 1990), provocando patologia
renal en salmén dorado (Oncorhynchus masou) infectados

1
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Introduccioén

experimentalmente (TESHIMA y cols., 1992), septicemia hemorragica en
trucha comun (Salmo trutta, L.) infectadas experimentalmente
(RODRIGUEZ y cols., 1998) y septicemias, ascitis y hemorragias
hepaticas en pez gato (Ictalurus punctatus) (GOODWIN y KILLIAN, 1998).

Es de destacar la flexibilidad que muestra este patogeno en
cuanto a los factores que afectan a su crecimiento y supervivencia: su
temperatura maxima de crecimiento oscila entre 40 y 42°C, y no crecen
por debajo de los 5°C, y es resistente a los agentes externos, muy poco
exigente en sus necesidades nutritivas, asi como capaz de crecer y

desarrollarse en medios minimos (PUMAROLA, 1993).

Factores como la temperatura y salinidad determinan en gran
medida la supervivencia en el medio de las bacterias patégenas de
peces (TORANZO y cols., 1982; WAKABAYASHI, 1991; FERNANDEZ y cols.,
1992; SOLTANI y BURKE, 1994; SAKAI y cols., 1994; GUERIN-FAUBIEEE y
cols., 1995; LOPEZ y ANGULO, 1995). Hafnia alvei es capaz de
sobrevivir en agua por un periodo superior a los 3 meses,
independientemente del grado de salinidad de la misma, alcanzando
un mayor tiempo de supervivencia a 10°C que a 22°C (datos sin

publicar).

En sanidad animal en general, y mas concretamente en

referencia con la ictiopatologia, se conoce bastante poco sobre los

mecanismos de virulencia y patogenicidad en relaciéon con el desarrollo |

de la infeccién y/o enfermedad en especies tanto continentales como

marinas producidas por este patogeno. Aunque es de presumir que
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Introduccién

comparta muchos aspectos comunes con aquellos ya descritos para

otras enterobacterias.

Por otro lado, es conocido que Hafnia alvei esta presente de
forma natural en el medio ambiente canario, y se ha relacionado,
ocasionalmente, con la aparicion de cuadros clinico-patolégicos en
otras especies animales distintas de los peces (REAL y cols., 1997).
Aunque nunca se ha detectado en especies marinas de esta o de otras
regiones del mundo, si bien, la proximidad de los tanques y jaulas de
cria de la dorada a zonas donde se desarrollan diversas actividades
humanas como barfio, turismo, red de alcantarillado, etc, hace posible
el contacto entre dicho agente patogeno y los peces. Ademas, en los
altimos afios, uno de los temas preponderantes de nuestro grupo de
trabajo ha sido el estudio de diversos aspectos relacionados con la
infeccion producida por Hafnia alvei (REAL y cols., 1997; RODRIGUEZ y
cols., 1998; RODRIGUEZ y cols., 1999; ACOSTA y cols., 2002), por lo que
parece logico que centrasemos la finalidad de este estudio en conocer
mas de cerca los efectos de la infeccion por este patégeno en la

acuicultura, con especial relevancia en la acuicultura marina.

Conocer si la dorada (Sparus aurata, L.) es una especie
susceptible de enfermar tras su infeccion experimental con Hafnia alvei
y profundizar en el conocimiento de los factores de virulencia y su
relacibn con la patogenicidad de esta bacteria para la dorada,

constituyen la finalidad basica de este trabajo.
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Introduccién

Por todo lo expuesto, en el desarrollo del presente estudio nos

hemos planteado los siguientes objetivos:

1.- Estudiar qué factores de virulencia posee Hafnia alvei con
aplicacion a especies de acuicultura continental (trucha arcoiris,

Oncorhynchus mykiss) y marina (dorada, Sparus aurata, L.).

2.- Relacionar los factores de virulencia estudiados con el grado de
patogenicidad mostrado por distintas cepas de Hafnia alvei en dorada

(Sparus aurata, L.).

3.- Determinar la patogenicidad de Hafnia alvei en dorada (Sparus
aurata, L.) en el curso de una infeccion aguda mediante experiencias
de DLso.

4.- Verificar la patogenicidad de Hafnia alvei en dorada (Sparus
aurata, L.) en el curso de una infeccion crénica, realizando el
seguimiento mediante analisis microbiologico, anatomopatolégico e

inmunohistoquimico.

5.- Dilucidar, en su caso, el papel de esta especie (dorada) como
portadora de la infeccion en el habitat en el que se desenvuelve para la

acuicultura.
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2.- REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1- MICROBIOLOGIA DE HAFNIA ALVEI

El Género Hafnia esta encuadrado dentro de la Familia
Enterobacteriaceae. Este Género consta de una Unica especie, Hafnia

alvei.

La actual nomenclatura de Hafnia alvei fue propuesta por
MOLLER en 1954 (M@LLER, 1954, cit. SAKAZAKI y TAMURA, 1992), ya que
hasta entonces se le denominaba Enterobacter alvei, asi como
Enterobacter hafniae o Enterobacter aerogenes subsp. hafniae.
Estudios de taxonomia numérica demostraron que Hafnia alvei esta lo
suficientemente alejada del Género Enterobacter como para pertenecer
a otro Género. Estos resultados quedan confirmados por modelos de
hibridacion ADN-ADN que confirman una homologia inferior al 27%
entre Hafnia alvei y Enterobacter spp. La hibridacion también revela la
existencia de 2 genoespecies dentro del taxén Hafnia alvei, pero al ser
imposible la diferenciacion fenotipica, estas dos genoespecies se

agrupan bajo la denominacién de Hafnia alvei (SAKAZAKI, 1984).

En extensiones tefiidas por el método de GRAM se presenta como
un bacilo gram negativo, de 1.0 uym de diametro y de 2.0 a 5.0 ym de
largo, no capsulado (MOLLER, 1954, cit. SAKAZAKI y TAMURA, 1992).

Presenta todas las caracteristicas de Enterobacteriaceae spp.
Cierta actividad bioquimica, metabélica y enzimatica esta intimamente
relacionada con la temperatura de incubacién, siendo mas intensa a
22°C que a 37°C. C. RICHARD y JM. ALONSO (1976) describen a Hafnia

5
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alvei como una enterobacteria moévil por flagelos peritricos a
temperaturas de 22°C, pero esta movilidad se ve anulada cuando la
cultivamos a 35°C. La temperatura maxima de crecimiento oscila entre
40 y 42°C, y no crecen por debajo de los 5°C. Es anaerobia facultativa y
presenta tanto metabolismo respiratorio como fermentativo (M@LLER,

1954, cit. SAKAZAKI y TAMURA, 1992).

No existen medios especificos para su aislamiento. Normalmente
se utilizan medios no selectivos o poco selectivos que son usados de
forma rutinaria para el aislamiento de enterobacterias (M@LLER, 1954,
cit. SAKAZAKI y TAMURA, 1992). En este grupo destacamos el agar Mac
Conkey, el Xilosa-Lisina-desoxicolato (XLD) y el medio Infusiéon Cerebro
Corazon (BHI). También se usa en laboratorios clinicos el medio Agar
Hektoen Entérico, inicialmente disefiado para el aislamiento selectivo de
salmonelas.

En medios poco selectivos como el agar Salmonella-Shigella (SS)
no se consigue el crecimiento en uno de cada 4 intentos de cultivo de
Hafnia alvei. En agar Sulfato-Bismuto tampoco crece (M@LLER, 1954, cit.
SAKAZAKI y TAMURA, 1992).

En Agar Nutritivo esta bacteria crece muy bien presentando unas

colonias mayores de su tamano habitual, midiendo de 2 a 3 pum de

diametro.

No existen medios de enriquecimiento para el crecimiento de

Hafnia alvei. Algunas cepas crecen en medios como el Caldo Selenito y el
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Caldo de Tetrathionato, usados habitualmente para el enriquecimiento

de Salmonella spp.(MOLLER, 1954, cit. SAKAZAKI y TAMURA, 1992).

R. SakazakKi y K. TAMURA (1992) usaron agar Mac Conkey
adicionado con un 1% de sorbitol para diferenciar Hafnia alvei de otras
bacterias intestinales como Escherichia coli, Klebsiella, Enterobacter y
Serratia spp., las cuales fermentan el sorbitol dando colonias rosas o

rojas, cosa que no ocurre en el caso de Hafnia alvei.

Ademas, el Género Hafnia se caracteriza por ser bacterias oxidasa
negativas y catalasa positivas. Segin JJ. FARMER (1999) reducen los
nitratos a nitritos, siendo positivas en mas de un 90% las pruebas de la
lisina y ornitina decarboxilasa. El crecimiento en el medio KCN también
es positivo, asi como la presencia de la enzima B-galactosidasa (ONPG).
Fermenta la D-glucosa con produccion de acido y gas. Produce acido,
pero no gas a partir de L-arabinosa, glicerol, D-manitol, D-manosa,

maltosa, L-ramnosa, trehalosa y xilosa (FARMER, 1999).

El acetilmetilcarbinol (VP) es producido, en mas de un 98%, a
partir de la glucosa entre 22 y 28°C, pero no a 35°C. Por el contrario,
la prueba de rojo metilo da positiva a 35°C pero negativa a 22°C. Dan
un resultado variable el uso del malonato, acetato, y la fermentacién

de la celobiosa y salicina (FARMER, 1999).

JJ. FARMER (1999) asegura que Hafnia alvei no produce acido
sulfhidrico (Hz2S) en el medio TSI. Mas del 90% de las cepas son

negativas para las pruebas de arginina dehidrolasa, produccién de
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indol y ureasa. No produce gelatinasa, lipasa ni desoxiribonucleasa. No
utiliza el alginato ni produce fenilalanina desaminasa. La hidroélisis de la
esculina es negativa. Es citrato de Simmons negativa. No produce acido
a partir de la fermentacion del adonitol, inositol, rafinosa, sorbitol,
sacarosa y lactosa. No obstante, aproximadamente un 5% de las cepas
pueden acidificar la lactosa tras la incorporacion de un plamido
metabolico por conjugacion con Salmonella typhi y Escherichia coli

(FARMER, 1999).

Existe cierta dificultad para diferenciar microbiologicamente esta
bacteria de otros patogenos comunes en Medicina Veterinaria (REAL y
cols., 1997; RODRIGUEZ y cols., 1998; ACOSTA y cols., 2002). Las lesiones
que aparecen en el curso septicémico de la infeccion en muchas especies
animales son muy similares a las producidas por Salmonella spp. Segun
C. RIDELL (1987) y WR. KELLY (1993) y las infecciones causadas por
Salmonella spp. pueden ser particularmente problematicas en su
diferenciacién, debido a que las colonias de Hafrnia alvei se confunden
con las de Salmonella spp. en los medios rutinarios de cultivo causando
confusion a la hora de determinar la identidad de ese microorganismo
(SAKAZAKI y TAMURA, 1992). Seguin WC. EVELAN y JE. FABER (1953) y K.
HARADA y cols. (1957) cultivos de Hafnia spp. han sido aglutinados con

antigeno O de Salmonella spp. lo cual lleva a error en la identificacién.

Ademas, también se han descrito ciertos problemas en su
diferenciacion con otros géneros como Enterobacter (E. aerogenes y E.
gergoviae) y Serratia spp. (SAKAZAKI y TAMURA, 1992). A tales efectos
ha demostrado ser extraordinariamente 1til el sistema de identificacion

Microscan (Dade Microscan, Inic, Sacramento, California) (RODRIGUEZ y

3
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cols., 1999), asi como la utilizacién de un bacteriéfago especifico de
Hafnia, el fago 1672 (REAL y cols., 1997; RODRIGUEZ y cols., 1998). Mas
del 96% de las cepas de Hafnia alvei son lisadas por este bacteriéfago,
que fue aislado por PAM. GUINEE y JJ. VALKENBURG en 1968 a partir
de agua, utilizandose rutinariamente para la identificacién de esta

especie.

Hafnia alvei forma parte de la flora gastrointestinal de los seres
humanos, siendo a su vez su habitat habitual el suelo y el agua
(ALLEN, 1982; ALLEN y cols., 1983; SAKAZAKI y TAMURA, 1992). También
se ha aislado de diferentes alimentos (TEXDORF y cols., 1975; SALIMOV,
1978; REFAIE y cols., 1993; TORNAJADILLO y cols., 1993), siendo a veces
el responsable del deterioro de carnes empaquetadas bajo una

atmosfera pobre en oxigeno.

Recientes estudios le otorgan una gran importancia como
agente patégeno oportunista, tanto en la especie humana como en
varias especies animales (GUNTHARD y PENNEKAMP, 1996; RODRIGUEZ y
cols., 1998).

2.2.- CARACTERISTICAS DE LA INFECCION O LA ENFERMEDAD
PRODUCIDA POR HAFNIA ALVEI

2.2.1.- EN ICTIOPATOLOGIA

I. GELEV y cols. (1990) aislaron en Bulgaria una bacteria de un
brote epizoodtico produciendo septicemia hemorragica en trucha arcoiris.

Tras realizarle una serie de pruebas bioquimicas, fagotipia e hibridacién
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del DNA, logran identificar a la bacteria causante del brote como Hafnia

alvei.

Las truchas afectadas presentaban oscurecimiento de la piel,
exoftalmia, hemorragias oculares y petequias cutaneas. En la
necropsia se observaron estas petequias en pared abdominal, higado,

bazo, rifién, musculos y vejiga natatoria.

Infecciones por Hafnia alvei también han sido descritas en
salmén rojo (Oncorhynchus masou) (TESHIMA y cols., 1992) en una
explotacion situé.da en Japon. Los peces presentaban externamente
oscurecimiento de la piel y abdomen distendido, no observandose la
presencia de exoftalmia. Internamente se observo la presencia de unos
foriinculos de color blanco-grisaceo en el rinon. Posteriormente estos
mismos autores realizaron un estudio de patogenicidad para lo cual se
inocularon via intraperitoneal cinco lotes de salmén rojo: uno testigo, un
segundo de 40 peces de unos 15 g de peso que se inoculé una sola vez,
un tercer grupo de 30 peces que se inoculé6 dos veces con una
separacion de dos semanas entre ambas inoculaciones, y un cuarto
grupo de 30 peces que se inocul6 tres veces con una separacion de
cuatro dias, entre cada una de las inoculaciones. Ademas de estos
cuatro grupos se inocul6é un grupo de peces juveniles de un peso de
unos 60 g via intraperitoneal con un cultivo puro de Hafrnia alvei en
cuatro ocasiones a intervalos de cuatro dias. Los riﬁo_nes de todos los
peces fueron examinados para determinar la presencia o no de lesiones
después de dos semanas a un mes de haber comenzado a mostrar
sintomas clinicos. Este protocolo es el inico que existe en la bibliografia

para estudiar las consecuencias de este patogeno a medio plazo.

10
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Los peces testigo no mostraron ningin signo de enfermedad. Un
40% de los peces del grupo segundo mostraron signos a los 3 meses de
la inoculacién mientras los peces del tercer grupo mostraron signos de
enfermedad a los 32 dias de la primera inoculacion, y los signos fueron
evidentes en un 41% de los peces después de los 57 dias. Los peces del
cuarto grupo comenzaron a mostrar alguna evidencia a partir del dia 12
de la primera inoculacion, y en un 36% de ellos los signos fueron
evidentes después de 26 dias. En los peces juveniles inoculados la
incidencia fue de un 15% después de los 41 dias de la primera

inoculacion.

Los signos que mostraron los peces externamente fueron
oscurecimiento de la superficie corporal, abdomen hinchado y natacién
erratica. No presentaban exoftalmia. Internamente aparecian diferentes

focos blanco-grisaceos prominentes en la cara ventral del rifion.

Las lesiones anatomopatolégicas encontradas sé6lo hacen
referencia al rinén, y se pueden dividir en tres tipos diferentes: tipo I,
tipo II y tipo III, en concordancia con el grado de severidad o progresion
de la enfermedad.

Las lesiones tipo I corresponden al estadio mas precoz de la
enfermedad, caracterizandose por la aparicion de focos celulares
anormales con zonas de mitosis (células de proliferaciéon), con un
predominio de neutréfilos sobre los macréfagos. En estas lesiones, se
observan pocas o ninguna bacteria, asi como tampoco se observan

células necroticas en el rifién. Se aprecia degeneracion de melanocitos,
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cuyos restos celulares son frecuentemente fagocitados por macréfagos.
Con la tincién de azul de toluidina se ponen de manifiesto los linfocitos,

estando en un nimero relativamente limitado.

Las lesiones tipo II presentan multitud de tipos de células renales
con el nacleo foliado. Muchas de estas células presentan una tipologia
diferente, ya sea en forma o tamano. Se encuentran restos celulares en
mayor cuantia en los espacios intercelulares, y pocas o ninguna zona de
mitosis. Las bacterias se encontraron aisladas en pequefio niimero o en
grupos, pero su numero diferia considerablemente entre las areas
internas de las lesiones. Los leucocitos y los macréfagos exhibian una
gran variabilidad en tamano y proporcion de inclusiones
citoplasmaticas, presentando los leucocitos un marcado aumento en el
numero de granulos especificos y de lisosomas primarios los
macrofagos. En los limites de las lesiones se observan bacterias y
granulos de melanina fagocitados por neutréfilos y macrofagos, siendo
estas células mucho mas numerosas que otros tipos de células como los
eritroblastos, linfocitos, reticulocitos, fibroblastos y melanocitos,
existiendo un mayor predominio de los neutréfilos. Los melanocitos y
unos pocos eritroblastos muestran signos morfolégicos de degeneracion,
pero estos signos no aparecen en los neutréfilos ni en los macrofagos.
En las lesiones también se pueden observar células gigantes
multinucleadas, presentando en ocasiones su membrana plasmatica con

soluciones de continuidad.

Las lesiones tipo III son histopatolégicamente las mas avanzadas,
conteniendo gran cantidad de restos celulares en forma de un material

amorfo y finamente granular localizado entre células como neutréfilos,
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macroéfagos, reticulocitos y células con un nucleo picnético, que

aparentemente son eritroblastos. En las lesiones necréticas, en donde
los restos celulares y demas células estan en un numero reducido, se

encuentran un gran numero de bacterias y material amorfo.

LA. RODRIGUEZ y cols. (1998) determinaron las dosis letales 50 de
siete cepas de Hafnia alvei de distinta procedencia mediante
inoculaciones intraperitoneales experimentales en trucha comun (Salmo
trutta, L.), y encontraron diferencias en el grado de virulencia de las
cepas estudiadas, las cuales estuvieron comprendidas entre 1.3 x 104y
2.5 x 107 ufc/pez. En este trabajo resulté evidente la susceptibilidad de
la trucha comun a enfermar en el curso de una infeccién por dicho
patégeno, que hasta entonces no se habia descrito. Los peces inoculados
mostraron signos de septicemia hemorragica, con natacién erratica,
oscurecimiento de la piel y abdomen distendido. La mortalidad comenzé
a las 24 horas postinfeccion, y se mantuvo hasta once dias
postinoculacién. Cultivos puros de Hafnia alvei se aislaron de organos
internos de todos los peces moribundos, muertos y supervivientes,
indicando la posibilidad de que estos peces jueguen algiin papel como

portadores.

Hafnia alvei también ha sido descrita en el pez gato (Ictalurus
punctatus) (GOODWIN y KILLIAN, 1998}, siendo considerado un patégeno
emergente. Se describen diversos brotes de enfermedad a lo largo de
un periodo de dos afios en granjas de cria con una temperatura
cercana a los 15°C. Las lesiones externas encontradas fueron
inflamaciéon alrededor de los ojos, exoftalmia bilateral y zonas

inflamadas con petequias en la regién craneal. Internamente, las

13
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lesiones incluian ascitis y petequias hemorragicas en el higado. Los
peces con esta sintomatologia morian alrededor de los 30 dias, y las
pérdidas en las explotaciones se consideraron desde elevadas a

moderadas.

Las infecciones experimentales que se realizaron en pez gato
con Hafnia alvei para valorar la patogenicidad de esta bacteria, e
intentar reproducir la sintomatologia observada en las infecciones
naturales, se hicieron con pez gato inoculados via intraperitoneal a
una dosis de 106 y 107 unidades formadoras de colonia por pez, y por
inmersion con una dosis de 106 y 107 células por ml, a una
temperatura de 15 a 20°C. Las dosis mas altas de las utilizadas (107)
resultaron letales entre las 24 y 48 horas postinfeccion, utilizando
tanto la via intraperitoneal como la inmersién, pero no produjeron las
lesiones caracteristicas observadas en la infeccion natural, en donde
las lesiones craneales observadas eran muy similares a las producidas
por la infeccién con E. ictaluri, y probablemente representan una
forma cronica de la infeccion por Hafnia alvei (GOODWIN y KILLIAN,
1998).

2.2.2.- EN OTRAS ESPECIES ANIMALES

Hafnia alvei ha sido descrita durante los tltimos afios en
numerosas ocasiones asociada a diferentes cuadros de enfermedad,

afectando a distintas especies animales como son:
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Aves

F. REAL y cols. (1997) describieron el primer caso de una
septicemia originada en gallinas ponedoras por Hafnia alvei, con un
curso muy similar al que origina en esta especie Salmonella spp.,
provocando una importante bajada en la puesta, pérdida de apetito,
opistétonos y muerte. Las lesiones microscopicas halladas fueron una

hepatitis necrética multifocal e intensa esplenitis.

Equidos

Hafria alvei ha sido aislada en varias ocasiones asociada a
abortos en équidos (KUME, 1962, cit. SAKAZAKI Y TAMURA, 1992). De esta
forma se ha descrito un caso de aborto equino en el cual Hafnia alvei fue
aislada en cultivo puro del feto y de la placenta. También se produjo un

alto titulo de anticuerpos aglutinantes en la yegua convaleciente.

MV. XIMENA y TM. ORIELE (1983) describieron el caso de una
yegua que aborté de forma espontanea al 8° mes de gestacion. Al realizar
la necropsia del feto su aspecto era normal y el examen macroscoépico de
sus visceras solo revelo en el higado una pequefia zona blanquecina de
unos 5 mm en su cara parietal. El examen de la placenta fue totalmente
normal. Tanto del feto como de la placenta se logré aislar en cultivo puro
Hafnia alvei, por lo que se la consideré la responsable del aborto.
Ademas en la yegua se encontraron gran cantidad de anticuerpos

aglutinantes frente a Hafnia alvei.

Igualmente, SR. MUKHERJEE y cols. (1986) citaron el caso de una

yegua que aborté a los 122 dias de gestaciéon. El animal presento
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descarga vaginal durante 13 dias y luego aborto. La unica bacteria que
se aislo e identifico de sangre extraida del corazon, liquido amniético y

contenido estomacal del feto fue Hafnia alvei.

En este Gltimo caso se realizo un ensayo de patogenicidad,
usando cuatro ratones, inoculando dos ratones via intraperitoneal con
0.5 ml de un cultivo en caldo de peptona de la bacteria aislada, y otros
dos como controles. Todos los ratones fueron sacrificados a los tres dias
postinoculaciéon, y su necropsia no revelo daflos macroscopicos
aparentes. La bacterioscopia de sangre extraida de corazén, bazo,
higado, rifion y pulmén no revel6 la presencia de bacterias en estos
organos, pero si el posterior cultivo que permitié el aislamiento e

identificacién de Hafnia alvei.

Rumiantes

M. BINDE y O. HERMANSEN (1982) realizaron un estudio en vacas
afectadas con mamitis y encontraron que ademas de los agentes
comunes en las mamitis, se aisla un 25% de Bacillus subtilis y un 25%

de Hafnia alvei asociados a mamitis de tipo crénico.

También, BC. JANSEN y M. HAYES (1983) describieron un cuadro
de retraso en el crecimiento de la lana de la oveja de raza Merino debida
a una infeccion bacteriana de la dermis por diversas especies del Género
Enterobacter y por Hafnia alvei, que provocaban un cuadro de hiperemia

e infiltracién celular en la dermis que retrasaba el crecimiento de la lana.

RK. SHARMA y cols. (1991) hicieron un estudio sobre un colectivo

de cabras afectadas de neumonia en diferentes grados, y realizaron
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cultivos bacterianos de muestras de pulmén de animales sacrificados,

obteniendo que Hafnia alvei suponia un 9.83% del total de especies

bacterianas aisladas de dichas muestras.

Abejas
Es una de las especies de las que mas se aisla esta bacteria

relacionada con casos de enfermedad y muerte.

Z. GLINSKI y cols. (1994) citan a Hafnia alvei como agente
secundario de una infeccion septicémica en abejas. Hafnia alvei fue
aislada del contenido intestinal, de los tejidos de las abejas afectadas,

asi como de la miel de la colmena.

L. KAUKO y Z. GLINSKI (1994) aislaron Hafnia alvei del tracto
digestivo y tejidos de abejas. Realizaron un ensayo de patogenicidad
inoculando un cultivo de Hafnia alvei a abejas sanas mediante inyeccion
en el téorax provocando un cuadro septicémico con una mortalidad del
90%, y reaislando posteriormente Hafnia alvei en cultivo puro de los

tejidos de las abejas muertas.

Z. GLINSKI y cols. (1995) describieron un caso de mortalidad en
abejas. Realizaron cultivos bacterianos de varios de sus tejidos e
intestinos, asi como de miel de la colmena, identificando a Hafnia alvei
como agente primario en la infeccion septicémica en esta especie,
después de eliminar mediante estudios diferenciales otras enfermedades
como infecciones virales, envenenamiento por pesticidas, infestacion por

Malpighamoeba mellificae o Acarapis woodi.
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2.2.3.- EN HUMANOS

En 1957, K. HARADA y colaboradores describen un aislamiento
de H. alvei asociado a cuadros de vémitos y diarrea, tanto en nifnos
como adultos. Afios mas tarde, R. SAKASAKI (1961) describe a H. alvei
como un potencial patégeno intestinal tras unos estudios de toxicidad

realizados en conejos.

En 1991, MJ. ALBERT y colaboradores del Centro Internacional
para la Investigacion de la Enfermedad Diarreica, Bangladesh
(ICDDRB), aislaron una cepa de Hafnia alvei (designada H. alvei
19982) en cultivo puro de un caso clinico de un nifno de 9 meses, con
una sintomatologia de voémitos, deshidratacion, fiebre, distension
abdominal y diarrea con una duracién de 72 horas. Se demostré que
esta bacteria estaba dotada de capacidad enteropatogena en 8 de los
12 conejos inoculados experimentalmente, siendo capaz de adherirse
al epitelio intestinal, causando pérdida de las vellosidades del ileon y
produciendo lesiones en la mucosa, las cuales se interpretan como
lesiones con “fijaciéon y ocultacion® de la bacteria (lesiones AE, del

ingles “attaching and effacing’).
Posteriores estudios de los mismos investigadores del ICDDRB
identificaron otras 6 cepas de H. alvei con caracteristicas similares

(ALBERT y cols., 1992).

Al igual que los E. coli enteropatégenos, estas 7 cepas de H.

alvei dieron resultados positivos a la tincién fluorescente de la actina y
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a la presencia del gen eae, un gen involucrado directamente en la

capacidad de producir las lesiones AE.

Sobre la base de estas investigaciones, diferentes casos clinicos
relacionados con H. alvei fueron estudiados, describiéndola como un
patogeno entérico (RATNAM, 1991 ; WESTBLOM y MILLIGAN, 1992; REINAy
cols., 1993; RIDELL y cols., 1994), no pudiéndose confirmar la
presencia del gen eae. En 1999, JM. JANDA y colaboradores analizaron
5 de las cepas aisladas por MJ. ALBERT en el ICDDRB, y sus
resultados sugieren que estas cepas son biotipos atipicos de
Escherichia coli o por el contrario representan una nueva especie
dentro del Género Escherichia, si bien, no esta del todo claro y hoy en
dia se continuia la investigacion, no estando descartado que pueda
tratarse realmente de H. alvei. Lo que si esta del todo demostrado es la
relacion epidemiologica entre cepas de H. alvei negativas a la presencia
del gen eae y los casos clinicos con sintomatologia de vomitos, diarrea

y deshidratacion.

Su aislamiento en tejidos diferentes al intestino es relativamente
raro, pero representa en estos casos un agente etiologico que puede
comportarse como patégeno oportunista (GUNTHARD y PENNEKAMP,
1996), pudiendo provocar cuadros septicémicos (ENGLUND, 1969},
neumonias (KLAPHOLZ y cols., 1994) y abscesos (AGUSTIN y CUNHA,
1995).
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2.3.-LA INFECCION EXPERIMENTAL EN ACUICULTURA:
APLICACIONES

La experimentacién animal mediante modelos de dosis-
respuesta es un procedimiento utilizado para comparar la virulencia,
capacidad de colonizacion de una bacteria o potencia de una toxina
bacteriana, que en condiciones naturales produce un organismo
determinado (WELKOS y O'BRIAN, 1994). La respuesta puede ser

medida pbr muerte, infectividad o algan otro efecto cuantificable.

Un ejemplo es la determinacion de la dosis letal 50 (DLso), en
donde el investigador calcula la dosis (toxina, bacteria o algin otro
factor) que produce la muerte del 50% de los animales sujetos a
estudio. Para generar estos valores, el modelo para pequefos animales
consiste en tomar 3 6 6 grupos con 5 6 10 animales por grupo. Cada
grupo recibe una dosis diferente del microorganismo o toxina y dichas
dosis deben ir en relacion geométrica mediante diluciones seriadas

(REED y MUENCH, 1938; WELKOS y O°BRIAN, 1994).

Como la virulencia, toxicidad, e infectividad son dependientes
tanto del agente causal como del hospedador, S. WELKOS y A. O'BRIAN
(1994) concluyen que los estudios de DLso requieren de la perfecta
estandarizacion de todos los componentes que intervienen en el
experimento, como es el uso de la misma cepa para todos los
animales, que todos los animales inoculados sean de la misma edad y
tamarno, y que todos los animales estén bajo las mimas condiciones de

mantenimiento.
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El método de JL. REED y M. MUENCH (1938) es probablemente el
mas utilizado para la determinaciéon de la DLso, usandose en multitud
de estudios y con muy diversos animales de experimentaciéon (WELKOS
y O'BRIAN, 1994). Una dosis letal, en un procedimiento biolégico, tal
" como la titulacién de un suero o un virus, consiste en la dilucién
maxima del producto en la cual ciertos animales sometidos al
experimento reaccionan o mueren. Segun estos autores para cubrir un
amplio rango de posibles variaciones en la titulacion es necesario usar
un gran numero de pequefios grupos de animales probados en

diferentes diluciones.

El uso de la DLso en el mundo de la ictiopatologia ha sido
ampliamente utilizado a lo largo de los afios para diversas
experiencias, como son la determinacion del grado de patogenicidad de
una cepa determinada mediante la reproduccion experimental de la
enfermedad y la determinacion de la patogenicidad de los productos
extracelulares bacterianos mediante inoculacion de los mismos. M.
FAISAL y cols. (1989) describen en el bajo Egipto unas mortalidades por
un proceso septicémico en Oreochromis niloticus que oscilaban entre el
10 y el 70%. Se lograron aislar un total de 17 Aeromonas hydrophila,
realizandose posteriormente inoculaciones experimentales para
determinar el nivel de virulencia de cada una de las cepas. Las DLso
oscilaron desde 103 a 107 unidades formadoras de colonia por ml
(ufc/mlj. A su vez, se analizaron diferentes factores de patogenicidad,
concluyéndose que fueron las cepas con DLso del orden de 103 ufc/ml

las que presentaban in vitro mayores factores de virulencia.
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GR. MALATHI y cols. (1989) determinaron las DLsy de varias
cepas marinas de Vibrio vulnificus aisladas de productos del mar,
utilizando como animal de experimentacion el ratén, obteniendo unos
valores entre 103 a 107 ufc/ml. Al contrario que lo descrito por M.
FAISAL y cols. (1989), tanto las cepas mas patégenas (DLso del orden de
103), como las menos patégenas (DLso del orden de 107) contenian in

vitro los mismo factores de virulencia.

Y. SANTOS y cols. (1991) describieron la patogenicidad de Vibrio
anguillarum y sus toxinas en rodaballo (Scophtalmus maximus),
salmén coho (Oncorhynchus kisutch) y trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykiss) con 12 cepas diferentes mediante la metodologia
anteriormente descrita por JL. REED y M. MUENCH (1938). Utilizaron 6
peces por grupo, con unos pesos comprendidos entre los 4.5y 6.5 g.
Los peces se inocularon intraperitonealmente con suspensiones
bacterianas que oscilaron entre los 10! a 108 ufc/ml. Los resultados
demostraron que era la trucha arcoiris la especie mas susceptible a la
infeccion experimental, con unos valores de DLso del orden de 102 a

103 ufc/ml.

B. FOUZ y cols. (1994) realizaron experiencias de DLso para
determinar el papel que juega el hierro en la patogenicidad de Vibrio
damselae en rodaballo (Scophthalmus maximus). Mediante estas
experiencias se logré demostrar la correlacion existente entre la
adquisicion de hierro por parte de las bacterias y el aumento del grado

de patogenicidad de las mismas.
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B. MAGARINOS y cols. (1995) determinaron el grado de
patogenicidad de 6 cepas de Photobacterium damselae subsp. piscicida
de probada capacidad patégena en doradas y rodaballo mediante
inoculacion experimental via intraperitoneal y bafio de 60 minutos en
unas suspensiones bacterianas seriadas de 108 a 104 células por ml.
El resultado fue la demostracion de que Photobacterium damselae
subsp. piscicida era capaz de infectar a la dorada por via oral,
obteniéndose unos valores de DLsy del orden de 105 a 106 ufc/ml
mediante la metodologia descrita por JL. REED y M. MUENCH (1938]).
Las mortalidades comenzaron a los 3 6 7 dias postinfeccion en funcion
de la cepa utilizada. Las DLsy obtenidas en dorada mediante la
infecciobn por bafio fueron siempre menores que las obtenidas
mediante la inoculacion intraperitoneal, situandose entre 104 a 105 en
dorada y 103 a 105 en rodaballo. En contraste, el rodaballo demostré

ser una especie no susceptible a la pasterelosis por baro.

En Israel, en el afio 1984, hubo un brote de meningitis y
meningoencefalitis que afectd a varias especies piscicolas, como
hibridos de tilapia, trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y carpa
comun (Cyprinus carpus), con alta morbilidad y una mortalidad del
50% en trucha y del 30% en tilapia. Se aislaron dos especies nuevas
de Streptococcus, el Streptococcus shiloi y el Streptococcus difficile. La
experiencia de DLsp se llevé a cabo para reproducir experimentalmente
la enfermedad en trucha y tilapia, obteniendo unos valores de 102 a
105 ufc por ml (ELDAR y cols., 1995). Un experimento similar fue
realizado por AM. BAYA y cols. (1997) en lubina (Dicentrarchus labrax),

dorada (Sparus aurata, L.) y rodaballo (Scophthalmus maximus) para
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reproducir experimentalmente la enfermedad causada por
Edwardsiela tarda en un brote epizoético ocurrido en Maryland
(Estados Unidos) en el afio 1994, que fue el primero descrito para este

agente patégeno en esta zona.

B. MAGARINOS y cols. (1996) realizaron experiencias de DLso
para determinar diferencias de patogenicidad de Photobacterium
damselae subsp. piscicida con o sin capsula Dbacteriana,
comprobandose que las cepas capsuladas reducian los valores de DLso
en 4 logaritmos, confiriéndoles factores de virulencia tales como
resistencia al suero, que no poseian cuando no estaban capsuladas.
Este resultado puso de manifiesto el papel tan importante que juega la
capsula bacteriana en la patogenicidad de Ph. damselae subsp.

piscicida.

La patogenicidad de Vibrio alginolyticus en dorada (Sparus
aurata, L.) se cuestionaba hasta hace pocos afios. MC. BALEBONA y
cols. (1998) dilucidaron este aspecto. Para ello utilizaron doradas entre
5y 10 gramos, analizando un total de 10 cepas diferentes. La DLso fue
determinada mediante inoculacién intraperitoneal, en grupos de S
peces por lote, con suspensiones bacterianas de entre 102 a 108
ufc/ml, obteniéndose unos resultados de DLso que oscilaron entre los
5.4 x 104 a 1.0 x 10% unidades formadoras de colonia por gramo de
pez. Este trabajo permitié considerar a V. alginolyticus como un agente

bacteriano con capacidad patégena para la dorada.

LA. RODRIGUEZ y cols. (1998) analizaron el grado de

patogenicidad de Hafnia alvei en trucha comun (Salmo trutta, L.),

24

i0n realizada por ULPGC. Biblinteca Universitaria, 2008

o8 autores. Digitali

©Del



Revision bibliografica

usando peces con un peso comprendido entre los 6 y los 12 gramos,
inoculando intraperitonealmente 0.1 ml de una suspensioén bacteriana
que oscilaba entre las 103 y las 10° unidades formadoras de colonia
por mililitro segun la metodologia de JL. REED y M. MUENCH (1938), y
obtuvieron unas DLso comprendidas entre 1.3 x 104 y 2.5 x 107

ufc/pez.

B. SOFFIENTINO y cols. (1999) realizaron una experiencia de DLso
con Vibrio carchariae tras la aparicion de un brote de enfermedad con
enteritis necrética y muerte en lenguado (Paralichthys dentatus). El
brote natural de la enfermedad cursé con signos de enteritis necrética,
produciendo petequias hemorragicas alrededor de la zona anal,
distension abdominal con presencia de liquido serohemorragico,
enteritis y posterior necrosis del intestino distal. La experiencia de
DLso, cuyo valor fue 5 x 105 ufc/pez, permitié determinar el grado de
virulencia de la cepa, y confirmé que, efectivamente, Vibrio carchariae

fue el agente responsable del brote natural de enfermedad.

Las experiencias de DLsp también se utilizan para determinar el
papel que juegan los productos extracelulares bacterianos en la
patogenia de la enfermedad, como en el estudio de B. MAGARINOS y
cols. (1992) que compararon los datos de DLso de 11 cepas de
Photobacterium damselae subsp. piscicida (DLso entre 103 y 106 células
por pez), con los datos obtenidos con la inoculacién experimental de
los productos extracelulares (ECP) de estas mismas cepas. Los
resultados fueron que los productos extracelulares de esta especie

bacteriana eran extraordinariamente téxicos para los peces, al
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obtenerse unos valores de DLso para los ECP del orden de 1.0 a 4.6

microgramos de proteina por gramo de pez. Otros autores que han
utilizado experiencias de DLso para determinar el efecto de los ECP son
AH. KHALIL y cols. (1997) en Tilapia del Nilo con Aeromonas hydrophila,
JL. ROMALDE y cols. (1993) con Yersinia ruckeri, LA. RODRIGUEZ y cols.
(1992) en trucha arcoiris con Aeromonas hydrophila, asi como KK.
LEE y cols. (1989) en salmén atlantico (Salmo salar, L.) con Aeromonas

salmonicida.
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2.4.- MECANISMOS DE VIRULENCIA DE BACTERIAS GRAM
NEGATIVAS

2.4.1.- FACTORES DE ADHERENCIA
2.4.1.1.- GEN EAE

Cepas de Escherichia coli enteropatégenas (EPEC) y
enterohemorragicas (EHEC) productoras de enteritis y enterocolitis
hemorragicas se han aislado en varias especies animales como en:
perros y gatos (BROES, 1993; BEUTIN y cols., 1993; BEUTIN, 1999),
ganado porcino (FAIRBROTHER, 1993; BEUTIN y cols., 1993; RIOS y cols.,
1999), ganado bovino (MAINIL y cols., 1987; MAINIL y cols., 1994;
WIELER y cols., 1998), conejos (MILON y cols., 1999), ganado ovino
(BEUTIN y cols., 1993; HEUVELINK y cols., 1998), ciervos (RICE y cols.,
1995), palomas (DELL'OMO y cols., 1998) y gallina (FUKUI y cols., 1995).

Tanto las cepas enterohemorragicas como las enteropatogenas
producen una lesion histopatologica caracteristica conocida por
“attaching and effacing”, las cuales se interpretan como lesiones con
“fijacion y ocultacion” de la bacteria, también denominada lesion A/E,
produciendo una alteracion de las células epiteliales del intestino.
Esta lesion se caracteriza por la ocultacion de la bacteria entre las
microvellosidades intestinales provocando una destrucciéon focal, la
intima adherencia entre la bacteria y la membrana de los enterocitos y
la acumulacion de filamentos de actina polimerizada, provocando
fuertes cambios en el citoesqueleto del enterocito bajo el area de
localizacién de la bacteria (MOON y cols., 1983). A esta capacidad de

producir este tipo de lesion A/E se le reconoce como un importante
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factor de patogenicidad para las cepas de E.coli enteropatogenas

(DONNENBERG y KAPER, 1992).

Las lesiones A/E estan formadas por la sucesion de una serie
de mecanismos. MS. DONNENBERG y JB. KAPER (1992) proponen un
modelo con tres etapas en la patogénesis de las EPEC. Las dos ultimas
etapas estan reguladas por diferentes genes localizados en el LEE
{locus of enterocyte effacement) los cuales codifican la produccion de
maultiples proteinas secretoras y la adhesina bacteriana llamada

intimina, codificada por el gen eae localizado en el LEE.

El LEE esta presente en cepas enteropatéogenas (EPEC) y
enterohemorragicas (EHEC), asi como en otras especies bacterianas,
como Citrobacter freundii biotipo 4280 y cepas de Hafnia alvei
productora de lesiones A/E. La primera descripcion del LEE se realizo
en la cepa de E.coli 0127 enteropatéogena E2348 /69 (MCDANIEL y cols.,
1995). Dicho locus de la cepa EPEC E2348/69 contiene 41 genes
organizados en 3 regiones mayores con funciones conocidas (ELLIOTT y
cols., 1998). La region central del LEE contiene el gen eae, que codifica
una proteina de 94-97 kilodalton conocida como “intimina” (JERSE y
cols., 1990).

Genes eae se hah clonado y secuenciado en E.coli
enteropatogenos (EPEC) y enterohemorragicos (EHEC) de origen
humano (JERSE y cols., 1990; YU y KARPER, 1992}, bovino (GOFFAUX y
cols., 1997), canino (AN y cols., 1997}, porcino y cunicola (AGIN y cols.,
1996). También se ha conseguido en otras especies bacterianas como
Citrobacter freundii (SCHAUER y FALKOW, 1993) y Hafnia alvei (FRANKEL
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y cols., 1994). Los patrones de todas estas secuencias génicas

demuestran tener una region N-terminal altamente conservada.
2.4.1.2.- FIMBRIAS

2.4.1.2.1 CARACTERES GENERALES

Las fimbrias (pili) son proyecciones filamentosas de la superficie
de la bacteria, con un tamafo aproximado de 10pm de largo y un
diametro de 1 a 11 nm (OFEK y DOYLE, 1994). Estan compuestos por
unas subunidades proteicas poliméricas globulares (pilin) con un peso

molecular de 15 a 26 KiloDaltons (JONES e ISAACSON, 1983).

En las bacterias Gram negativas, estos filamentos de la superficie
bacteriana hacen que la bacteria se fije a las mucosas del hospedador y
se mantenga intimamente adherida por medio de una serie de adhesinas
existentes en las fimbrias. Esta adhesion esta basada en el
reconocimiento entre componentes de la superficie bacteriana y
receptores especificos en tejidos del hospedador (PODSCHUN y ULLMANN,
1998).

La adhesion bacteriana a mucosas y epitelios del hospedador es
uno de los primeros pasos en numerosos procesos infecciosos. E. coli es
el agente etiologico mas frecuente en infecciones no complicadas del
aparato urinario humano. Para colonizar y persistir en estos tejidos, la
bacteria debe adherirse al uroepitelio. Esta adherencia es llevada a cabo

por medio de las adhesinas existentes en las fimbrias.
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JP. DUGUID y cols. (1979) describieron la existencia de dos tipos
de hemoaglutininas en cepas de E. coli que se diferenciaban en base a
su sensibilidad a la manosa, la manosa resistente (MR) y manosa
sensible (MS). Segun diferentes autores, la aglutinina mas frecuente
en cepas de E. coli uropatégenas es la manosa resistente (MR)
(HAGBERG y cols., 1981; GANDER y cols., 1985). E1 81% de las cepas
uropatégenas de E. coli que expresan la adhesina MR reconocen un
receptor glucolipidico encontrado en eritrocitos humanos y células del
epitelio urinario (LEFFLER y SVANBORG-EDEN, 1981; VAISANEN y cols.,
1981). Este receptor glucolipidico es a- D-Gal-(1-4)-B-D-Gal (KALLENIUS
y cols., 1980).

En patologia urinaria se han descrito dos tipos de adhesinas en E.
coli, las manosa sensibles (MS) y las manosa resistentes (MR), que son
indicativos de la presencia de las fimbrias tipo I y tipo III,

respectivamente.

La presencia de fimbrias en cepas de E. coli con patogenicidad
urinaria parece ser un importante factor que determina la habilidad de
estas cepas para aglutinar eritrocitos humanos (HAGBERG y cols.,
1981) y adherirse a células del epitelio urinario, aunque también se
han descrito cepas no fimbriadas con capacidad de adherencia a
diferentes epitelios (SVANBORG-EDEN y HANSON, 1978; DUGUID y cols.,
1979).

La fimbria tipo I, codificada por el operéon pil, esta presente en
multitud de miembros de la Familia Enterobacteriaceae, siendo
comunmente encontrada tanto en cepas comensales como patogenas.
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Este pili es el mas investigado dentro de las adhesinas bacterianas. La
fimbria tipo I produce una adherencia manosa-especifica a eritrocitos
de numerosas especies animales, levaduras, y otros tipos de cé€lulas
(DuguiD y OLD, 1980), siendo llamada hemoaglutinina manosa

sensible o fimbrina hemoaglutinante manosa-sensible (MSHA).

Es un tipo de adhesina que produce una hemoaglutinacién que
es inhibida por efecto de la manosa. La proteina con capacidad
adhesiva en este tipo de pili esta localizada sobre el eje de la fimbria y
es capaz de unirse a trisacaridos compuestos de manosa en
glucoproteinas del hospedador (FIRON y cols., 1984; BABU y cols.,
1986).

La fimbria tipo III esta codificada por el operon pap, prs o genes
relacionados, siendo un tipo de adhesina que produce una
hemoaglutinaciéon resistente al efecto de la manosa (MRHA), pero al
contrario que el tipo I, este pili sélo aglutina eritrocitos que han sido
tratados previamente con acido tanico. Descrito inicialmente sélo en el
Género Klebsiella, estudios posteriores demostraron que este pili
estaba presente en otros géneros de bacterias entéricas (CLEGG y
GERLACH, 1987).

El pili tipo III tiene la capacidad de fijar a la bacteria a células

endoteliales, epitelio respiratorio y epitelio urinario (HORNICK y cols.,

1992; TARKKANEN y cols., 1997).
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Por otra parte, el pili tipo III aparentemente no es idéntico en

todos los géneros de las enterobacterias, ya que estudios serolégicos
han demostrado una considerable diversidad antigénica (OLD y cols.,
1985). En el rifion, este pili es mediador en la adhesiéon bacteriana a la
membrana de los tibulos basales, capsula de Bowman y vasos

renales.

2.4.1.2.2.- RELACION DE LAS FIMBRIAS CON LA PATOGENICIDAD

La importancia que posee la fimbria tipo I en la virulencia
bacteriana se debe a que es capaz de unirse al mucus o a las células
del epitelio uorogenital, respiratorio y tracto intestinal de varias
especies animales (OFEK y BEACHEY, 1978; BALISH y cols., 1982;
VENEGAS y cols., 1995). El papel de este pili en la patogenicidad
urinaria ha sido demostrado ampliamente en estudios con E. coli, pero
también en otras enterobacterias como Klebsiella pneumonieae (FADER
y DAvis, 1980 y 1982; MAAYAN y cols., 1985). Aunque primariamente
asociada con actividad patogena en el sistema urinario inferior, el pili
tipo I puede también estar involucrado en la patogénesis de la
pielonefritis (FADER y DAVIS, 1982; MATSUMOTO y cols., 1990). En este
sentido, esta estructura parece mostrar una alta eficacia en la unién a
las células de los tubulos proximales del rinén humano (VIRKOLA y
cols., 1988). En microorganismos patogenos, la colonizacion de las
mucosas y epitelios es seguida por la invasion de tejidos subyacentes.
Aun siendo muy importante la contribucién del pili tipo I para la
colonizacion del hospedador, su contribucion a las demas etapas

patogénicas de la infeccion son poco claras.
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El papel de la fimbria tipo III en este proceso no es del todo
conocido. Hasta ahora, esta fimbria ha sido relacionada con cepas de
E. coli causantes de infecciones del aparato urinario en humanos
(JOHNSON, 1991; MOBLEY y cols., 1994}, perros (GARCIA y cols., 1988), y
septicemia en cerdos (HARELy cols., 1993).

Las hemoaglutininas MSHA y MRHA han sido descritas, ademas
de en Escherichia coli, en la mayoria de los Géneros de la Familia
Enterobacteriaceae, como Serratia spp. (ADEGBOLA y OLD, 1982; OLD y
cols., 1983; MIZUNOE y cols., 1988; HORNICK y cols., 1991), Salmonella
spp. (TAVENDALE y cols., 1983), Proteus spp. (YAKUBU y cols., 1989;
SARENEVA y cols., 1990; HORNICK y cols., 1991; LI y cols., 1999),
Klebsiella spp. (OLD y ADEGBOLA, 1983; OLD y cols., 1985; COSAR,
1990; SORKIN y cols., 1991; HORNICK y cols., 1991), Enterobacter
(ADEGBOLA y OLD, 1983-1985; HORNICK y cols., 1991; KELLER y cols.,
1998) y Yersinia spp. (OLD y ADEGBOLA, 1984).

La presencia de estas hemoaglutininas también han sido
descritas en Hafnia alvei en diferentes ocasiones (JAGIELSKI y cols.,
1992; CRAVEN y WILLIAMS, 1997; PODSCHUN y cols., 2001). En el
estudio de R. PODSCHUN y colaboradores (2001) se realiz6 una
caracterizacion de aislamientos clinicos extraintestinales de origen
humano de 70 cepas de Hafnia alvei en base a una serie de factores de
virulencia, donde se incluia la presencia de las hemoaglutininas MSHA
y MRHA. La hemoaglutinina MSHA, indicativa de la presencia de la
fimbria tipo I, se detecté6 en el 59% de los aislamientos. Esta

frecuencia no fue significativamente diferente de la detectada en otras
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especies de la Familia Enterobacteriaceae como Serratia marcescens

(46%), pero si fue signicativamente menor (p<0.0001) que las MSHA
expresadas en aislamientos clinicos de Enterobacter cloacae (89%) o
Klebsiella pneumonie (86%). La hemoaglutinina MRHA, indicativa de la
presencia del pili tipo III se observo en el 50% de las cepas de Hafnia
alvei, siendo significativamente mayor (p<0.05) que en Serratia
marcescens, pero significativamente menor que en Klebsiella
pneumoniae (70%). Aunque la bibliografia existente sobre la presencia
de las hemoaglutininas MSHA y MRHA en especies de la Familia
Enterobacteriaceae es muy extensa, hasta el estudio de R. PODSCHUN y
colaboradores (2001) no existian datos sobre la incidencia de estas
hemoaglutininas en Hafnia alvei, ya que estudios anteriores de
JAGIELSKI y colaboradores (1992), asi como CRAVEN y WILLIAMS (1997)
se limitaban a resenar el simple hallazgo de la hemoaglutinina MSHA
en algunas cepas de Hafnia alvei analizadas. Los datos aportados por
R. PODSCHUN y colaboradores (2001) sugieren que la presencia de los
pili tipo I y tipo IIl son una caracteristica comun a Hafnia alvei,
encontrandose aproximadamente en la mitad de los aislamientos

clinicos.
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2.4.2.- RESISTENCIA AL SUERO

La acciéon bactericida del sistema del complemento es un
importante mecanismo de defensa del hospedador frente a las
infecciones causadas por bacterias Gram negativas (FRANK y cols.,
1992; MCQUILLEN y cols., 1994), actuando en la primera linea de

defensa del organismo junto a la fagocitosis por polimorfonucleares.

La actividad bactericida del suero esta mediada principalmente
por las proteinas del complemento. Tras la activacion de su sistema,
estas proteinas se acumulan formando el complejo C5b-C9 en la
superficie de la membrana de las bacterias Gram negativas (RAMM y
cols., 1983), lo cual produce una serie de poros que atraviesan dicha
membrana, facilitando la entrada de iones Na*, provocando
consecuentemente la lisis osmética de la bacteria (TAYLOR y cols.,
1985). También se ha demostrado la implicacién del sistema del
complemento en la inactivaciéon de la toxicidad de los productos
extracelulares liberados por bacterias patéogenas de peces como
Aeromonas salmonicida (MUNRO y cols., 1980; CIPRIANO, 1983; SAKAI,
1984; ELLIS, 1987).

La activacion del sistema del complemento se puede realizar
mediante dos mecanismos diferentes: la via clasica (requiere de la
presencia de anticuerpos para su activacién) y la via alternativa del
complemento (se activa sin la presencia de anticuerpos). Ambas vias
de activacién tienen como resultado final la formaciéon del complejo
C5b-C9 (RAMM y cols., 1983).
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Como respuesta a esta defensa por parte del hospedador, los

microorganismos patogenos han encontrado estrategias de defensa
efectivas contra el efecto bactericida del suero. La mayoria de las
bacterias Gram negativas saprofitas son sensibles al efecto bactericida
del suero, mientras que las bacterias patogenas a menudo exhiben
capacidad de resistencia (OLLING, 1977). El mecanismo de resistencia
bacteriana al efecto bactericida del suero no esta del todo claro, si bien
se conoce que la estructura del lipopolisacarido O bacteriano juega un
papel sumamente importante en dicha resistencia, al contrario que
ocurre con la capsula bacteriana y ciertas proteinas de membrana

(TAYLOR, 1992).

En los mamiferos, la activacién del sistema del complemento
juega un papel sumamente importante en la lisis bacteriana,
fagocitosis, reaccion inflamatoria y produccion de anticuerpos. Los
peces parecen poseer una activacion de este sistema similar a la de los
mamiferos, y ademas, las proteinas del complemento identificadas en
los peces son similares a las de los mamiferos (HOLLAND y LAMBRIS,
2002).

Actualmente se tiene poca informacién acerca de las proteinas
reguladoras y receptores del complemento en los peces, siendo todavia
confuso si todas las funciones del sistema del complemento
identificadas en los mamiferos también las poseen los peces. Sin
embargo, lo que si ha quedado del todo demostrado es que el
complemento de los peces puede lisar células no reconocidas como

propias por su sistema inmune, asi como opsonizar a estas células
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para la destruccion por células fagociticas y participar en reacciones

inflamatorias (NONAKA y cols., 1981; HOLLAND y LAMBRIS, 2002).

Las cepas aisladas de casos clinicos suelen ser por lo general
mas resistentes al efecto bactericida del suero que aquellas cepas
aisladas de origen no clinico. Este hecho queda demostrado en
estudios como los realizados por RJ. ROANTREE y LA. RANTZ (1960}, asi
como J. FIERER y colaboradores (1972) donde se encontr6 una mayor
proporcion de bacterias Gram negativas resistentes al efecto
bactericida del suero de aislamientos clinicos de bacteriemia humana
que en las aisladas de heces u orina, y en el de KL. VOSTI y E. RANDALL
(1970) donde se encontraron susceptibilidades significativamente
menores al efecto bactericida del suero en cepas de E.coli aisladas en

casos clinicos con bacteriemia que en las aisladas de orina y heces.

A su vez, las cepas resistentes a los efectos bactericidas del suero
presentan a menudo una mayor severidad de los sintomas observados

(GOWER y cols., 1972; BJORKSTEN y KAIJSER, 1978).

Existen multitud de estudios realizados que analizan el efecto
bactericida del suero sobre bacterias patogenas de peces, aunque la
especie mas investigada en este sentido es la trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss). En el estudio de HT. BOESEN y cols. (1999) se
analizo la resistencia de los serogrupos O1 y O2a de Vibrio anguillarum
frente al suero de la trucha arcoiris. Todas las cepas analizadas de V.
anguillarum fueron capaces de activar el sistema del complemento de

esta especie de pez, siendo resistentes al efecto bactericida del suero el
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80% de las cepas de V. anguillarum serogrupo O2a, encontrandose
ademas una correlacion positiva entre el tamario del lipopolisacarido O

y la resistencia al efecto bactericida del suero.

CB. MUNN y cols. {1982) compararon la resistencia de cepas de
Aeromonas salmonicida al efecto bactericida del suero humano, conejo
y trucha arcoiris, determinandose unas resistencias que oscilaron de

altas a intermedias para el suero de trucha.

La correlacion entre resistencia al efecto bactericida del suero y
una mayor virulencia de una determinada cepa ha sido demostrada
por multitud de estudios. RL. DAVIES (1991) demostré que las cepas de
mayor virulencia para trucha arcoiris de Yersinia ruckeri eran las que
poseian una mayor resistencia al efecto bactericida del suero,
comportandose las cepas virulentas como resistentes a dicho efecto,
mientras que las avirulentas eran sensibles. Un estudio similar fue
realizado por TJ. TRUST y cols. (1981) donde se analiz6 la resistencia
al efecto bactericida del suero de trucha arcoiris sobre varias cepas
patogenas para los peces de Vibrio spp., demostrandose una
correlacion positiva entre la menor resistencia al afecto bactericida del

suero y una marcada reduccion de la virulencia de la cepa.

Otros estudios que demuestran esta asociacion son los de CB.
MUNN y cols. (1982) con Aeromonas salmonicida en trucha arcoirs, M.
FAISAL y cols. (1989) con Aeromonas hydrophila en tilapia del Nilo
(Oreochromis niloticus), asi como A. SUTTON y cols. (1982) con

Haemophilus influenzae tipo b.
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Y con respecto a Hafnia alvei, en un estudio realizado por S.
JANKOWSKI y cols. (1996) con 26 cepas se obtuvo como resultado que
s6lo 5 cepas eran resistentes al efecto bactericida del suero bovino.
También se puso de manifiesto el papel decisivo que juegan los
lipopolisacaridos en este mecanismo de resistencia, ya que cepas
sensibles al efecto bactericida del suero, aumentaban enormemente su
resistencia al adicionar lipopolisacaridos de cepas de Hafnia alvei al

suero bovino. Ademas, este efecto demostré ser dosis-dependiente.

Igualmente, R. PODSCHUN y cols. (2001) realizaron un estudio de
la‘resistencia de Hafnia alvei al efecto bactericida del suero humano,
comparando los resultados con los obtenidos en otras bacterias de la
Familia Enterobacteriaceae como Serratia marcescens, Enterobacter
cloacae y Klebsiella pneumonie. La frecuencia de cepas de Hafnia alvei
que mostraban resistencia al suero fue del 34%, asemejandose a los
resultados obtenidos en Serratia: marcescens (26%) y Klebsiella
pneumonie (25%), pero significativamente inferior que lo que ocurrié

con las cepas de Enterobacter cloacae (92%).

La estructura de los lipopolisacaridos de las cepas “Le Minor”
(INSTITUTO PASTEUR) de Hafnia alvei 1199, 1216 y 2386 fue
determinada por A. ROMANOWSKA y cols. (1994), asi como por A.
GAMIAN y cols. (1991), poniendo de manifiesto que los lipopolisacaridos
de las cepas 1199 y 2386 tenian una estructura especialmente
compleja, pudiendo atribuirsele la responsabilidad de la resistencia de
dichas cepas a la accion bactericida del suero encontradas en el

trabajo de S. JANKOWSKI y cols. (1996). Si bien, esta demostrado que la
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naturaleza del caracter “resistencia al efecto bactericida del suero” es

compleja (TAYLOR, 1992; MERINO y cols., 1992; JOINER, 1998).

2.4.3.- HEMOLISIS

La actividad hemolitica de los productos extracelulares
bacterianos ha sido asociada con el grado de patogenicidad en
multitud de especies bacterianas, siendo una de las variables que se
proponen investigar péra detectar cepas virulentas (SANTOS y cols.,
1989). Eritrocitos de mamiferos han sido rutinariamente usados para
determinar estas capacidades no sé6lo en cepas virulentas de
hospedadores poiquilotermos y homeotermos, sino también con
patogenos primarios de peces como Renibacterium salfnoninarum,

Aeromonas salmonicida y Yersinia ruckeri.

El papel de las hemolisinas en la patogenicidad bacteriana
frente animales homeotermos se ha demostrado en una gran variedad
de Géneros y Familias bacterianas: Escherichia (WELCH y cols., 1981;
CAPRIOLI y cols., 1983; HACKER y cols., 1986}, Proteus (KORONAKIS y
cols., 1987; WELCH, 1987), Morganella (KORONAKIS y cols., 1987),
Mycobacterium (MASLOW y cols., 1999).

Para el caso de animales poiquilotermos como son los peces, el
numero de trabajos publicados no es tan abundante como en el caso
de especies bacterianas patéogenas en homeotermos. En el estudio de
Y. SANTOS y cols. (1989) se establecieron patrones hemoliticos de
Aeromonas spp. moviles frente a eritrocitos humanos, de oveja,

cobaya, trucha arcoiris y salmén coho (Oncorhynchus kisutch),
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determinandose que un 96% de las cepas presentaban actividad
hemolitica. Un porcentaje similar de cepas de Aeromonas hydrophilay
A. sobria eran capaces de lisar eritrocitos de humanos, de oveja y
cobaya, siendo mucho menos frecuente esta capacidad hemolitica con
eritrocitos de trucha arcoiris y salmén coho. Cepas virulentas y
avirulentas de Aeromonas spp. moviles hemolizaron eritrocitos de
peces, pero sélo seis cepas patégenas exhibieron una actividad
hemolitica especifica frente a los eritrocitos de trucha arcoiris. De
estos resultados se desprende que la actividad hemolitica de una cepa
determinada constituye un claro factor de virulencia para todas las
especies de aeromonas probadas. Sin embargo, por si sélo la presencia
de este factor no contribuye a la patogenicidad que muestran las

aeromonas moviles.

XH. ZHANG y B. AUSTIN (2000} realizaron un estudio que
analizaba la actividad hemolitica de los productos extracelulares de
Vibrio harveyi, y concluyeron que la capacidad hemolitica estaba
intimamente relacionada con la patogenicidad de estas cepas para los
salmoénidos, existiendo una correlacion positiva entre la patogenicidad
y la mayor titulacién con actividad hemolitica frente a eritrocitos de
salmén atlantico (1:256) y trucha arcoiris (1:32). En general, las
hemolisinas bacterianas son consideradas importantes factores de
patogenicidad en Vibrio spp. al causar septicemia hemorragica y

diarrea en el hospedador.

Estas hemolisinas han sido caracterizadas y clonadas a partir

de Vibrio parahaemolyticus (NISHIBUCHI y KAPER, 1985; TANIGUCHI y
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cols., 1986), V. cholerae (ARDER y MURPHY, 1988; BABA y cols., 1991),

V. hollisae (YAMAMOTO y cols., 1990), V. mimicus (KIM y cols., 1997), V.

vulnificus (YAMAMOTO y cols., 1990), y V. anguillarum (HIRONO y cols.,
1996).

Vibrio anguillarum serotipo Ol y O2 es el agente etioldogico mas
importante de las vibriosis, causando pérdidas millonarias en las
industrias piscicolas de todo el mundo (SORENSEN y LARSEN, 1986;
TORANZO y cols., 1997). Este agente bacteriano es productor de
hemolisinas, existiendo varios estudios que relacionan su mayor
actividad productora con su capacidad patogena (KODAMA y cols.,

1984; KROVACEK y cols., 1987).

2.4.4.- PRODUCCION DE SIDEROFOROS

El hierro es un componente fundamental para el crecimiento y
metabolismo microbiano. Limitar las concentraciones del hierro libre
extracelular es una estrategia de defensa del hospedador contra los
microorganismos patoégenos (BULLEN y cols., 1978; FINKELSTEIN y cols.,
1983; KONTOGHIORGHES y WEINBERG, 1995; WEINBERG y WEINBERG,
1995). La fuente de hierro libre disponible es extremadamente baja, ya
que la mayor parte del hierro se encuentra retenido intracelularmente
en proteinas como la hemoglobina, ferritina, hemosiderina y
mioglobina, y extracelularmente en proteinas de alta afinidad por el
hierro como lactoferrina y transferrina. La cantidad de hierro libre
biodisponible es de 1 x 10-18 M, insuficiente para el normal crecimiento

bacteriano (BULLEN y cols., 1978).
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La habilidad de las bacterias para obtener hierro a partir de las

proteinas del hospedador es absolutamente esencial para el
crecimiento bacteriano y para garantizar el curso de la infeccion
(BULLEN, 1981; NEILANDS, 1981-a). Bajo condiciones restrictivas de
hierro, muchas bacterias patogenas liberan al medio pequefas
moléculas de alta afinidad por el hierro llamadas sideréforos
(NEILANDS, 1981-b y 1995) capaces de obtener hierro a partir de las
proteinas del hospedador (GRIFFITHS y cols., 1988). Las bacterias
también pueden obtener hierro a partir de proteinas del hospedador
mediante una serie de receptores especificos para dichas proteinas y
mediante una serie de hemolisinas o citotoxinas que liberan
componentes sanguineos que se fijan a las bacterias mediante
receptores especificos (MARTINEZ y cols., 1990; OTTO y cols., 1992;
WOOLDRIDGE y WILLIAMS, 1993).

Las enterobacterias son capaces de sintetizar una gran variedad
de siderdforos, los cuales pertenecen a 2 grupos, los sideréforos tipo
fenolados y los sider6foros tipo hidroxamato. El grupo mas importante
de sideroforos son los tipo fenolados, siendo su representante mas
importante la enterobactina (trimero ciclico de 2,3- dihidroxi-benzoyl-
serina). Este sideréforo es sintetizado por la mayoria de las cepas
clinicas de Escherichia coli y Salmonella spp. (GRIFFITHS, 1987). Los
estudios realizados sobre la contribucion en el grado de virulencia
bacteriana por parte de la enterobactina son contradictorios. RJ. YANCEY
y cols. (1979) describen que un mutante de Salmonella typhimurium
incapaz de secretar este sideroforo es menos virulento en ratén,

mientras que WH. BENJAMIN y cols. (1985) no encontraron relacién
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alguna entre virulencia y capacidad de sintetizar la enterobactina por

parte de esta especie bacteriana. AA. MILES y PL. KHIMJI (1975) tampoco

encontraron diferencias de patogenicidad entre cepas del Género
Klebsiella positivas y negativas a la produccion de enterobactina. A dia
de hoy, el papel de la enterobactina como factor de virulencia bacteriano

es todavia incierto (PODSCHUN y ULLMANN, 1998).

En el grupo de los sideréforos tipo hidroxamato, los mas
importantes son los ferricromos (sintetizados por hongos),
ferrioxaminas y aerobactinas. La produccién de aerobactina se
describia en un inicio asociada con el plasmido Col V (WILLIAMS, 1979;
WARNER y cols., 1981). Si bien hoy en dia se sabe que la produccion de
aerobactina puede estar codificado por cualquier tipo de plasmido, o
en el ADN cromosémico de multitud de bacterias entéricas (LAWLOR y
PAYNE, 1984; MACDOUGALL y NEILANDS, 1984; VALDANO y CROSA, 1984;
BINDEREIF y NEILANDS, 1985; COLONNA y cols., 1985).

Al contrario que para el caso de la enterobactina, la
contribucion de la aerobactina a la virulencia bacteriana ha sido
claramente demostrada (NASSIF y SANSONETTI, 1986; DE LORENZO y
MARTINEZ, 1988).

Por otro lado, el papel que juegan los sideréforos en la
virulencia se ha descrito en una gran variedad de agentes bacterianos
patégenos, como en Vibrio cholerae (HENDERSON Y PAYNE, 1994},
Escherichia coli (WILLIAMS, 1979; GADO y cols., 1989; VIDOTTO y cols.,
1990), Vibrio vulnificus (WRIGHT y cols., 1981; STELMA y cols., 1992),
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Klebsiella pneumonie (NASSIF y SANSONETTI, 1986), Pseudomonas

aeruginosa (MEYERy cols., 1996)

Las observaciones de JL. MARTINEZ y cols. (1987) indican que la
Familia Enterobacteriaceae puede dividirse en dos grupos de acuerdo a
la mayor o menor frecuencia en la sintesis de aerobactina. El grupo de
cepas con menor frecuencia en la produccion de aerobactina (<20%)
incluye a los Géneros Serratia, Proteus y Salmonella. El segundo grupo
incluye al género Escherichia, mostrando una frecuencia de sintesis de

aerobactina superior al 40%.

Tanto la enterobactina como la aerobactina han sido aisladas en
cepas de Hafnia alvei (MARTINEZ y cols., 1987; RUTZ y cols., 1991;
PODSCHUN y cols., 2001). En el estudio de MARTINEZ y cols. (1987) se
analizé6 la proporcion de bacterias gram negativas productoras de
aerobactina en aislamientos hospitalarios, destacando géneros
bacterianos como Enterobacter y Shigella con mas del 50% de cepas
productoras de aerobactina. En el Género Escherichia, producian
aerobactina el 45% de las cepas analizadas. El resto de géneros, en
donde se incluia a Klebsiella, Citrobacter, Proteus, Morganella, Yersinia,
Serratia, Salmonella, Acinetobacter y Pseudomonas, el porcentaje de
produccién de aerobactina fue menor del 20%. En el caso de Hafnia
alvei, solo se analizé una cepa, y ésta fue positiva a la produccién de

aerobactina.

R. REISSBRODT y cols. (1990) describen a Hafnia alvei como una

especie bacteriana capaz de sintetizar los sideréforos ferrioxaminas
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tipo G y E. La significacion de estos sideroforos en la patogenicidad de

las enterobacterias no esta del todo clara.

R. PODSCHUN y cols. (2001) realizaron un estudio analizando un
total de 70 cepas de Hafnia alvei, encontrandose que el 100% de las
mismas sintetizaba algan tipo de siderdforo, pero sélo una de ellas
sintetizaba enterobactina y ninguna la aerobactina, considerandose
entonces que los sideroforos sintetizados debian ser las ferrioxaminas
tipo G y E. En el mismo estudio, un 100% de las cepas analizadas de
Serratia marcescens sintetizaban enterobactina, el 100% en
Enterobacter cloacae y el 99% de Klebsiella pneumoniae. La
aerobactina, era sintetizada por el 8.6% de las cepas de Serratia
marcescens, el 92% de las cepas de Enterobacter cloacae y el 5.3% de

las cepas analizadas de Klebsiella pneumoniae.

2.5.- EVALUACIGN DE LA INMUNOHISTOQUIMICA PARA DETECTAR
INFECCIONES BACTERIANAS EN LOS TEJIDOS ANIMALES

La inmunohistoquimica es una técnica novedosa como medio
diagnoéstico en enfermedades infecciosas que se ha utilizado con una
elevada fiabilidad en muchos casos. Las técnicas inmunohistoquimicas
combinan métodos anatomopatologicos, inmunolégicos y bioquimicos,
con el objetivo de localizar componentes del microorganismo en tejidos
infectados, mediante el empleo de anticuerpos especificos y moléculas
marcadoras. Estas técnicas han sido y siguen siendo de gran aplicacion

en el estudio de la etiopatogenia de las enfermedades infecciosas,
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aportando valiosa informacion en la localizacién e interaccién entre el

patogeno y el hospedador.

Existe una gran variedad de posibles aplicaciones de técnicas
inmunohistoquimicas, como son la inmunoperoxidasa indirecta (IPI),

peroxidasa-antiperoxidasa (PAP) y el complejo Avidina-Biotina (CAB).

La técnica inmunohistoquimica se ha utilizado en multitud de
especies animales para el diagnoéstico de diversas infecciones. A
continuacion describimos algunas de las aportaciones hechas de este
método como técnica de diagnéstico de agentes infecciosos en

diferentes especies animales.

Especie bovina

Chlamydia psittaci en tejido uterino, vaginal, oviducto y ganglio
prefemoral izquierdo de ovejas (BUXTON y cols., 1996; PAPP y SHEWEN,
1996), Bacillus cereus en areas necroticas de la ubre de vacas que
padecian un cuadro de mamitis aguda (FABBI y cols., 1989);
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis en ganado caprino y
bovino (NAVARRO y cols., 1991; GUTIERREZ CANCELA y cols., 1993;
THORENSEN y cols., 1994; STABEL y cols., 1996}; micoplasmas caprinos
(RODRIGUEZ y cols., 1996) y bovinos (ADEGBOYE y cols., 1996; RODRIGUEZ
y cols., 1996).

Especie porcina
Streptococcus suis en tonsilas de cerdos enfermos (SCANZIANI y

cols., 1993); Erysipelothrix rhusiopathiae en los condrocitos y células
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sinoviales de articulaciones con artritis en cerdos infectados

experimentalmente (FRANZ y cols., 1996); Leptospira interrogans en
tejidos porcinos infectados experimentalmente (SCANZIANI y cols.,
1989).

Especie aviar
Chlamydia psittaci en gallinas (THEIL y cols., 1996); micoplasmas

aviares (MARTIN DE LAS MULAS y cols., 1990; NUNOYA y cols., 1995).

Especie cunicola

Pasteurella multocida en conejos (RICHARDSON y cols., 1997).

Animales salvajes

Brucella abortus en focas del Pacifico (Phoca vitulina richardsi)

(GARNER y cols., 1997); Chlamydia psittaci en tejido urogenital y
conjuntival de Koalas (HEMSLEY y CAMFIELD, 1997).

Peces

Piscirickettsia salmonis en tejidos de salmén atlantico (Salmo
salar) (ALDAY-SANZ y cols., 1994); Renibacterium salmoninarum en
tejidos de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (WHITE y cols., 1996;
LORENZEN y cols., 1997); Vibrio salmonicida en salmén atlantico (Salmo
salar) infectado de forma experimental y natural (EVENSEN y cols.,
1991}; Flexibacter psychrophilus en tejidos de trucha arcoiris (EVENSEN
y LORENZEN, 1996 y 1997) y salmon atlantico (OSTLAND y cols., 1997).
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2.5.1.- APLICACIONES FRENTE A LA INFECCION POR H.ALVEI

F. REAL y colaboradores (1997) emplearon el método
inmunohistoquimico para demostrar la asociaciéon existente entre la
cepa clinica 187/95 de Hafnia alvei, aislada en un colectivo enfermo de
gallinas ponedoras en la Region Canaria, con las lesiones detectadas en
el estudio anatomopatologico. Como método inmunohistoquimico se
empled el descrito por MARTIN de las MULAS y colaboradores (1990),
utilizandose un antisuero policlonal frente a la cepa 187/95, segin el
protocolo descrito por E. HARLOW y D. LANE (1988). La
inmunoreactividad frente Hafnia alvei fue particularmente intensa
alrededor de las zonas necréticas de higado y bazo. También demostré
tener una inmunoreactividad positiva émbolos bacterianos en vasos

sanguineos del sistema renal, pulmonar, nervioso, cardiaco y pleura.

F. ACOSTA y colaboradores (2002) emplearon el uso de la
inmunohistoquimica para comparar la utilidad de los meétodos
inmunohistoquimicos y microbiolégicos en el diagnéstico de la infeccion
experimental por Hafnia alvei en trucha comun (Salmo trutta, L.). Para la
deteccion de Hafnia alvei en los tejidos de las truchas inoculadas, se
empleo el suero de un conejo hiperinmunizado contra Hafrnia alvei tal y
como describen E. HARLOW y D. LANE (1988), utilizandose la peroxidasa-
antiperoxidasa (PAP) como método inmunohistologico segiin lo descrito

por MARTIN de las MULAS y colaboradores (1990).

En este trabajo se demostré la enorme utilidad del método

inmunohistoquimico en detectar la infeccion por H. alvei en distintos
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tejidos, incluso en las fases iniciales. Ademas, el método fue capaz de
confirmar la presencia de la bacteria en intestino, a pesar de que no
existian lesiones a nivel macroscépico ni microscopico en dicho tejido,

ocasionados por Hafnia alvei.
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3.- MATERIAL ¥ METODOS

3. 1.- METODOS MICROBIOLOGICOS GRENERALES

3.1.1.- CEPAS UTILIZADAS EN ESTE ESTUDIC.

Las cepas de Hafnia alvei utilizadas en este trabajo fueron un
total de 23, 12 pertenecientes a colecciones privadas de laboratorio, 9 a
la colecciéon “Le Minor” de cultivos tipo del Instituto Pasteur y 2 a la
coleccién americana de cultivos tipo (ATCC), que proceden de fuentes
diferentes como puede comprobarse en la Tabla 1. En dicha tabla se
refleja igualmente su origen, afio de aislamiento y la referencia completa

de su donante y/o vendedor.

3.1.2.- MANTENIMIENTO ¥ CONSERVACION 0B LAS CEPAS

Para el mantenimiento y conservacion de las cepas en el
laboratorio, se us6 el medio de cultivo Mac Conkey Agar (Laboratorios
Difco, Detroit, Michigan). Los medios fueron incubados durante 24
horas a 37°C. Las cepas aisladas en cultivo puro se resuspendieron en
Caldo Triptona de Soja (TSB) (Laboratorios Cultimed, Montcada i Reixac,
Barcelona, Espafia) adicionado con un 15% de glicerol y fueron

congeladas a -80°C para su conservacion.
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Tabla 1.- Relacion de cepas de H.alve! utilizadas en este estudio

CEPA ORIGEN AISLAMIENTO DONADOR
187 Septicemia en gallina ponedora, Espafia 1995 F.Real
C34 Trucha arcoiris, Espaiia 1990 J.L.Muizquiz
OR-1 Crema pastelera, Espaifia 1996 L.A Rodriguez
F4319 Enteritis humana,Reino Unido 1995 T.G.Winstanley
X1 Enteritis humana, Reino Unido 1996 T.G.Winstanley
4256 Sangre humana, E.E.U.U 1983 CcDC
4094 ~ Esputo humano, E.EE.U.U 1983 Cc.DC
1967 Heces humanas, E.E.U.U 1982 cDh.C
842 Vejiga humana ,E.E.U.U 1981 CD.C
23 Heces humanas, Francia 1965 Le Minor
24 Liquido gastrico humano,Francia 1965 Le Minor
25 Heces humanas, Francia 1965 ] Le Minor
30 Humano (desconocido), Francia 1965 Le Minor
7 Heces humanas, Francia 1967 Le Minor
14 Heces humanas, Francia 1967 Le Minor
7 Heces humanas, Marruecos 1968 Le Minor
11 Heces humanas, Francia 1969 Le Minor
ouU-3 Urologia 1999 L.A. Rodriguez
ou-4 Urologia 1999 L.A. Rodriguez
2566 Septicemia en trucha arcoiris 1983 Gelev
19 Lagarto, Italia 1968 Le Minor
ATCC 13337 Heces humanas, E.EU.U 1965 ATCC
ATCC 9760 Paracolon humano, E.E.UU 1943 ATCC

F.Real. Facultad de Veterinaria. Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Espafia.
J.L.Mazquiz. Facultad de Veterinaria, Universidad de Zaragoza. Espana.
L.A.Rodriguez. Facultad de Ciencias. Universidad de Vigo, Orense. Espana
T.G.Winstanley. Hospital Royal Hallamshire, Sheffield. Reino Unido.

ATCC. American Type Culture Collection, Rockville, MD. Estados Unidos.

CDC. Center for Disease Control and Prevention, Atlanta. Estados Unidos

Le Minor. Instituto Pasteur, Paris. Francia

Gelev. Veterinary Institute, Plovdiv, Bulgaria
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3.1.3.- PRUEBAS DE IDENTIFICACION DE LAS CEPAS

Las cepas fueron sometidas para su identificacion a pruebas
bioquimicas convencionales en tubo y placa (SMIBERT y KRIEG, 1981)

y sistemas miniaturizados (API 20E) (BioMérieux, Madrid, Espana).

Estas pruebas se utilizaron para garantizar la identificacion de las
cepas objeto de estudio, con la finalidad de distinguir H. alvei de otras
bacterias taxonomicamente cercanas como Salmonella spp., Serratia
spp., Edwarsiella spp. y Yersinia ruckeri, tanto a la llegada de las cepas
al laboratorio, como cada vez que una cepa se recuper6 en el medio de
aislamiento en todas las inoculaciones experimentales realizadas en

dorada.

Se aplicaron un numero de pruebas reducidas pero “suficientes”
(REAL y cols., 1997) para garantizar este hecho, como fue la tincion de
Gram por el método de HUCKER modificado, citocromo-oxidasa por el
método de KOVACS (1956), la prueba de la catalasa, oxidacion-
fermentaciéon de los aziicares glucosa, arabinosa, meliobiosa, sacarosa,
sorbitol, manitol e inositol en el medio basal de HUGH-LEIFSON
(SMIBERT y KRIEG, 1981), decarboxilacion de aminoacidos arginina,
lisina y ornitina mediante el caldo de M@LLER (Difco) (M@LLER, 1955,
cit. SEELEY y cols., 1991}, producciéon de gas a partir de la glucosa
mediante el caldo de HUGH-LEIFSON adicionado con un 1% de glucosa
(SMIBERT y KRIEG, 1981), utilizacion del citrato mediante la prueba
Citrato de SIMMONS (Difco), reaccién de Voges-Proskauer, produccién de
Indol (KovAcs, 1956), deteccion de la p-galactosidasa (Oxoid,
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Basingstoke, Hampshire, RG24 8PW, England) y reducciéon de nitratos
mediante el empleo del caldo nitrato (Difco).

Como prueba complementaria, al comenzar este estudio se
realiz6 la lisis de todas las cepas por el fago 1672 segun el método
descrito por PAM. GUINEE y JJ. VALKENBURG (1968), prueba que nos
permitié6 confirmar que nuestras cepas de estudio pertenecian a la
especie Hafrnia alvei, diferencidandolas asi de otras enterobacterias que

bioquimicamente son muy parecidas.

A su vez, utilizamos el sistema APl 20E (BioMérieux) para
comparar, y corroborar en su caso, los resultados de identificacion, con
respecto a la metodologia clasica, de las cepas que recibimos en el
laboratorio, y, colonias aisladas a partir de la siembra de rifion y otros
organos de los animales sacrificados después de las inoculaciones

experimentales realizadas en dorada, durante todo este trabajo.
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3.2.- ANALISIS DE LOS FACTORES DE VIRULENCIA DE LAS CEPAS
DE HAFNIA ALVEY

3.2.1.- DETECCION DEL GEN EAE MEDIANTE EL METODO DE PCR

Un total de 23 cepas de Hafnia alvei fueron analizadas para la
deteccion del gen eae. Los datos que hacen referencia a la procedencia y
origen de las cepas estudiadas se presentan en la Tabla 1. Las cepas
analizadas se cultivaron en Agar Infusion Cerebro Corazén (BHI agar)
(Cultimed) durante 18-24 horas a 37°C para posteriormente proceder a
la extraccion de su ADN mediante el Kit comercial Wizard Genomic DNA
Purification (Promega, Innogenetics Diagnéstica y Tecnologia, Barcelona,

Espana).

Para detectar la presencia de este gen nos hemos basado en la

descripcion del método previamente hecha por A. ISMAILI y cols. (1996).

Se emplearon dos juegos de cebadores, que fueron producidos por
la casa comercial Genset S.A. (Paris, Francia), y fueron disenados
siguiendo las directrices de trabajos previos (LOUIE y cols., 1994) (Tabla
2).

Se aplicaron dos tipos de prueba de PCR. La primera con los
cebadores C1E y C2E que debian amplificar un fragmento de 1,1 Kb y
que fue realizada previamente por A. ISMAILI y cols. (1996) sobre cepas
de Hafnia alvei con la presencia del gen eae. El segundo método incluy6

los cebadores P y Pao, que debian amplificar un fragmento de 0,4 kb,
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segun la descripcion que LOUIE y cols. (1994) hicieron para €l serotipo

O111:H8 de E. coli con la presencia de este gen.

Las amplificaciones fueron realizadas en un volumen de 25 pl,
conteniendo 1x de tampon (Biorad), 250 pM de cada nucledtido, 2 mM
de ClbMg (Biorad), 1U de Taq DNA polimerasa (Biorad), 25 ng de ADN,
40 nM para los cebadores C1E-C2E, 10 nM para los cebadores Pxo-Pao, y
el resto hasta 25 pl de agua ultrapura estéril.

Como controles positivos de la amplificacion fueron utilizadas las
cepas de Escherichia coli E2348 /69 y RC541. Como control negativo fue
utilizado un eppendorf con agua estéril en sustitucion del ADN. Como
marcador de peso molecular se utilizo uno de 100 pares de bases

(Amersham, Pharmacia Biotech Inc).

Los geles se prepararon disolviendo agarosa (Sigma) por
calentamiento en Tampoén Tris-Acetato (TAE). La disoluciéon se vierte
en una placa en la que se ha dispuesto el peine para formar los
pocillos en los que se depositara la muestra. La concentraciéon de

agarosa utilizada fue del 1%.

Muestras de 5 pl del producto de PCR se depositan en los
pocillos de los geles y se sumergen en el tampon Tris-Acetato (TAE). La

electroforesis la realizamos a 100 voltios durante 30 minutos.

Los geles fueron tefiidos durante 30 minutos en una solucién de

agua destilada con 0.5 pg de bromuro de etidio por mililitro, lavadas
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en agua destilada, y fotografiadas con una camara Polaroid MP-4 Land

Camera, usando una pelicula tipo Polaroid 665.

Los tiempos, temperaturas y numero de ciclos de las

experiencias de PCR se muestran en la Tabla 3.

Tabla 2.- Cebadores utilizados por cada una de las t@enlcas de PCR

CEBADOR SECUENCIA 5°-3° TAMANO
PRODUCTO
AMPLIFICADO
C1lE TCGTCACAGTTGCAGGCCTGGT 1,1 Kb
C2E CGAAGTCTTATCCGCCGTAAAGT
P2o TATTTTATCAGCTTCAGT
Paio ACGTTACTGGTGACTTA 0,4 Kb

Tabla 3.- Protocols de ciclos que se usaron en los dos métodos

TEMPERATURA (°C) TIEMPO (seg) N° DE CICLOS
94 120 1
94 30

55 30
72 60
72
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3.2.2.- UTILIZACION DEL HIERRO POR K. ALVEI

3.2.2.1.- CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE 2,2°-
DIPYRIDYL

La capacidad de crecimiento de cepas de Hafnia alvei bajo
condiciones restrictivas de hierro mediante la adicién al medio de cultivo
(BHI agar) de un quelante del hierro, el 2,2 dipyridyl (Sigma), valoré la
dependencia del hierro para la actividad metabélica de H. alvei,
determinandose asi la concentraciéon minima del quelante que es capaz

de inhibir el crecimiento bacteriano (CMI).

Se preparé BHI agar con concentraciones decimales crecientes
de 2,2°dipyridyl, desde 0,2 hasta 10 mM, observando la minima
concentracion del quelante que era capaz de inhibir el crecimiento
bacteriano de las diferentes cepas de Hafnia alvei tras una incubacion
durante 24-48 horas a 37°C.

3.2.2.2.- PRODUCCION DE SIDEROFOROS

La produccion de sideréforos por parte de las diferentes cepas de
H. alvei se analiz6 mediante el medio de cultivo descrito por B. SCHWYN y
JB. NEILANDS (1987). El método que hemos utilizado es el universal para
la deteccion de sideroforos, basandose en el cambio de color que
experimenta el medio CAS agar (Chrome Azurol S) al producirse una
disminucion en el contenido del hierro presente.en el medio, ya que esta

siendo utilizado por el metabolismo de la cepa bacteriana que esta
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creciendo. Los sideréforos, que presentan una alta afinidad por el hierro,

extraen hierro del medio produciendo un cambio en la coloracion del

mismo de azul hacia anaranjado.

La composicién del medio CAS agar es la siguiente:

Agua destilada 750 ml Composiciéon del medio MM9 x 10
NaOH 6g KH2P0O4 3g
PIPES 30,24 g NacCl 5g

10x MM9 100 ml NH4Cl 10g
Agar 15g Agua destilada 1litro

Autoclavar y dejar enfriar hasta 50°C para posteriormente anadir:

Acidos casaminos 30 ml
Glucosa al 20% 10 ml
1 M MgCl. 1 ml
100 mM CacCl. ' 1 ml
CAS-HDTMA 100 ml

pH final 6,8

A los acidos casaminos, a una concentraciéon del 10%, se les
elimin6 el exceso de hierro por agitacion con igual volumen de
cloroformo con un 3% de 8-hidroxiquinolina. La glucosa se esterilizé6 por
filtracién, mientras que el MgClz y el CaCl; se esterilizaron en autoclave a
121°C durante 15 minutos. El medio CAS-HDTMA esta compuesto por
una solucién A que se prepara mezclando 605 mg de Chrome Azurol S
en 500 ml de agua destilada, para posteriormente anadirle 100 ml de
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una solucion 1mM de FeCls-6H:0. Una vez hecha esta solucion, se
afiade lentamente la solucion B, compuesta por 729 mg de HDTMA en
400 ml de agua destilada estéril.

Con las cepas de Hafnia alvei positivas a la sintesis de sideroforos
por el método descrito por B. SCHWYN y JB. NEILANDS (1987) se procedio
a la deteccion posterior de aerobactina y enterobactina mediante el
método de R. PODSCHUN y cols. (1992). Dicho método consiste en
elaborar un agar nutritivo suplementado con 200uM de 2,2 -dipyridyl
como agente quelante del hierro presente en el medio. Una vez
autaclavado dicho medio, y cuando se alcance la temperatura de 40-50
grados se introduce una suspension bacteriana del agente indicador de
la produccion de aerobactina o enterobactina. Dichos agentes
indicadores son bacterias mutantes incapaces de crecer bajo
condiciones restrictivas de hierro (200uM de 2,2 -dipyridyl), salvo que se
encuentre presente en el medio aerobactina (cepa mutante de E. coli LG
1522) o enterobactina (cepa mutante de Salmonella typhimurium WR
1332). Ambas cepas mutantes fueron cedidas gentilmente por el Dr.
RABSCH del ROBERT KOCH INSTITUT. Posteriormente, una vez solidificado
el medio de cultivo con el agente indicador, y mediante un palillo estéril
sembramos cada una de las cepas de Hafnia alvei. La apariciéon de un
halo alrededor del crecimiento de Hafnia alvei representa un resultado
positivo a la produccion de aerobactina (con la cepa LG 1522 como
agente indicador) o enterobactina (con la cepa WR 1332 como agente
indicador) ya que ha permitido el crecimiento de la bacteria mutante
indicadora. Como controles positivos y negativos hemos utilizado
distintas cepas de E. coli productoras y no productoras de aerobactina y
enterobactina. v
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3.2.8.- PRODUCCION DE HEMOLISIS

La obtencién de la sangre se realizé6 mediante la punciéon de la
vena caudal de dorada y trucha arcoiris, previa anestesia con 2-
fenoxietanol (Panreac), en ejemplares de 300-400 gramos
aproximadamente a los que se extrajo 3 ml de sangre entera. Mediante
centrifugacién y sucesivos lavados con PBS estéril obtenemos los
eritrocitos lavados de ambas especies de peces. Para comparar los
resultados, también se realizé esta prueba con hematies de oveja a partir

de sangre entera desfibrinada comercial (Oxoid).

Cada cepa de Hafnia alvei se cultivo a 37°C durante 48 horas en
tubos con 10 ml de BHI liquido, adicionando 0.1 ml de diferentes
suspensiones bacterianas de cada cepa de Hafnia alvei a una
concentracion de 2x108 ufc/ml medidas en el espectrofotémetro (Spectra
Shell) a una densidad 6ptica de 0.2 y longitud de onda de 620 nm.
Posteriormente el medio se centrifugd, retirandose el sobrenadante para
ser utilizado en el experimento. De este sobrenadante se realizan
diluciones seriadas (1:2) desde Y2 hasta 1/.ss en microplacas de ELISA
(Costar, Biosigma), adicionando igual cantidad (50ul) de una solucién de
eritrocitos al 3% en PBS, previamente lavados dos veces. Con los
eritrocitos de las especies probadas las placas se incubaron a 25° y 18°C
durante una hora, segin el protocolo anteriormente descrito por PGH.
PEERBOOMS y cols. (1983). El titulo con poder hemolitico queda definido
como la ultima dilucién del sobrenadante en el cual no son visibles los
eritrocitos, es decir, la altima dilucién en la cual se produce la lisis
completa de los hematies. Como control positivo de la hemdlisis se

utiliz6 la cepa Aeromonas hydrophila J7 cedida gentilmente por el Dr.
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JOSE RAMOs VIVAS del Departamento de Biologia de la Universidad de
Leon.

3.2.4.- DETECCION DE LAS FIMBRIAS

La expresion de las fimbrias tipo I (MSHA) y tipo III (MRHA) fue
determinada tal y como describieron anteriormente R. PODSCHUM y H.
SAHLY (1991), empleandose eritrocitos de cobaya y también de dorada y

trucha arcoiris con la finalidad de comparar los resultados.

Para la deteccion de las fimbrias tipo I, sembramos cada cepa en
5 ml de TSB (Cultimed) y las incubamos en agitacion a 37°C durante 8
horas. Obtenemos una suspensiéon bacteriana de 2x108 ufc/ml mediante
espectrofotometria (Spectra Shell] a una densidad. optica de 0.2 y
longitud de onda de 620 nm. Posteriormente centrifugamos a 3000 rpm
durante 20 minutos a 4°C. Lavamos el precipitado con PBS y volvemos a
centrifugar, resuspendiéndolo en PBS en una cantidad 100 veces menor
que la inicial para obtener una concentracién de 1010 ufc/ml. La
hemoaglutinacién se observa mezclando 15 microlitros de la suspension
bacteriana con igual volumen de una suspension de PBS con un 3% de
eritrocitos de cobaya, para posteriormente agitarlo suavemente durante
3 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se incuba durante
10 minutos a 4°C y se procede a su lectura. La hemaglutinacién positiva
aparecera en los casos en que existan adhesinas presentes, y la
observaremos como una pelicula homogénea de eritrocitos que se
depositan en el fondo de la placa. Una vez determinadas las cepas con
poder hemoaglutinante con los hematies de las distintas especies
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probadas, repetimos el experimento pero adicionando 50 mM de D-
manosa a la suspension bacteriana antes de su mezcla con los
eritrocitos. Aquellas cepas que con la adicién de la D-manosa se les
inhiba su capacidad hemoaglutinante frente a los eritrocitos de cobaya
se les considerara como cepa MSHA (hemaglutinacion sensible a la
manosa), determinandose asi la presencia del pili tipo I (PODSCHUN y
SAHLY, 1991).

Para la deteccion de las fimbrias tipo III, procedemos de igual
manera que en el caso anterior, pero sometiendo a los hematies a un
bafio en PBS con un 0.001% de acido tanico (Sigma) durante 15
minutos, previo a la mezcla con la bacteria. Una vez determinadas las
cepas con poder hemoaglutinante en hematies sometidos a este
tratamiento previo, repetimos el experimento adicionando un 4% de D-
manosa a la suspensién bacteriana antes de su mezcla con los
eritrocitos. Aquellas cepas que con la adicion de la D-manosa no se les
inhiba su capacidad hemoaglutinante frente a los eritrocitos de cobaya
tratados con acido tanico se les considerara como cepa MRHA
(hemaglutinacion resistente a la manosa), determinandose asi la

presencia del pili tipo III (PODSCHUN y SAHLY, 1991).

Estos mismos experimentos los hemos realizado a modo
comparativo utilizando también eritrocitos de dorada y de trucha

arcoiris.
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3.2.4.- EFECTO BACTERICIDA DEL SUERO

Los sueros de los que hemos medido el efecto bactericida frente a
las distintas cepas de Hafnia alvei fueron extraidos a partir de 10
doradas de un peso aproximado de 300 gramos, mezclandose a
continuacién con el fin de homogeneizar los resultados. Utilizamos la
metodologia descrita anteriormente por C. HUGHES y cols. (1982)
modificada por R. PODSCHUN y cols. (1991). Para ello realizamos una
suspension bacteriana a una concentracion de 2 x 106 ufc por ml en
PBS a partir de un cultivo previo en BHI agar (Cultimed) incubado
durante 18 horas a 37°C para obtener la fase de estado de crecimiento
exponencial. Una vez realizada la suspension ajustamos el inéculo a 2 x
108 ufc por ml en el espectrofotometro (Spectra Shell) a una densidad
optica de 0.2, leido con una longitud de onda de 620 nm, para
posteriormente, y por medio de su dilucién centesimal, llevar el inéculo
hasta 2 x 10¢ ufc/ml, comparando los resultados mediante el contaje
directo de una alicuota en placa de culﬁvo. Anadimos 25 pl de esta
suspension a 75 pl de suero, y lo mezclamos en una microplaca.
Finalmente incubamos a 25 y 18°C respectivamente durante un periodo
maximo de 3 horas, cuantificando el numero de bacterias que contiene
el inéculo tras cada hora de incubacion. Este experimento lo realizamos
tanto con suero de dorada (Sparus aurata, L.) como con suero de trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss).

Como control se realiza la descomplementacion del suero
sometiéndolo a 55°C durante 30 minutos, procediendo a realizar el
mismo experimento que en el apartado anterior para determinar la
existencia o no de diferencias en el indice de viabilidad final entre el
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suero problema y el suero control.

La viabilidad, para el suero problema se determiné
inmediatamente (a tiempo cero) y 1, 2 y 3 horas tras la incubacién,
mientras que para el suero control se determiné a tiempo cero, 1 y 3
horas. Después de mezclar, las muestras se diluyen seriadamente, y se
llevan sobre BHI agar para realizar el contaje directo tras la incubacién.
Segin la viabilidad bacteriana, los niveles de resistencia al efecto
bactericida del suero que presenta cada cepa se representaron en una
grafica, donde el eje de las “y” representa el % de viabilidad, y el eje de

las “x” el tiempo transcurrido de incubacion.

Cada cepa fue analizada por triplicado, considerandose
resistentes al efecto bactericida del suero aquellas cepas que tras 3
horas de incubacién mostraban un porcentaje de viabilidad superior al
100% (DAVIES, 1991), respecto al inéculo inicial.
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3.3.- PATOGENICIDAD DE HAFNIA ALYVIEI EN DORADA
3.3. 1.- ANIMALES SOMETIDOS A ESTUDIO

Para nuestro estudio hemos utilizado la dorada (Sparus aurata,
L.). Los peces eran ejemplares de aproximadamente 15 gramos
procedentes de la empresa ADSA, S.A. situada en la localidad Juan
Grande del sur de la Isla de Gran Canaria, siendo transportados al
laboratorio en lotes pequefios para evitar el estrés en tanques con
oxigeno puro mediante difusores. Los animales fueron mantenidos en
tanques de 100 litros en circuito cerrado con cambios parciales de agua
cada 2 dias con aireacion. del agua mediante difusores durante un
periodo de 10 dias para su aclimatacion previa a los ensayos,
comprobandose la ausencia de algiin signo que hiciera sospechar el
desarrollo de alguna enfermedad. Durante este periodo se seleccionaron
aleatoriamente algunos de estos animales y se comprob6 que estaban
libres de patogenos mediante analisis microbiolégico de sus organos

internos.

3.3.2.- DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL S0 (DLS0)

Con la finalidad de conocer la susceptibilidad de la dorada frente
a Hafnia alvei realizamos experiencias de dosis letal 50 para determinar
la respuesta de la dorada frente a una infeccion aguda frente a distintas
cepas de esta bacteria. Los peces se mantuvieron en tanques de 30 litros
a 18-21°C con aireacién constante mediante difusores alimentados por

un compresor de aire. Durante la experiencia los animales se
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mantuvieron en circuito cerrado con cambios parciales de agua cada dos

dias.

Para cada cepa estudiada se hacen siete lotes de 8 peces cada
uno, los cuales se corresponden con cada una de las diluciones seriadas
de Hafnia alvei a utilizar en la experiencia de dosis letal 50 (de 108 hasta

102 ufc/pez) mas un lote control.

Cada cepa a utilizar se siembra en medio Infusiéon Cerebro
Corazon liquido (Cultimed) y se deja en agitacion a 22-25°C durante 18-
24 horas para obtener un cultivo fresco en fase exponencial. Al cabo de
ese tiempo se centrifuga el medio a 4000 r.p.m. durante 20 minutos, se
retira el sobrenadante y el precipitado se lava dos veces con PBS. El
precipitado obtenido se resuspende en la misma solucién tampén, y se
ajusta a una concentracion final aproximada de 3x10° u.f.c./ml por
medio del espectrofotometro Spectronic 20D. A partir de aqui, se hacen
diluciones seriadas decimales hasta una concentracion de 3x103
uf.c./ml. De cada una de estas diluciones hemos sembrado una
alicuota en BHI agar para contabilizar y conocer el nimero exacto de

ufc/ml en cada caso.

Cada lote recibe 0.1 ml de una suspension bacteriana a
concentraciones decrecientes desde 10° hasta 103 ufc/ml en el
procedimiento de inoculacion via intraperitoneal, mientras que los ocho
peces del grupo control se inocularon con 0.1 ml de PBS por la misma

via.
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Las cepas de Hafnia alvei utilizadas en la inoculacién
experimental para determinar su DLso en dorada fueron un total de siete:
2566/83, OR-1/96, 187/95, 1967/82, C34/90, X1/96 y F4319/95. Los
datos sobre el origen y procedencia de estas cepas pueden apreciarse en
la Tabla 1. Hemos seleccionado estas cepas por cumplir uno o varios de
los siguientes motivos: 1) haber sido aisladas en el Archipi¢lago Canario
(187/95), 2) haberse aislado a partir de peces enfermos o no enfermos
(2566/83 y C34/90), y 3) comprobada virulencia previa en peces
(X1/96, OR-1/96, 1967/82 y F4319) (RODRIGUEZ y cols., 1998).

Para el calculo de la DLso seguimos la metodologia descrita
anteriormente por JL.REED y M.MUENCH (1938}, expresando su valor la
dosis de Hafnia alvei capaz de matar al 50% de los peces inoculados.
Para la determinacion de la DLso, primero se calcula la distancia
proporcional (DP), para posteriormente, y mediante la formula x =
logaritmo de la dosis que mata mas del 50% - DP, determinar la DLso

como 10%, siendo la DP:

% mortalidad >50% -50%

% mortalidad >50% - %mortalidad

La mortalidad de los peces fue tenida en cuenta hasta quince dias
después de que cesaran las muertes de todos los grupos inoculados. Los
peces inoculados y los peces control que tuvieron que ser sacrificados al
final de la fase experimental fueron mantenidos a temperatura de
refrigeracion y sometidos a necropsia reglada, y seguidamente se
obtuvieron muestras para su posterior estudio microbiologico,

histopatolégico e inmunohistoquimico.
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3.3.3.- INOCULACION DE HAFNIA ALVE!I PARA INDUCIR UNA
INFECCION OCRONICA

Con la finalidad de conocer las consecuencias epidemiologicas y
patogénicas de la infeccion de curso cronico de esta especie bacteriana
en dorada realizamos varias experiencias de inoculaciones
experimentales. Utilizamos doradas con un peso aproximado de 15
gramos. Los peces se mantuvieron en tanques de 100 litros a 18-21°C
con aireacién constante mediante difusores alimentados por un
compresor. También en este caso los peces se mantuvieron con un

circuito cerrado, realizando cambios parciales de agua cada dos dias.

Para cada cepa estudiada hicimos 6 lotes de 25 peces cada uno,
de los cuales 3 se inocularon con una suspension bacteriana de Hafnia
alvei a una concentracion 107-10¢ ufc/pez, mientras que los otros 3 lotes
correspondian a los peces controles. La inoculacion se hizo de la
siguiente manera: un lote con una sola inoculaciéon al comienzo de la
experiencia (a tiempo cero), otro lote con dos inoculaciones a un
intervalo de 15 dias entre una inoculacién y la siguiente (a tiempo cero y
dia 15}, y el tercer lote mediante 3 inoculaciones separadas con 4 dias
entre una y otra (a tiempo cero, dia 4 y dia 8). Los tres lotes del grupo
control se inocularon con el mismo procedimiento pero con PBS estéril y
fueron mantenidos en las mismas condiciones que los peces inoculados

con la bacteria hasta el final de la experiencia (TESHIMA y cols., 1992).

Cada cepa a utilizar se sembré en medio BHI Agar (Cultimed) y se
incub6 en agitacion a 22-25°C durante 18-24 horas para obtener un
cultivo fresco en fase exponencial. Al cabo de ese tiempo centrifugamos
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el medio a 4000 r.p.m. durante 20 minutos, retiramos el sobrenadante y
el precipitado se lavo dos veces con PBS. El precipitado obtenido lo
resuspendimos en la misma solucion tampén, y se ajusté a una
concentracion final aproximada entre 108 y 107 u.f.c./ml. Cada pez
experimental se inocul6 con 0.1 ml de la suspension bacteriana por via
intraperitoneal, mientras que los peces de los grupos control se

inocularon con 0.1 ml de PBS utilizando la misma via.

Las cepas de Hafnia alvei utilizadas en la inoculacién
experimental para determinar la patogenicidad de Hafnia alvei en el
curso cronico de la infeccion fueron tres: 2566/83, 187/95 y C34/90.
Los datos sobre el origen y procedencia de estas cepas pueden
apreciarse en la Tabla 1. Estas cepas las seleccionamos de todas las
utilizadas en la experiencia anterior en funciéon de haber sido aisladas de
cuadros de enfermedad en peces (2566/83 y C34/90) o haberla aislado
directamente en nuestras islas (187 /95).

Para la determinacion del grado de patogenicidad de Hafnia
alvei en dorada en una' infeccion experimental de curso croénico
seguimos la metodologia descrita anteriormente por C.TESHIMA y cols.
(1992). La posible mortalidad de los peces inoculados fue evaluada entre
1-90 dias- postinoculacion. Los peces inoculados y los testigos, que
tuvieron que ser sacrificados al final ‘de la fase experimental, fueron
mantenidos a temperatura de refrigeracion y sometidos a necropsia
reglada, y seguidamente se obtuvieron muestras para su posterior

estudio microbiologico, histopatologico e inmunohistoquimico.
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3.3.4.- ESTUDIOC ANATOMOPATOLOGICO

Para el analisis anatomopatologico se tomaron muestras de
rinén, higado, bazo, intestinos y sistema nervioso, que fueron fijadas
en solucion tamponada de formol al 10%, embebidas en parafina y
posteriormente cortadas con el microtomo en laminas de unas 4 pm. A
continuacion se procedi6 a la tincién de los cortes histologicos con
hematoxilina-eosina para su estudio histopatologico. Esta fase fue
realizada en coordinacién con la Unidad de Anatomia Patolégica de la
Facultad de Veterinaria de Las Palmas de Gran Canaria. La evaluacién
de la intensidad de la reacciéon inflamatoria encontrada se hizo
atendiendo a que los campos visualizados mostraran
aproximadamente un 100% (muy intensa), 50-75% (intensa), 25-50%

(ligera) y menos del 25% de reaccion (muy ligera), respectivamente.

3.3.5.- ESTUDIO INMUNOHISTOQUIMICO

De todas las técnicas inmunohistoquimicas existentes, la
peroxidasa-antiperoxidasa (PAP) segiin describen J. MARTIN DE LAS
MULAS y cols. (1990) fue la técnica de eleccion a la hora de realizar
dicho estudio con las adaptaciones descritas por F. ACOSTA y cols.
(2002) a partir de las muestras tomadas en las experiencias anteriores
de infeccion aguda o cronica de dorada con Hafnia alvei. La finalidad
fue demostrar la presencia de Hafnia alvei en estos tejidos con
independencia de las lesiones encontradas. Para ello tuvimos que

elaborar previamente un antisuero policlonal anti-Hafnia alvei.
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La obtencion del antisuero policlonal anti-Hafnia alvei se realizo
segun la metodologia descrita por E. HARLOW y D. LANE (1988) y F.
ACOSTA y cols. (2002), utilizandose 2 conejos de unos 2 Kg de peso de
raza californiana, procedentes de una explotacion con un alto nivel
sanitario. La granja corresponde a un colectivo que desparasita y vacuna
sus ejemplares periodicamente frente a mixomatosis, enfermedad virica
hemorragica y enterotoxemia. Ambos animales fueron adaptados a
nuestro animalario y periodicamente inspeccionados para garantizar su

buen estado de salud previo a la inmunizacién durante dos semanas.

A cada animal se le administré 2 ml de un inéculo compuesto por
1ml de una suspension de Hafnia alvei inactivada y 1 ml de Adyuvante
de Freund incompleto (Sigma). La suspension inactivada de Hafnia alvei
se realizé con un cultivo en el medio BHI liquido (Cultimed) de la cepa de
Hafnia alvei 187 /95, a 37°C durante 24 horas con agitacién continua y
suave. Posteriormente se lavo dos veces la suspension bacteriana
centrifugando el medio a 3000 rpm durante 5 minutos, retiramos el
sobrenadante y resuspendemos el centrifugado en PBS. Finalmente,
tomamos el centrifugado y se resuspende en PBS adicionandole un 5°/«
de formol e incubando durante 24 horas a 37°C para inactivar las
bacterias. A las 24 horas tomamos una alicuota de la suspensién y la
sembramos en un Agar Sangre (Cultimed) a 37°C durante 24 horas para

garantizar la inexistencia de bacterias vivas.

Cada conejo recibi6 los 2 ml del inéculo (1ml de la suspension de
Hafnia alvei inactivada y 1 ml de Adyuvante de Freund incompleto)
repartidos en 10 puntos de inyecciéon subcutanea por diversas zonas del
cuerpo.
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Tras 5 semanas desde la primera inoculacién, se les aplico una

segunda dosis con el mismo inéculo, para provocar asi una buena
hiperinmunizacion. A los 15 dias de esta segunda inoculacién se
procedi6 a la sangria completa de los conejos (previamente anestesiados
mediante la aplicacion subcutanea de una solucion compuesta por 0.2

ml de acepromacina y 0.4 ml de ketamina) por puncién cardiaca.

Una vez obtenida la sangre se centrifugé a 3000 rpm durante 5
minutos, y el suero se conservé a -80°C para ser usado en el estudio

inmunohistoquimico.

El procesado de las secciones de los é6rganos para el analisis
inmunohistoquimico comienza con el desparafinado de las muestras
sometiéndolas a bafios de xilol en tres pases de 10, 5 y 5 minutos
respectivamente. Posteriormente se sumergen en una solucion de
alcohol al 100% y se procede al bloqueo de la peroxidasa endédgena
sumergiendo las secciones de los 6rganos en una solucién de metanol
absoluto con un 3% de peréxido de hidrégeno durante 30 minutos. Tras
este periodo se somete a las secciones a bafios de 5 minutos en alcohol
de graduacion decreciente (100%, 96% y 70% respectivamente). Las
secciones posteriormente se aclaran en agua destilada (2 pases) y PBS
durante 5 minutos antes de someterlas a la accién de la pronasa al 0.1%
durante 10 minutos. Posteriormente, las secciones se someten a bafio en

PBS durante otros 5 minutos.

Tras €l bafio con PBS se somete a los tejidos a la accién de suero
normal de cabra al 10% en PBS durante 30 minutos para

posteriormente exponerlos durante toda la noche al anticuerpo primario,
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que en este caso-es el antisuero policlonal anti-Hafnia alvei obtenido de

los conejos. Este antisuero policlonal, a titulo 1:500, se encontraba a su

vez diluido en suero normal de cabra al 10% en PBS.

A la mafiana siguiente, las secciones se aclaran 3 veces durante 5
minutos cada una en PBS, para posteriormente incubarlas 30 minutos
en el anticuerpo secundario (anticuerpos biotinilados frente a IgG de
conejo obtenidos en cerdo a titulo 1:200) diluido en suero normal de

cabra al 10%.

Después de aclarar tres veces durante 5 minutos con PBS las
secciones fueron expuestas al anticuerpo terciario (complejo avidina-
biotina) durante 60 minutos en oscuridad y temperatura ambiente. Tras
esta incubacion se someten a las secciones a dos bafos de 5 minutos en

PBS y uno de acetato buffer durante 10 minutos.

Tras estos pasos se procede al revelado con 3-amino-9-etil-
carbazol (Sigma) durante 5 minutos en agitacion suave. Después de este
proceso se lava durante 5 minutos en agua corriente y se sumergen las
secciones durante 5 minutos en una solucion de Hematoxilina de Mayer.
Tras unos lavados de 10 minutos en agua destilada y agua corriente, se
procede al montaje de las secciones en medio acuoso (Immumount;

Shandon, Pittsburgh, PA).
Tejido hepatico de aves infectadas de forma natural y de ratones

infectados de forma experimental con la cepa de Hafnia alvei 187/95

fueron usados como controles positivos. Los controles negativos
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consistieron en la sustitucién del suero anti-H. alvei por suero normal

de cabra al 10%.

La intensidad de la respuesta obtenida en cada muestra evaluada
se determiné como muy intensa, intensa o ligera en funciéon de que los
campos visualizados mostraran aproximadamente un 100%, 50-75% y

menos de un 25% de reaccion positiva, respectivamente.

3.3.6.- ESTUDIO MICROBIOLOGICH

Para el estudio microbiologico, se tomaron muestras de rifién,
higado y bazo, que sembramos en Mac Conkey agar (Difco) y Agar
Sangre (Cultimed) adicionado con un 2% de cloruro sodico. Las placas
fueron incubadas a 25 °C durante 24-48 horas en ambiente aerobio.
Para confirmar que la bacteria aislada se correspondia con Hafnia alvei,
cada aislamiento fue sometido a una bateria de pruebas clasicas de
identificaciéon (SMIBERT y KRIEG, 1981), ayudandonos en ocasiones con el
perfil que nos facilit6 el sistema API-20E (Biomerieux, Madrid, Espana).
Estas pruebas fueron enumeradas con detalle en el punto 3.1.3 del

presente capitulo.
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4.- RESULTADOS

4.1.- FACTORES DE VIRULENCIA DE LAS CEPAS DE HAFNIA
ALVEI

4.1.1.-PRESENCIA DEL GEN EAE EN LAS CEPAS DE ESTUDIO

Una vez realizada la prueba de la PCR con los dos juegos de
cebadores, el C1E-C2E y P20-Pso, en ninguno de los dos casos se
detect6 el gen eae en alguna de las 23 cepas de Hafnia alvei
analizadas (Figuras 1 y 2. Tabla 13). Asi pues, ninguna de las cepas
analizadas presenta en su genoma la existencia de este gen que le
atribuye a las cepas que lo poseen mayor virulencia, permitiéndole a la
bacteria ocultarse entre las microvellosidades intestinales provocando
una destrucciéon focal, la intima adherencia entre la bacteria y la
membrana de los enterocitos y la acumulacion de filamentos de actina
polimerizada, provocando fuertes cambios en el citoesqueleto del
enterocito bajo el area de localizacion de la bacteria. Los controles
positivos de cada reaccion amplificaron el fragmento del gen eae
esperado, siendo de 1,1 Kb para el juego de cebadores C1lE-C2E
(Figura 1) y 0,4 Kb para los cebadores P2o-Pso (Figura 2).

76

ion realizada por ULPGC. Biblinteca Universitaria, 2008

o, los autores. Digitali

© Del



77

1---23

Marcador de peso molecular de 100
pares de bases

Cepa control positiva 2348/69

Resultado de las cepas analizadas de
H. alvei

Marcador de peso molecular de 100
pares de bases

Cepa control positivo E. coli RC541

Resultado de las cepas analizadas de
H. alvei

i6n realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2006

los autores. Digitali:

© Del



Resultados

4.1.2.- UTILIZACION DEL HIERRO POR HAFNIA ALVEI

4.1.2.1.-CALCULO DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA
DEL QUELANTE DE HIERRO 2,2°-DIPYRIDYL

Las distintas cepas de Hafnia alvei estudiadas mostraron
diferente susceptibilidad frente a la escasa disponibilidad de hierro
producida por la adicion al medio de cultivo del quelante 2,2°-
dipyridyl. La cepa que mostré una mayor resistencia frente a la acciéon
del quelante fue la LM 25/65, siendo capaz de crecer con
concentraciones de 1 mM de 2,2"-dipyridyl (Figuras 3 y 4). Por el
contrario, la cepa X1 fue la que mostré6 una mayor susceptibilidad
frente a la falta de hierro biodisponible para el metabolismo
bacteriano, ya que era incapaz de crecer con una concentraciéon de

2,2"-dipyridyl en el medio por encima de los 0.2 mM.

Si agrupamos todas las cepas estudiadas en funcion de su
resistencia a iguales concentraciones del quelante 2,2 -dipyridyl,
tenemos en el Grupo I las cepas con una concentracion minima
inhibitoria (CMI) de 0,2 mM de 2,2 -dipyridyl, estando representada
unicamente por la cepa X1 (Figuras 3 y 4) . Con una CMI de 0,4 mM
de 2,2°-Dipyridyl (Grupo II) encontramos a las cepas LM 14/67, LM
30/65, ATCC 9760 y 2566/83 (Figuras 3 y 4). Las cepas con una CMI
de 0,6 mM se incluyen en el grupo III, que abarca a las cepas LM
11/69, OR-1, 4094/83, 1967/83, 842/81, LM 7/67, LM 24/65, LM
23/65, F4319, C34, LM 19/68, LM 7/68, 4256/83, OU-3 y OU-4
(Figuras 3 y 4). Con una CMI de 0,8 mM de 2,2 -Dipyridyl se

78

i0n realizada por ULPGEC. Biblinteca Universitaria, 2008

o8 autores. Digitali

© Del



Resultados

encuentran las cepas ATCC 13337 y 187/95 (Grupo IV), mientras que
la cepa LM 25/65 es la que posee una CMI superior, siendo posible su
crecimiento cuando se alcanza en el medio una concentracion de 2,2°-

Dipyridyl de 1 mM (Grupo V) (Figuras 3 y 4).

Figura 3. Agrupacion de las cepas de Hafnia alvei segiin la capacidad
de crecimiento con una determinada concentracion minima inhibitoria
de 2,2 -dipyridyl presente en el medio

Grupo |

Grupo ll

Grupo lll

Grupo IV

Grupo V |

0 0,2 0.4 0,6 0,8 1 1,2

CONCENTRACION DE 2,2"-DIPYRIDYL (MM) EN EL MEDIO
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Figura 4.- Porcentaje de las cepas de Hafnia alvei encuadradas en los
diferentes grupos por su comportamiento frente a 2,2 -dipyridyl
presente en el medio
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4.1.2.2.- PRODUCCION DE SIDEROFOROS

Tras el ensayo realizado segin la metodologia anteriormente
descrita por B. SCHWYN y JB. NEILANDS (1987), el 100% de las cepas de
Hafnia alvei analizadas produjeron una reaccion positiva en el medio
Chrome Azurol S agar por medio del viraje de coloracion de azul hacia
un halo amarillo alrededor de cada cepa de Hafnia alvei analizada,
evidenciandose asi la capacidad de captacion de hierro del medio
mediante la producciéon de sideroforos (Figura 5). Podemos de esta
forma asegurar que todas las cepas de Hafnia alvei probadas producen

algun tipo de sideroforo en el medio.

Figura 5.- Imagen de la produccion de sideréforos

CONTROL NEGATIVO CEPAS PROBLEMA POSITIVAS

Una vez detectada la capacidad de sintesis de sideréforos por
parte de cada una de las cepas de Hafnia alvei, se procedi6 al analisis

individual de cada cepa para determinar si alguna de estas cepas era
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capaz de sintetizar aerobactina y/o enterobactina, dos tipos de
sideréforos producidos por enterobacterias relacionados con aumento

en la virulencia de las cepas.

Ninguna de las 23 cepas de Hafnia alvei analizadas (100%)
demostré la capacidad de sintetizar aerobactina o enterobactina. Los
controles positivos y negativos representados por las cepas K311
(control positivo para la produccion de aerobactina), W112 (control
negativo aerobactina), cepa 390 (control positivo para la producciéon de
enterobactina) y la cepa H1887 (control negativo de enterobactina)

dieron los resultados esperados.

4.1.3.- PRODUCCION DE HEMOLISIS

Ninguna de las titulaciones realizadas de los diferentes
sobrenadantes de las 23 cepas de Hafnia alvei empleadas hemolizaron
los hematies de dorada. En el caso de los hematies de trucha arcoiris
los resultados fueron los mismos al no producirse la hemélisis de los
eritrocitos de trucha. En ambos casos, estos resultados los obtuvimos
tanto tras la incubacién a 18°C como a 25°C. La cepa empleada como
control positivo, Aeromonas hydrophyla J7, produjo hemdlisis hasta la

titulacion ¥ de su sobrenadante.
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4.1.4.- HEMAGLUTINACION FRENTE A ERITROCITOS DE COBAYA,
DORADA ¥ TRUCHA ARCOIRIS

El efecto hemaglutinante de las cepas probadas frente a
eritrocitos de cobaya, dorada y trucha arcoiris fue muy similar con
pequerios matices de diferencia, aunque la hemaglutinacién resulté

ser mas sensible cuando se utilizaron hematies de cobaya.

La hemaglutinacion de eritrocitos de cobaya sensible a la
manosa (MSHA) fue detectada en las cepas ATCC 13337, LM 11/69,
4256/83, 1967/82, LM 7/67, LM 24/65, F4319, LM 7/68 y OU-4,
representando el 39% de las cepas de Hafnia alvei analizadas (Tablas
4 y 13), por lo que hemos considerado en estas cepas la presencia de

las fimbrias pili tipo I..

En la experiencia de deteccion del pili tipo III, 1a resistencia a la
hemaglutinacion de hematies de cobaya con un tratamiento previo de
acido tanico con la adicién de un 4% de manosa (MRHA) se evidencio
en las cepas 4256/83, 1967/82, LM 7/67, LM 24/65, LM 7/68 y LM
11/69, representando un 26% del total de cepas de Hafnia alvei
analizadas (Tablas 4 y 13). Como se observa en la tabla 4 en casi todas
las cepas en las que detectamos el pili tipo III habiamos encontrado
también el tipo I, salvo en las cepas ATCC 13337, F4319 y OU-4.

De una forma similar a los resultados expuestos, en la
experiencia realizada con hematies de dorada la hemaglutinacion

sensible a manosa sol6 fue observada en las cepas 4256/83, 1967 /82
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y LM 7/67, representando el 13% de total de cepas analizadas (Tabla
4). En la experiencia con hematies de trucha arcoiris, sélo la cepa
4256 /83 produjo una hemaglutinacion sensible a la presencia de la

manosa (Tabla 4).

En la experiencia realizada con hematies de dorada previamente
tratados con el acido tanico, la hemaglutinacién resistente a la
manosa solé fue observada en las cepas 4256/83 y LM 24/65
representando el 8.6% de total de cepas analizadas (Tabla 4). En esta
misma experiencia con hematies de trucha arcoiris, ninguna cepa

produjo una hemaglutinacion resistente a la manosa (Tabla 4).
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Tabla 4.- Hemaglutinacion de las cepas de Hafnia alvel con eritrocitos
de cobaya, dorada y trucha arcoiris

CEPA

187/95

C34

2566/83

ATCC 13337

X1

LM 14/67

LM 30/65

LM 25/65

OR-1

ATCC 9760

4094/83

4256/83

1967782

842/81

LM 7/67

LM 24/65

LM 23/65

F4319

LM 19/68

LM 7/68

OuU-3

oU-4

+

LM 11/69

+

+

MSHA.- HEMAGLUTINACION SENSIBLE A MANOSA

MRHA.- HEMAGLUTINACION RESISTENTE A MANOSA
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4.1.5.- EFECTO BACTERICIDA DEL SUERO DE DORADA

Los resultados de la sensibilidad de las 23 cepas de Hafnia alvei
analizadas frente al efecto bactericida del suero se pueden observar en
las Tablas 5 a 8. Los resultados se expresan como porcentaje de
bacterias viables de la cepa analizada en las dos temperaturas de
incubaciéon utilizadas. En ambos casos se representan a su vez los
controles de cada una de las experiencias. Los resultados muestran el

valor medio de cada lectura, que fue realizado por triplicado.

Segin la interpretacion de RL. DAVIES (1991), unicamente se
considera a una cepa resistente al efecto bactericida del suero cuando
tras 3 horas de incubacion presenta un porcentaje de viabilidad
superior al 100%. De aqui que sé6lo dos cepas clinicas de Hafnia alvei
187/95 (Tabla 5 y 13) y 4256/83 (Tabla 6 y 13) fueron resistentes al
efecto bactericida del suero a las dos temperaturas analizadas (18 y
25°C), representando un 8.7% del total de las cepas analizadas. Sin
embargo, las cepas de coleccion LM 23/65 (Tabla 7 y 13), LM 25/65
(Tabla 6 y 13), LM 24/65 (Tabla 7 y 13), LM 19/68 (Tabla 8 y 13) y
F4319 (Tabla 7 y 13) sélo fueron resistentes a la temperatura de 25°C,
representando el 21.7% del total de las cepas analizadas, que junto a
las cepas 187/95 y 4256/83 (resistentes a ambas temperaturas),
hacen que un total del 30.4% de las cepas sea resistente al efecto

bactericida del suero de dorada a la temperatura de 25°C.

De las tres cepas utilizadas en la experiencia de infeccién

experimental crénica, la cepa 187/95 es la que presenta una mayor
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resistencia al efecto bactericida del suero de dorada con indices de
viabilidad a las tres horas del 101.2% a 18°Cy 142.5% a 25°C (Tabla
5). La cepa 2566/83 presenta una sensibilidad intermedia a la accion
del complemento del suero puesto que tras tres horas de incubacion,
el porcentaje de bacterias viables se situd en el 37.6% a 18°C y 52% a
25°C (Tabla 5). Por el contrario, la cepa C34 muestra una elevadisima
sensibilidad a la acciéon del complemento del suero de dorada puesto
que la viabilidad se sitia a las citadas temperaturas en el 9.7% y

5.3%, respectivamente (Tabla 5).

De las cepas empleadas en la experiencia de infeccién aguda, la
Unica que presenta resistencia al efecto bactericida del suero a las dos
temperaturas analizadas es la cepa 187/95 ya mencionada
anteriormente, mientras que la cepa F4319 sélo presenté resistencia al
citado efecto a la temperatura de 25°C con un nivel de bacterias
viables del 134.4%, mientras que a 18°C el indice se situé en €l 61.5%
(Tabla 7). Por el contrario, con una sensibilidad intermedia estan la
cepa 2566/83 ya mencionada anteriormente, asi como la X1, ésta
ultima con unos indices de viabilidad del 47% a 18°C y 57.5% a 25°C
(Tabla 5), la cepa OR-1 que muestra unos valores de 33.8% y 64.6%,
respectivamente (Tabla 6) y la cepa 1967/82 con unos valores de
viabilidad del 19.1% y 49%, respectivamente (Tabla 7). La otra cepa
empleada en el estudio de la infeccion aguda por Hafnia alvei en
dorada (cepa C34, ya citada) presenté una elevada sensibilidad al

efecto bactericida del suero de la dorada.
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De las cepas no empleadas en las experiencias de inoculacion,
las que presentaron resistencia al efecto bactericida del suero a la
temperatura de 18° y/o 25°C fueron la LM 25/65 (Tabla 6), 4256/83
(Tabla 6), LM 24 /65 (Tabla 7), LM 23/65 (Tabla 7), y la cepa LM 19/68
(Tabla 8), cuyos resultados se reflejan con exactitud en las tablas
correspondientes. Por el contrario, mostraron sensibilidad al efecto
bactericida del suero de dorada haciendo la lectura a 18 y a 25°C las
cepas LM 11/69 (Tabla 8), OU-4 (Tabla 8), OU-3 (Tabla 8), LM 7/68
(Tabla 8), 842/81 (Tabla 7), LM 30/65 (Tabla 6), 4094/83 (Tabla 6),
LM 7/67 (Tabla 7), LM 14/67 (Tabla 5), ATCC 13337 (Tabla 5) y ATCC
9760 (Tabla 6 ).

Haciendo la lectura a 25°C el suero control se comportd, como
era de esperar, con unos valores similares a una cepa que diera
resistencia frente al suero, lo cual nos permite ratificar los resultados
obtenidos con todos los sueros problemas a esta temperatura,
mientras que haciendo la lectura tras la incubacién a 18°C, algunos
sueros control no alcanzaron el limite superior del 100% que

representaria el nivel de resistencia frente al suero problema.

A modo de resumen hemos agrupado el global de cepas
analizadas en tres modelos diferentes de resistencia al efecto
bactericida del suero de dorada que expresan graficamente lo ocurrido
a lo largo de las tres horas de duracion de la experiencia (Figuras 6 a
8). El modelo I agrupa a todas aquellas cepas que presentan
resistencia al efecto bactericida del suero de dorada medido a 25°C

(porcentaje de viabilidad a las tres horas superior al 100%), mientras
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que los modelo II y III agrupan cepas de Hafnia alvei con diferente
grado de sensibilidad, incluyendo el modelo II a cepas con sensibilidad
intermedia (viabilidad entre el 100 y el 20%), mientras que en el
modelo III se incluyen aquellas cepas de Hafnia alvei con elevada
sensibilidad al efecto bactericida del suero de dorada (viabilidad
inferior al 20%).
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Tabla 5.- Resistencia al efecto bactericida del suero de dorada de las
cepas 187/95, C34, 2566/83, ATCC 13337, X1 y LM 14/67, medido
como porcentaje de viabilidad en diferentes tiempos de incubacion.

CEPA 18°C 25°C
SUERO SUERO SUERO SUERO
PROBLEMA CONTROL PROBLEMA  CONTROL
187/95

UNA HORA 106.2 126.2 87.5 153.7
DOS HORAS 80 72.5
TRES HORAS 101.2 167.5 142.5 231.2

c34

UNA HORA 80.7 92.1 45.6 122.1
DOS HORAS 23.1 11.6
TRES HORAS 9.7 101.3 5.3 141.9

2566/83

UNA HORA 55.6 95.7 43 106.8
DOS HORAS 34.1 41.6
TRES HORAS 37.6 112.8 52 122.9

ATCC 13337

UNA HORA 44 65 59 74.5
DOS HORAS 15 19.7
TRES HORAS 10 171 16.1 190

X1

UNA HORA 35 106 30 108
DOS HORAS 35.5 37.7
TRES HORAS 47 166.5 57.5 190.5

LM 14/67

UNA HORA 16 103 315 147
DOS HORAS 8.6 13.1
TRES HORAS 6.2 159.5 12 207
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Tabla 6.- Resistencia al efecto bactericida del suero de dorada de las
cepas LM 30/65, LM 25/65, OR-1, ATCC 9760, 4094/83 v 4256/83,
medido como porcentaje de viabilidad en diferentes tiempos de
incubacitémn.

CEPA 18°C 25°C
SUERO SUERO SUERO SUERO
PROBLEMA CONTROL PROBLEMA CONTROL
LM 30/65
UNA HORA 78.5 101 75 132.5
DOS HORAS 73 - 67 ----
TRES HORAS 83.5 112.5 85 157
LM 25/65
UNA HORA 66.5 83.7 79.8 117.5
DOS HORAS 63.5 - 93.4 ----
TRES HORAS 74.3 90.1 130.7 162.5
OR-1
UNA HORA 34.8 91.2 48.2 105.1
DOS HORAS 38.9 - 38.4 —---
TRES HORAS 33.8 127.1 64.6 160.4
ATCC 9760
UNA HORA 57.9 92 59.7 102.7
DOS HORAS 24.6 -—-- 12 ——
TRES HORAS 13.4 96.1 7.3 148.3
4094/83
UNA HORA 30.2 82.4 57.5 106.8
DOS HORAS 46 - 42.3 -—--
TRES HORAS 43.9 119.7 27.2 169.6
4256/83
UNA HORA 121.1 126 109 169.6
DOS HORAS 72.6 - 98.1 -
TRES HORAS 111.4 270.6 140.5 314.5
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Tabla 7.- Resistencia al efecto bactericida del suero de dorada de las
cepas 1967/82, 842/81, LM 7/67, LM 24/65, LM 23/65 y F4319 medido

como porcentaje de viabilidad en diferentes tiempos de incubacion.

CEPA 18°C 25°C
SUERO SUERO SUERO SUERO
PROBLEMA CONTROL PROBLEMA CONTROL
1967/82
UNA HORA 41.7 57.1 55.1 86.5
DOS HORAS 35.2 - 37.5 ----
TRES HORAS 19.1 78.6 49 120.4
842/81
UNA HORA 59.3 86.1 87 101.4
DOS HORAS 72.8 —m- 82.6 -
TRES HORAS 74.6 128.4 79.9 142.3
LM 7/67
UNA HORA 50.1 67.6 46.6 87.4
DOS HORAS 38.4 ---- 57.9 -
TRES HORAS 32 92.6 52.7 ~107.7
LM 24/65
UNA HORA 106.2 127.8 98.2 158.5
DOS HORAS 113.2 -—-- 135.8 -
TRES HORAS 97.5 156.5 157 ~285.6
LM 23/65
UNA HORA 72.1 77.9 72.7 94.2
DOS HORAS 62.3 - 62.3 -
TRES HORAS 63.8 195.8 109 230.4
UNA HORA F4319 90.2 117.9 138.4 174.3
DOS HORAS 116.8 - 126.1 ----
TRES HORAS 61.5 137.4 1344  208.2
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Tabla 8.- Resistencia al efecto bactericida del suero de dorada de las
cepas LM 19/68, LM 7/68, OU-3, OU4 y LM 11/69, medido como
porcentaje de viabilidad en diferentes tiempos de incubacién

CEPA 18°C 25°C
SUERO SUERO SUERO SUERO
PROBLEMA CONTROL PROBLEMA CONTROL
LM 19/68
UNA HORA 78.2 104.3 114.7 121.9
DOS HORAS 90.4 - 94.7 ——--
TRES HORAS 74.7 132.6 105.2 169.9
LM 7/68
UNA HORA 64.8 82.1 31.5 109.1
DOS HORAS 25.3 -——- 68 -
TRES HORAS 19.4 94.2 73.7 283.7
oU-3
UNA HORA 112.5 160.5 82.1 196.6
DOS HORAS 62.6 - 57.2 -
TRES HORAS 99.7 193.6 37.1 213.1
oU-4
UNA HORA 88.7 90.2 79.1 138.6
DOS HORAS 30.6 - 38.6 -
TRES HORAS 23.4 118.8 20.4 180.6
LM11/69
UNA HORA 68.8 69.9 42.8 54.2
DOS HORAS 42.8 - 51.2 -
TRES HORAS 52.1 87.8 57.1 140
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Figura 6.- Modelo I de resistencia al efecto bactericida del suero de
dorada (cepas 187/95, LM 25/65, 4256/83, LM 24/65, LM 23/65,
F4319 y LM 19/68)
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Figura 8.- Modelo III de resistencia al efecto bactericida del suero de
dorada {cepas C34, ATCC 13337, LM 14/67 y ATTCC 9760)
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4.1.6.- EFECTO BACTERICIDA DEL SUERO DE TRUCHA ARCOIRIS

En los experimentos realizados con el suero de trucha arcoiris,
la resistencia al efecto bactericida del suero fue mayor que en el caso
de la experiencia con suero de dorada. Las cepas de Hafnia alvei que
presentaron resistencia a dicho efecto en la lectura realizada a las
temperaturas de 18 y 25°C fueron la 2566/83 (Tabla 9 y 13), ATCC
9760 (Tabla 10 y 13), 4094/83 (Tabla 10 y 13), LM 24/65 (Tabla 11 y
13), F4319 (Tabla 11 y 13), LM 14/67 (Tabla 9y 13) y LM 7/68 (Tabla
12 y 13), representando un 30,4% del total de cepas analizadas,
mientras que las cepas 1967/82 (Tabla 11 y 13), 842/81 (Tabla 11 y
13) y LM 19/68 (Tabla 12 y 13) sélo fueron resistentes a la
temperatura de 25°C, representando un total del 43,4% de cepas

resistentes a la temperatura de 25°C.

De las tres cepas utilizadas en la experiencia de infeccion
créonica en dorada, la cepa 2566/83 es la unica que presenta
resistencia al efecto bactericida del suero de trucha con indices de
viabilidad a las tres horas del 124.7% a 18°C y 175.2% a 25°C (Tabla
9). La cepa 187/95 presenta una sensibilidad intermedia al suero de
trucha ya que tras tres horas de incubacién, la viabilidad se sitiia en
el 40.3% a 18°C y 56% a 25°C (Tabla 9). Al igual que ocurre en la
experiencia con suero de dorada, la cepa C34 presenta una
elevadisima sensibilidad a la accion del complemento del suero de
trucha arcoiris puesto que la viabilidad se sitia por debajo del 0.1%

para ambas temperaturas (Tabla 9).
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De las cepas empleadas en la inoculacion experimental para la
determinacion de la dosis letal 50 (DLso) en dorada, las cepas F4319,
y 2566 /83 presentaron resistencia al efecto bactericida del suero a las
dos temperaturas analizadas, mostrando la ultima citada una
viabilidad del 124.7% y del 175.2 %, respectivamente (Tabla 9), y del
138.9% y 172.9% la cepa F4319 (Tabla 11), mientras que la cepa
1967 /82 solo present6 resistencia a la temperatura de 25°C con una
viabilidad del 151.9% (Tabla 11). Por el contrario, las cepas X1 (5.1 y
0.5%, respectivamente) (Tabla 9), OR-1 (6.6 y 6.6%, respectivamente)
(Tabla 2}, y C34 (0.1 y 0.1%, respectivamente) (Tabla 9) mostraron una
elevadisima sensibilidad, mientras que la otra cepa empleada en este
estudio (187/95), presenté una sensibilidad intermedia, con una

viabilidad del 40.3 y 56% (Tabla 9).

De las cepas no empleadas. en las experiencias de inoculacion
experimental en dorada para determinar la DLso, las que presentaron
resistencia al efecto bactericida del suero de trucha arcoiris a las dos
temperaturas empleadas fueron las cepas LM 7/68 (Tabla 12), LM
14/67 (Tabla 9), 4094/83 (Tabla 10), ATCC 9760 (Tabla 10) y LM
24/65 (Tabla 11), mientras que las cepa 842/81 (Tabla 11) y LM
19/68 (Tabla 12) sélo lo fueron a la temperatura de 25°C . Por el
contrario, mostraron una sensibilidad intermedia a las dos
temperaturas las cepas ATCC 13337 (Tabla 9), 4256/83 (Tabla 10) y
OU-3 (Tabla 12), mientras que con una elevada sensibilidad a ambas
temperaturas se encuentran las cepas LM 30/65 (Tabla 10), LM 25/65
(Tabla 10), LM 7/67 (Tabla 10), LM 23/65 (Tabla 11), OU-4 (Tabla 12}
y LM 11/69 (Tabla 12).
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Al igual que con la experiencia realizada con suero de dorada,
hemos agrupado al global de cepas en tres diferentes modelos de
resistencia al efecto bactericida del suero de trucha arcoiris que
expresan graficamente lo ocurrido a lo largo de las tres horas de
duracion de la experiencia (Figuras 9 a 11). El modelo I agrupa a todas
aquellas cepas que presentan resistencia al efecto bactericida del
suero de trucha medido a 25°C (viabilidad superior al 100%), mientras
que los modelo II y III agrupan cepas de Hafnia alvei con diferente
grado de sensibilidad, incluyendo el modelo II a cepas con sensibilidad
intermedia (viabilidad entre el 100 y el 20%), mientras que en el
modelo III se incluyen aquellas cepas de Hafnia alvei con elevada
sensibilidad al efecto bactericida del suero de dorada (viabilidad
inferior al 20%).
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Tabla 9.- Resistencia al efecto bactericida del suero de trucha arcoiris de
las cepas 187/95, C34, 2566/83, ATCC 13337, X1, LM 14/67 y LM
30/65, medido como porcentaje de viabilidad en diferentes tiempos de
incubacion.

CEPA 18°C 25°C
SUERO SUERO SUERO SUERO
PROBLEMA CONTROL PROBLEMA CONTROL
187/95

UNA HORA 50.4 125.4 64.9 132.2
DOS HORAS 48.7 67.2
TRES HORAS 40.3 156.9 56 399.9

Cc34

UNA HORA 15.5 91.9 31.1 145.5
DOS HORAS 0.2 2t
TRES HORAS 0.1 111.6 0.1 272.7

2566/83

UNA HORA 112.5 137.7 109.2 187.9
DOS HORAS 122.4 141.07
TRES HORAS 124.7 208.1 175.24 310.94

ATCC 13337

UNA HORA 91.6 120.3 73.3 147.8
DOS HORAS 58.4 - 32
TRES HORAS 59.5 132.9 26.9 469.9

X1

UNA HORA 98.6 99.9 8.6 107.9
DOS HORAS 21.7 2.1
TRES HORAS 5.1 109.3 0.5 433.3

LM 14/67

UNA HORA 55.1 98.6 63.2 134.3
DOS HORAS 67.3 97.9
TRES HORAS 129.9 192.9 157.3 222.4
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Tabla 10.- Resistencia al efecto bactericida del suero de trucha arcoiris
de las cepas las cepas LM 25/65, OR-1, ATCC 9760, 4094/83, 4256/83 y
1967/82, medido como porcentaje de viabilidad en diferentes tiempos
de incubacién.

CEPA 18°C ) 25°C
SUERO SUERO SUERO SUERO
PROBLEMA CONTROL PROBLEMA CONTROL
LM 30/65
UNA HORA 47.9 118 80.2 141.34
DOS HORAS 6.8 43.1
TRES HORAS 0.1 155.5 6.9 ~160.3
LM 25/65
UNA HORA 54.4 83.6 29.9 141.6
DOS HORAS 40.8 14.2
TRES HORAS 19 111.1 16.3 285.7
OR-1
UNA HORA 28.6 99.9 15.3 166.6
DOS HORAS 9.9 9.3
TRES HORAS 6.6 104.9 6.6 213.3
ATCC 9760
UNA HORA 116.4 170.3 114.83 236
DOS HORAS 141.4 165.52
TRES HORAS 161.7 279.3 258.1 570.3
4094/83
UNA HORA 114.9 166.7 50.2 149.6
DOS HORAS 124.9 113.8
TRES HORAS 167.7 257.8 182.4 273.4
4256/83
UNA HORA 79.7 93.8 76.8 142.5
DOS HORAS 68.3 38.4
TRES HORAS 56.9 115.2 79.7 247.6
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Tabla 11.- Resistencia al efecto bactericida del suero de trucha arcoiris
de las cepas 842/81, LM 7/67, LM 24/65, LM 23/65, F4319, LM 19/68 y
LM 7/68, medido como porcentaje de viabilidad en diferentes tiempos de
incubacidn.

CEPA 18°C 25°C
SUERO SUERO SUERO SUERO
PROBLEMA CONTROL PROBLEMA CONTROL
1967/82
UNA HORA 72.8 90.4 91.3 180.4
DOS HORAS 70.1 -—-- 59.5 -—--
TRES HORAS 62.2 120.4 151.9 358.9
842/81
UNA HORA 71.4 107.5 78.9 139.4
DOS HORAS 70.1 - 82.3 -—--
TRES HORAS 85.9 121 179.8 529.4
LM 7/67
UNA HORA 2.3 61.9 1.4 85.8
DOS HORAS 0.9 - 0.5 -
TRES HORAS 0.1 67 0.1 270.9
LM 24/65
UNA HORA 139.3 212.4 177.5 332.4
DOS HORAS 150.3 - 99.3 ----
TRES HORAS 153.1 357.2 111.7 499.4
LM 23/65
UNA HORA 7.6 103.2 2.1 105.9
DOS HORAS 1.2 - 0.3 ----
TRES HORAS 0.8 124.1 0.1 285.7
F4319
UNA HORA 120.9 135.8 108.2 170.8
DOS HORAS 98.6 ---- 166.5 ----
TRES HORAS 138.9 274.7 172.9 790.4
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Tabla 12.- Resistencia al efecto bactericida del suero de trucha arcoiris
de las cepas OU-3 LM 19/68, LM 7/68, OU-3, OU-4 y LM 11/69, medido
como porcentaje de viabilidad en diferentes tiempos de incubacion.

CEPA 18°C 25°C
SUERO SUERO SUERO SUERO
PROBLEMA  CONTROL PROBLEMA CONTROL
LM 19/68
UNA HORA 72.7 79.9 84 129
DOS HORAS 71.8 100.8
TRES HORAS 65.4 117.2 104.5 332.6
LM 7/68
UNA HORA 85.3 104.1 146.6 171.6
DOS HORAS 46.4 119.1
TRES HORAS 127.3 182.4 172.3 447.9
0U-3
UNA HORA 110 156.2 80.6 192.5
DOS HORAS 59.3 51.8
TRES HORAS 53.7 187.5 27.5 286.8
0U-4
UNA HORA 7.6 94 6.1 153
DOS HORAS 0.1 3
TRES HORAS 0 153.8 0.1 223.4
LM 11/69
UNA HORA 18.4 73.8 51.6 159.9
DOS HORAS 0.2 2.4
TRES HORAS 0.1 98.4 0.1 . 246.1
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Figura 9.- Modelo I de resistencia al efecto bactericida del suero de
trucha arcoiris {cepas 2566/83, LM 14/67, ATCC 9760, 4094/83, LM
24/65, F4319, 1967/82, 842/81, LM 19/68 y LM 7/68)

Figura 10.- Modelo II de resistencia al efecto bactericida del suero de trucha
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Figura 11.- Modelo III de resistencia al efecto bactericida del suero de
trucha arcoiris (cepas C34, X1, LM 7/67, LM 23/65, LM 25/65, OR-1,

LM 30/65,0U-4yLM 11/69)
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TABLA 13.- RESUMEN DE EXPRESION DE FACTORES DE VIRULENCIA
DE HAFNIA ALVEI EN LAS CEPAS DE NUESTRO ESTUDIO

_187/95 2566/83 C34 ATCC 13337 X1 __ LM 14/67
GEN EAE - - - N - N
ENTEROBACTINA - - - - - R
AEROBACTINA - - - . - -
HEMOLISIS** - - - . _ -
MSHA** - - - + - R
MRHA** - - - - - -
RESISTENCIA SUERO* + - - . R .

LM 30/65 LM 25/65 OR-1 ATCC 9760 4094/83 4256/83
GEN EAE - - - N N -
ENTEROBACTINA - - - - . -
AEROBACTINA - - - - - -
HEMOLISIS* - - - - R
MSHA** - - - . .
MRHA** - - - - .
RESISTENCIA SUERO* - + - - -

+ 4+ +

1967/82  842/81 LM 7/67 LM24/65 LM?23/65 F4319
GEN EAE - - - - - -
ENTEROBACTINA - - - - - -
AEROBACTINA - -
HEMOLISIS** -
MSHA+* + -
MRHA* +
RESISTENCIA SUERO* - - -

- +

+ +
+ + +

1

L}

LM 19/68 LM 7/68 OU-3 OU-4 LM 11/69

GEN EAE - - N - -

ENTEROBACTINA - - - i .
AEROBACTINA -
HEMOLISIS** -
MSHA*+* -
MRHA*** -
RESISTENCIA SUERO* + i - . J

+ o+
1]
+

+ o+

*RESISTENCIA AL SUERO.- MEDIDA A 25°C EN SUERO DE DORADA
*+ HEMOLISIS.- MEDIDA CON HEMATIES DE DORADA
#+MSHA Y MRHA.- MEDIDA CON HEMATIES DE COBAYA
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4.2.- EVALUACION DE LA PATOGENICIDAD DE VARIAS CEPAS DE
HAFNIA ALVEI EN DORADA

4.2.1.- CALCULO DE LAS DOSIS LETALES 50

En ninguna de las experiencias de inoculacién experimental en
dorada para determinar la dosis letal 50 con las cepas de Hafnia alvei
2566/83, OR-1, 187/95, 1967/82, C34, X1 y F4319 se produjo alguna
mortalidad mientras dur6é la experiencia, a las dosis inoculadas via
intraperitoneal de 108 a 102 ufc/pez, determinandose asi que las DLso de
todas las cepas analizadas se situaban por encima de 108 ufc/pez. La
dosis exacta inicial de inéculo que se utilizé en cada caso, a partir de la
que se hicieron las posteriores diluciones para cada cepa, puede

apreciarse en la Tabla 14.

Tabla 14.- Dosis inicial de Hafnia alvei inoculada en la experiencia de DLso

CEPA DOSIS INICIAL INOCULADA¥*
187/95 4.3 X 108 ufc/pez
C34 2.1 X 108 ufc/pez
X1 3.3 X 108 ufc/pez
OR-1 3.7 X 108 ufc/pez
F4319 2.8 X 108 ufc/pez
1967/82 4.9X 108 ufc/pez
2566/83 2.6 X 108 ufc/pez

* dosis calculada con posterioridad mediante el contaje en placa

En ninguna de las experiencias de inoculacion se observo
sintomatologia clinica evidente como natacion erratica, hemorragias
oculares, petequias cutaneas, exoftalmia o hinchazén del abdomen. El

unico signo clinico evidente fue el oscurecimiento externo del pez hasta
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los 2 6 3 dias postinoculaciéon, que hemos achacado al estrés de su
manipulaciéon, ya que los controles presentaron igual sintomatologia

durante el mismo periodo de tiempo.

Una vez acabada la experiencia (15 dias postinoculacién sin que
se produjera muerte alguna) de inoculaciéon experimental y seguimiento
de los peces inoculados para la determinacion de la DLso se procedio al
sacrificio de todos los animales mediante la sobredosificacion anestésica
con 2-fenoxietanol para su posterior estudio microbiologico,

anatomopatologico € inmunohistoquimico.

4.2.1.1.- RESULTADOS MICROBIOLOGICOS

En todas las experiencias de inoculaciéon con las diferentes cepas
de Hafnia alvei empleadas para la determinacion de sus DLso, se
recuperoé la cepa inoculada tras la finalizacion de la experiencia, en
cultivo puro a partir de rinén, higado y bazo, en los peces que
correspondian a los lotes que recibieron las dosis comprendidas entre
105 y 108 ufc/pez. Las cepas se aislaron en cultivo puro tras el sacrificio
de los animales, y se identificaron como Hafnia alvei tras someterlas a
una bateria de pruebas clasicas (REAL y cols., 1997) y complementarias
como el sistema de identificacion API-20E. A dosis de 102, 103 y 104
ufc/pez, la recuperacion de la cepa inoculada en la experiencia solo fue
posible para las cepas 187/95, 2566/83, F4319 y OR-1.
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4.2.1.2.- RESULTADOS ANATOMOPATOLOGICOS E INMUNO-
HISTOQUIMICOS

Desde el punto de vista anatomopatolégico las lesiones que se
observan en todas las doradas de las experiencias de inoculacién con
las cepas 2566/83, OR-1, 187/95, 1967/82, C34, X1 y F4319 para la
determinacion de sus DLso, se corresponden a procesos inflamatorios
granulomatosos de tipo local en donde predominan las células de tipo
mononuclear (macrofagos y linfocitos), linfoblastos y células

polimorfonucleares en los tejidos que a continuaciéon detallamos.

En dichas experiencias las lesiones se localizan
fundamentalmente en el mesenterio en forma de peritonitis
granulomatosa (Figura 12) en todos los ejemplares, aunque también se
han podido observar lesiones inflamatorias focales en higado, asi como
nefritis granulomatosa en rifién (Figura 13) y ligera esplenitis
granulomatosa. En todos estos casos, la técnica inmunohistoquimica
demostro6 la asociacion entre las lesiones observadas y la presencia de

bacterias en estos tejidos.

4.2.2.- EVALUACION DE LA INFECCION CRONICA

En ninguna de las tres experiencias de inoculacién experimental
para determinar la patogenicidad a largo plazo (3 meses) de la infeccion
por Hafnia alvei con las cepas 2566/83, 187/95 y C34, se produjeron
muertes entre los animales sujetos a estudio. Asimismo, tampoco se

observé la aparicion de sintomatologia clinica evidente en los grupos de
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peces inoculados una, dos y tres veces con las diferentes cepas de

Hafnia alvei probadas en esta experiencia.

Igual que ocurri6 en la experiencia de determinacion de la DLso,
so6lo se apreci6 el oscurecimiento de los peces 2 6 3 dias postinoculacién,
siendo al igual que en el caso anterior debido al estrés producido por la

manipulacion de los animales en las etapas previas.

Finalizada la experiencia y sacrificados todos los peces mediante
sobredosis anestésica realizamos su estudio microbiologico,

anatomopatolégico e inmunohistoquimico.

4.2.2.1.- RESULTADOS MICROBIOLOGICOS

En las tres experiencias de inoculacion realizadas en esta fase,
indistintamente con cada una de las cepas de Hafnia alvei probadas se
recuperaron de todos los peces y en todos los tiempos de muestreo (uno,
dos y tres meses) las cepas inoculadas, en cultivo puro, a partir de rinén
e higado, asi como en el bazo pero en menor medida, identificandose
como Hafnia alvei mediante metodologia clasica de pruebas bioquimicas
(REAL y cols., 1997) y el sistema API 20-E, excepto en la experiencia
realizada con la cepa C34, en la que no se logro el aislamiento de la cepa
inoculada en el segundo y tercer muestreos realizados a los 60 y 90 dias
respectivamente de iniciada la experiencia en el lote de peces inoculados
una sola vez al inicio de la misma. Por el contrario, en los lotes de peces

inoculados con esa cepa C34 dos y tres veces segun el protocolo de
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infeccion experimental, si fue posible el aislamiento de la cepa en cultivo
puro a partir de riiéon. En las experiencias con las cepas 187/95 y
2566/83 se recupero la bacteria en todos los lotes y en los tres tiempos
de muestreo (a los 30, 60 y 90 dias de iniciada la experiencia,

respectivamente).

4.2.2.2.- RESULTADOS ANATOMOPATOLOGICOS E INMUNO-
HISTOQUIMICOS

Experiencia de inoculacion con la cepa 187/95

Debido a que los resultados obtenidos son bastante diferentes
con cada cepa utilizada, expondremos los datos obtenidos para cada

una de ellas.

a) Inoculados una sola vez al inicio de la experiencia

En el primer muestreo (a los 30 dias) se observa una intensa
reacciéon inflamatoria granulomatosa en peritoneo, asi como pequenos
focos inflamatorios en parénquima hepatico caracterizados por la
presencia de macrofagos y linfocitos. En rifiébn medio se observan
centros melano-macréfagicos fagocitando bacterias. Con la técnica

inmunohistoquimica se detectan abundantes bacterias intracelulares.

Treinta dias después, en el segundo muestreo, la reaccion
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inflamatoria es mucho menor que en los peces sacrificados a los 30
dias, observandose pequenos focos inflamatorios granulomatosos en
los margenes del higado y en el mesenterio. En rifién la presencia de
centros melanomacrofagicos positivos a la inmunohistoquimica es
menos marcada. En la técnica inmunohistoquimica se detectan

abundantes bacterias intracelulares.

En el altimo muestreo realizado (90 dias) la intensidad de las
lesiones es similar a la observada en los peces sacrificados a los dos
meses, observandose focos inflamatorios granulomatosos en los
margenes del higado y en el peritoneo, asi como centros
melanomacrofagicos en rin6n medio positivos a la técnica de
inmunohistoquimica demostrandose por lo tanto la presencia de la
bacteria en el organismo tras 3 meses de producida la infecciéon

experimental.

b) Inoculados dos veces, al inicio y a los 15 dias de comenzada

la experiencia

Tras los primeros 30 dias de iniciada la infeccion experimental,
en este grupo de peces inoculados se observan abundantes focos
inflamatorios granulomatosos en el higado y peritoneo positivos a la
técnica inmunohistoquimica (Figura 14), asi como centros

melanomacrofagicos marcados en rinén medio.

A los 60 dias de iniciada la experiencia de inoculacion las
lesiones observadas son semejantes a las del primer muestreo,

detectandose reaccion inflamatoria granulomatosa en peritoneo,
111

ion realizada por ULPEC, Biblinteca Universitaria, 2006

ios autores. Digitali

©Del



Resultados

higado y riidén anterior con presencia de abundantes bacterias
intracelulares detectadas por la técnica inmunohistoquimica (Figura
15).

Tras 3 meses de iniciada la experiencia se detecta una intensa
reaccion inflamatoria granulomatosa, con presencia de granulomas, en
peritoneo e higado, siendo positivos a la técnica inmunohistoquimica.
En rin6én medio, la presencia de inflamacion granulomatosa no es tan

intensa como en peritoneo e higado.

¢) Inoculados tres veces, al inicio, 4° y 8° dia de comenzada la

experiencia.

En los peces sacrificados a los 30 dias de iniciada esta
experiencia se observa una reaccion inflamatoria granulomatosa muy
intensa en peritoneo (Figura 16), higado y rinén medio con gran
presencia de bacterias intracelulares. En rifién medio se observan
abundantes centros melanomacrofagicos positivos a la técnica

inmunohistoquimica.

30 dias mas tarde los hallazgos son similares a los encontrados
en los peces sacrificados anteriormente, con presencia de granulomas

con bacterias en su centro.

A los 90 dias del comienzo de la experiencia se mantiene esa
reaccion inflamatoria granulomatosa muy intensa, con presencia de

granulomas, localizada en higado (Figura 17), mesenterio y rifién
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medio, con importante presencia bacteriana detectada por la técnica

inmunohistoquimica (Figura 18}).
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Resultados
Tabla 15.- Resumen de los resultados microbiolégicos,

anatomopatologicos e inmunohistoquimicos de los peces de la
experiencia de infeccién cronica con la cepa 187/95 de Hafnia alvei.

MUESTREO (=) PECES INOCULADOS
1 VEZ 2VECES 3 VECES

30 DIAS MP,H,R ™ MP,H,R ™M1 MPH,R TT11
IMC ++ IMC ++ IMC +++
AISLAM + AISLAM + AISLAM +

60 DIAS MP,H,R T MP,H,R ™11 MP,H,R T111
IMC ++ IMC ++ IMC +++
AISLAM + AISLAM + AISLAM +

90 DIAS MP,H,R ™ MP,H ™1 RT™ MP,H,R ™11
IMC ++ IMC ++ IMC +++
AISLAM + AISLAM + AISLAM +

-(a) Tiempo en que se realiz6 cada muestreo (en dias postinoculacién)
- MP Reaccién inflamatoria en mesenterio y/o peritoneo
-H Reaccién inflamatoria en higado
-R Reaccion inflamatoria en rifién
- Intensidad de la reaccion:
T muy ligera 171 ligera 1171 intensa 1111 muy intensa

- IMC Resultado de la técnica inmunochitoquimica
- Intensidad de la respuesta:
+ligera ++ intensa +++ muy intensa

- AISLAM Aislamiento de la cepa de H. alvei probada en los peces de la
experiencia
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Experiencia de inoculaciéon con la cepa 2566/83

a) Inoculados una sola vez al inicio de la experiencia

Por lo general, en los peces inoculados con la cepa 2566 /83, en
el primer muestreo encontramos las mismas lesiones que en los peces
inoculados con la cepa 187/95, si bien la reaccion inflamatoria es

menos marcada.

A los 60 dias postinoculacion hay menor reaccion inflamatoria
que en los animales sacrificados a los 30 dias, siendo las lesiones
encontradas similares a las observadas en los animales pertenecientes

a la cepa 187 /95 aunque de menor intensidad.

En el ultimo muestreo, las lesiones encontradas son similares a

las halladas en la cepa 187 /95 aunque de menor intensidad.
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b) Inoculados dos veces, al inicio y a los 15 dias de comenzada

la experiencia

A los 30 dias de iniciada la experiencia, el peritoneo apenas
presenta reaccion inflamatoria, siendo muy pocos los macréfagos con
bacterias que se llegan a apreciar con la técnica inmunohistoquimica.
La reaccion inflamatoria presente en el higado es menor que la que se

apreciaba en la cepa 187/95.

A los 60 dias postinoculacion las lesiones encontradas se
limitan a unos pocos focos de inflamacién granulomatosa localizados
en el mesenterio, higado y rifién positivos a la técnica

inmunohistoquimica.

En el ultimo muestreo realizado (90 dias postinoculacién) se
observa una ligera inflamacién granulomatosa en peritoneo, higado y
rifion medio (Figura 19). Todas estas lesiones son positivas a la técnica

inmunohistoquimica.
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¢) Inoculados tres veces, al inicio, 4° y 8° dia de comenzada la

experiencia

A los 30 dias de comenzada esta experiencia de inoculacion
experimental con Hafnia alvei con la cepa 2566/83, las lesiones son
muy similares, aunque ligeramente inferiores, a las observadas en la

cepa 187/95 en el mismo tiempo de muestreo.

A los 60 dias se observan pocas lesiones y apenas se detectan

bacterias con la técnica de inmunohistoquimica.
Al final de la experiencia (90 dias) observamos una ligera

reaccion inflamatoria granulomatosa positiva a la

inmunohistoquimica.
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Tabla 16.- Resumen de los resultados microbiolégicos,
anatomopatologicos e inmunohistoquimicos de los peces de la
experiencia de infecciéon cronica con la cepa 2566/83 de Hafnia
alvei.

MUESTREOQ () PECES INOCULADOS
1 VEZ 2VECES 3 VECES
30 DIAS MP,H,R ™ MP,H,R T MP,H,R ™1
IMC + IMC + IMC ++
AISLAM + AISLAM + AISLAM +
60 DIAS MPH,R T MP,H,R T MP,H,R T
IMC + IMC ++ IMC +
AISLAM + AISLAM + AISLAM +
90 DIAS MP,HR T MP,H,R ™ MP,H,R ™1
IMC + IMC ++ IMC +
AISLAM + AISLAM + AISLAM +

-(a) Tiempo en que se realizé6 cada muestreo (en dias postinoculacién).
- MP Reaccion inflamatoria en mesenterio y/o peritoneo
-H Reaccion inflamatoria en higado
-R Reaccion inflamatoria en rifién
- Intensidad de la reaccion:
T muy ligera 11 ligera 111 intensa ™M1 muy intensa

- IMC Resultado de la técnica inmunochitoquimica
- Intensidad de la respuesta:
tligera ++ intensa +++ muy intensa

- AISLAM Aislamiento de la cepa de H. alvei probada en los peces de la
experiencia.
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Experiencia de inoculacion con la cepa C34

a) Inoculados una sola vez al inicio de la experiencia

En los animales sacrificados a los 30 dias la reaccion
inflamatoria se localiza preferentemente en peritoneo e higado, siendo
predominantemente de tipo polimorfonuclear, aunque también se
observan abundantes macréfagos. Con la técnica inmunohistoquimica

apenas se detecta la presencia de bacterias.

En los peces sacrificados a los 60 dias observamos algunos
focos inflamatorios granulomatosos en los margenes del higado y en el
peritoneo, con predominio de polimorfonucleares sobre macrofagos,
sin que se hayan detectado bacterias con la técnica

inmunohistoquimica (Figura 20).

En el ultimo muestro realizado, a los 90 dias postinoculacion,
unicamente se observa un ligero infiltrado polimorfonuclear en el
peritoneo y en los margenes del higado, siendo negativos a la técnica
inmunohistoquimica para la detecciéon de antigeno bacteriano de

Hafnia alvei.
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b) Inoculados dos veces, al inicio y a los 15 dias de comenzada

la experiencia

En los animales sacrificados a los 30 dias observamos una
ligera reaccion inflamatoria granulomatosa en el peritoneo y en los
margenes del higado donde predominan los macréfagos sobre los
polimorfonucleares. Con la técnica inmunohistoquimica observamos

que el numero de bacterias intracelulares es escaso.

A los 60 dias de iniciada la experiencia de inoculacion se
aprecia poca reaccion inflamatoria en el peritoneo, con predominio de
macroéfagos y polimorfonucleares. Con la técnica inmunohistoquimica

apenas se detectan bacterias intracelulares.
En los peces de esta experiencia sacrificados a los 90 dias

observamos poca reaccioén inflamatoria y escasa presencia de bacterias

detectadas por inmunohistoquimica.
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c) Inoculados tres veces, al inicio, 4° y 8° dia de comenzada la

experiencia

En los peces analizados en el primer muestreo se observan
pequenos focos de inflamacion granulomatosa en higado y en
peritoneo si bien la presencia de bacterias por medio de la
inmunohistoquimica es escasa. En uno de los animales se aprecio

necrosis del tejido adiposo.

A los 60 dias de iniciada esta experiencia con la cepa C34 se
observa una ligera reaccion inflamatoria granulomatosa en higado y
peritoneo con escasa presencia de bacterias segin la técnica de

inmunohistoquimica
A los 90 dias se observa una ligera reaccion inflamatoria

granulomatosa en mesenterio. Con la técnica inmunohistoquimica se

detectan bacterias intracelulares.
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Tabla 17.- Resumen de los resultados microbiologicos,
anatomopatologicos e inmunohistoquimicos de los peces de Ia
experiencia de infeccion cronica con la cepa C34 de Hafnia alvei.

MUESTREO ® PECES INOCULADOS
1 VEZ 2VECES 3 VECES
30 DIAS MP, HT? MP,H 11 MP,H 11
IMC + IMC + IMC +
. AISLAM + AISLAM + AISLAM +
60 DIAS MPH 1 MP,H,T MP,H T
IMC - IMC + IMC +
AISLAM - AISLAM + AISLAM +
90 DIAS HT MPH T MP ™
IMC - IMC + IMC +
AISLAM - AISLAM + AISLAM +

-(a) Tiempo en que se realiz6 cada muestreo (en dias postinoculacioén).
- MP Reacciéon inflamatoria en mesenterio y/o peritoneo
-H Reaccion inflamatoria en higado
-R Reaccién inflamatoria en rifion
- Intensidad de la reaccién:
T muy ligera 71 ligera 111 intensa 111 muy intensa

- IMC Resultado de la técnica inmunochitoquimica
- Intensidad de la respuesta:
tligera ++ intensa +++ muy intensa

- AISLAM Aislamiento de la cepa de H.alvei probada en los peces de la
experiencia
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Figura 16.- Peritonitis con presencia de granulomas 20x. Hematoxilina-
Eosina

Figura 17.- Focos localizados de hepatitis y presencia de granulomas 20x.
Hematoxilina-Eosina
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Figura 19.- Inflamacién granulomatosa en riiion 20x. Hematoxilina-Eosina
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Discusién
5.1.- MECANISHOS DE VIRULENCIA DE FAFNA ALVEL “IN VITRCO”

En el estudio realizado hemos comprobado como ninguna de las
23 cepas analizadas mediante la prueba del PCR fue positiva a la
presencia del gen eae, al igual que ha ocurrido en todos aquellos
trabajos en los que se intent6 la identificaciéon del gen eae en cepas de
Hafnia alvei no aisladas en Bangladesh, como en el estudio de C.
SERAL y cols. (2001) en Aragén (Espafia) donde analizaron 102 cepas
de Hafnia alvei aisladas de pacientes humanos que presentaban
diarrea, aunque entonces aun no estaba claro que fuera este gen el
responsable del incremento de la virulencia en las cepas de Hafnia
alvei que lo poseian. Tampoco se logré demostrar la presencia del gen
en aislamientos de Finlandia, Canada y Suecia (RIDELL y cols., 1995;

ISMAILI y cols., 1996).

Sin embargo, se ha puesto de manifiesto la lesién caracteristica
de cepas enterohemorragicas de E. coli y su relacion con diferentes
cepas de Hafnia alvei aisladas en Bangladesh, y con similar
consecuencia patogénica, cuyo origen eran cuadros diarreicos
humanos (ALBERT y cols., 1991 y 1992). La relacion entre ambos
patoégenos se encontro en la presencia del gen eae en todas las cepas
estudiadas. Pero la identificacion de las cepas de Hafnia alvei se
realiz6 entonces de forma exclusiva mediante pruebas bioquimicas

convencionales y mediante el sistema API 20E.

Trabajos posteriores (RIDELL y cols., 1995; ISMAILI y cols., 1996)
demostraban la existencia del gen eae en las cepas analizadas por MJ.

ALBERT (1991 y 1992), estableciéndose una correlacion positiva entre
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las cepas de Hafnia alvei productoras de lesiones AE (del ingles
attaching and effacing) con la presencia de dicho gen, si bien, no se
lograban identificar otras cepas de Hafnia alvei fuera de Bangladesh
que tuvieran el gen eae, a la vez que se detectaban bajas homologias
entre las secuencias ribosémicas parciales de la subunidad 16S entre
cepas de Hafnia alvei positivas y negativas a la presencia del gen eae,
cuestionandose por entoncés la correcta posicion taxonémica de las

cepas de Hafnia alvei “eae positivas”.

A finales de 1999, JM. JANDA en colaboracién con MJ. ALBERT
analizaron 5 cepas de Hafnia alvei productoras de diarrea con la
presencia del gen eae, de aquellas aisladas por MJ. ALBERT en
Bangladesh mediante el estudio de proteinas de membrana, lisis por
un fago especifico de Hafnia alvei (1672 ATCC) y susceptibilidad a la
cefalotina. Llegaron a la conclusion de que estas cepas estaban mas
cercanas a Escherichia coli que a Hafnia alvei, a pesar de diferenciarse
estas a las cepas tipicas de E. coli en su incapacidad de producir acido
a partir de la lactosa y el D-sorbitol, no sintetizar la enzima B-D-
glucoronidasa y no poseer otros factores de virulencia vinculados a las

cepas enterohemorragicas de E.coli.

Pero un analisis de las caracteristicas fenotipicas y genotipicas
del Género Hafnia, comparando 73 cepas de Hafnia alvei con 5 de las
cepas aisladas por MJ. ALBERT (1991 y 1992) en Bangladesh e
identificadas en su momento como Hafnia alvei (JANDA y cols., 2002)
ha corroborado la correcta posicion taxonémica dentro del Género
Escherichia de las cepas de Hafnia alvei positivas al gen eae aisladas

en Bangladesh. No obstante, estos estudios continuian, y asi, en el
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trabajo de R. ESERSTAM y cols. (2002) en el que analizan la estructura
de los lipopolisacaridos O de las cepas de Bangladesh, hay claras
diferencias con las cepas de Escherichia coliy Hafnia alvei en cuanto a
su estructura. También realizaron estudios de hibridacion, sugiriendo
que los aislamientos de Bangladesh requeririan de la designacion de

una nueva especie dentro del Género Escherichia.

Por todo lo expuesto, y a pesar de que hoy en dia se sigue
intentando aclarar la posicion taxondémica de las cepas aisladas en
Bangladesh (ALBERT y cols., 1991 y 1992}, los trabajos de este Gltimo
ano, unido al hecho de que nunca se hayan identificado cepas de
Hafnia alvei con la presencia del gen eae fuera de los aislamientos de
Bangladesh a comienzos de la década de los "90, ni en nuestro estudio
ni en ningun otro, y atendiendo al hecho de que todas nuestras cepas
fueron debidamente identificadas como H. alvei mediante el fago ATCC
1672 (GUINEE y VALKENBURG, 1968) deja absolutamente en duda la
posicién real de las cepas aisladas en Bangladesh dentro del Género
Hafnia, e invita a la realizacion de estudios posteriores que clarifiquen
tal cuestion, como el realizado recientemente por G. HUYS y cols.
(2003) proponiendo el nombre de Escherichia albertii para las cepas

sorbitol y lactosa negativas aisladas en Bangladesh por MJ. ALBERT.

Nuestro estudio ha corroborado que el 100% de las cepas
analizadas de Hafnia alvei son productoras de algun tipo de sideréforo,
hecho confirmado con anterioridad en los trabajos de R. PODSCHUN y
cols. (2001), asi como R. REISSBRODT y cols. (1990). R. PODSCHUN y
cols. (2001) analizaron un total de 70 cepas de Hafnia alvei, siendo el
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100% de las mismas productoras de algin tipo de sideroforo mediante

la misma metodologia empleada en nuestro estudio.

En el estudio realizado por R. REISSBRODT y cols. (1990) se
analizaron un total de 11 cepas de Hafnia alvei, determinandose que
la ferrioxamina era producida por el 100% de las cepas analizadas,

con un predominio de la ferrioxamina G sobre la E.

El hecho de la no produccion de aerobactina ni enterobactina
por parte de las cepas de Hafnia alvei analizadas en nuestro estudio
no es ni mucho menos un resultado inusual ya que otros autores a
pesar de lograr aislar estos sideroforos en cepas de Hafnia alvei, su
frecuencia fue siempre muy baja. Asi, en el estudio de R. PODSCHUN y
cols. (2001), del total de las 70 cepas investigadas, s6lo una cepa
(1.4% del total analizado) sintetizaba la enterobactina, mientras que la
aerobactina no se detecté en las cepas analizadas. JL. MARTINEZ y cols.
(1987) demostraron que en bacterias Gram negativas de los Géneros
Enterobacter y Shigella la frecuencia en la producciéon de aerobactina
era superior al 50%, mientras que en Géneros como Proteus, Yersinia,
Serratia, Salmonella, Citrobacter, Klebsiella y Escherichia dicha
frecuencia era inferior al 50%. La unica cepa de Hafnia alvei analizada
en este estudio fue positiva a la produccion de aerobactina, pero
debido al escaso numero de cepas analizadas de esta especie,
logicamente no se le otorgaron porcentajes de frecuencia en la

produccion de este sideroforo.
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En el trabajo de JM. RUTZ y cols. (1991) también se detecta la
produccion de enterobactina en Hafnia alvei, pero con una frecuencia

muy baja, similar a la del trabajo de R. PODSCHUN y cols. (2001).

Una vez descartada la produccibn de aerobactina o
enterobactina en las cepas de H. alvei analizadas en nuestro estudio,
junto con el hecho de que todas ellas dieran un resultado positivo en
el medio universal de B. SCHWYN y JB. NEILANDS (1987) para la
deteccion de sideroforos, nos hace pensar que dicha reaccion pueda
estar producida por un sideréforo como la ferrioxamina, detectada en
cepas de Hafnia alvei con una frecuencia del 100% en trabajos
anteriores como el de R. REISSBRODT y cols. (1990). Sin embargo, este
tipo de sideréforo nunca se ha relacionado con un aumento en la
virulencia bacteriana, careciendo por tanto de valor en nuestro estudio
haberlo incorporado en nuestra metodologia de trabajo para describir
factores de virulencia en Hafnia alvei y su posible relacion con el
incremento de su patogenicidad en la dorada (Sparus aurata, L.) y

trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss).

Nuestras cepas de Hafnia alvei no han demostrado la capacidad
de hemolizar eritrocitos de dorada, trucha arcoiris u oveja. Dicha
capacidad hemolitica esta limitada (BONDARENKO y cols. 1983) a la
adquisiciéon por parte de Hafnia alvei del plasmido pIE 567 también
presente en Enterobacter aerogenes y Salmonella typhimurium que
codifica la sintesis de una a-hemolisina, por lo que no es posible la
correlacion entre mayor grado de patogenicidad de Hafnia alvei en

dorada y este factor de virulencia analizado.
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La fimbrias tipo I son un importante factor de virulencia que
facilita la adherencia bacteriana a las mucosas y se ha encontrado
involucrada en la patogénesis de infecciones relacionadas con el
aparato urinario causadas por E. coli (IWAHI y cols., 1983; MATSUMOTO
y cols., 1990; MIZUNOE y cols., 1997). Por otro lado, las fimbrias tipo III
facilitan la adhesion bacteriana a las células endoteliales, epitelio del
tracto respiratorio y células uroepiteliales. Aunque los estudios
realizados sobre la presencia de las fimbrias tipo I y tipo III en
enterobacterias son muy abundantes, los datos referidos a Hafnia
alvei se limitan al estudio que en el ano 2001 realizaron R. PODSCHUN
y colaboradores. Nuestros resultados son en valores absolutos
ligeramente inferiores a los obtenidos por R. PODSCHUN y cols. (2001)
ya que en su estudio la frecuencia de cepas de Hafnia alvei positivas a
la presencia del pili tipo I se situaba en el 59%, mientras en nuestro
estudio sélo encontramos un 39%. Respecto al pili tipo III, R.
PODSCHUN y cols. (2001) describieron una frecuencia de presentacion
del 50%, mientras que en nuestro estudio Unicamente detectamos la
presencia de este pili en el 26% de las cepas analizadas. Esta
diferencia podria estar influenciada por el origen de las cepas del
estudio de R. PODSCHUN y cols. ya que se obtuvieron exclusivamente
de aislamientos extraintestinales de Hajfnia alvei, mientras que en
nuestro estudio un 52% de las cepas analizadas tenian un origen
intestinal, ya sean provenientes de heces humanas, como de casos
clinicos de enteﬁtié humanas. Otra posible causa que pueda explicar
esta diferencia podria estar en el tamafo de la muestra, ya que el
estudio de R. PODSCHUN y cols. (2001) se realizo con 70 cepas, frente a

las 23 analizadas en el nuestro.
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En nuestro estudio, el porcentaje de cepas que han mostrado
poseer resistencia al efecto bactericida del suero de dorada a 25°C se
sitia en el 30.4%, resultado similar al obtenido por otros autores con
Hafnia alvei en otras especies animales, como R. PODSCHUN y cols.
(2001) con suero humano con un porcentaje de cepas resistentes del
34%, y S. JANKOWSKI y cols. (1996) en ganado vacuno con una
resistencia del 19%. Si bien, en este ultimo estudio la concentracion
final de suero empleada fue del 50% y no del 75% que es la mas
frecuente y la que usamos en nuestro estudio y en el realizado por R.

PODSCHUN y cols. (2001).

El nivel de resistencia mostrado por Hafnia alvei en dorada se
presenta inferior al observado en trucha arcoiris, pues frente a esta
ultima especie la resistencia se situé en el 43%. Dado que se ha
demostrado la correlacion entre efecto bactericida del suero con la
mayor viabilidad del proceso infectivo (ROANTREE y cols. 1960), la
dorada mostraria una mayor resistencia a la infeccién por Hafnia alvei
que la trucha arcoiris. Ya que en las experiencias de DLso en dorada
no se encontraron diferencias significativas de patogenicidad con las
diferentes cepas de Hafnia alvei empleadas en la experiencia,
mostrando todas las cepas empleadas una DLsp superior a 108
ufc/pez, estableceremos la comparacion entre virulencia de cada cepa
y resistencia al efecto bactericida de suero respecto a la experiencia de
infeccion cronica donde si encontramos diferencias significativas entre
las tres cepas analizadas. De estas, la que ha demostrado poseer un
mayor poder patogeno en dorada ha sido la cepa 187/95, siendo la
Unica de las tres que presenté resistencia al afecto bactericida del

suero de dorada. Ademas, es la cepa aislada de forma natural en
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nuestro Archipiélago (Tabla 1). Por el contrario, la cepa mas sensible
al suero de dorada, la cepa C34, fue la que demostré poseer un menor
poder patogeno en la experiencia de inoculacién experimental para
producir una infeccion cronica. La cepa 2566/83 mostro en nuestro
estudio una patogenicidad intermedia entre la 187/95 y la C34, y
presenté a su vez una resistencia al efecto bactericida del suero
intermedia entre las cepas 187/95 y C34. Existe, por tanto, una
elevada correlacion entre el dafio mostrado por cada cepa en la
infeccion cronica en dorada y su grado de virulencia representado por

la resistencia al efecto bactericida del suero de esta especie.

Estos resultados se corresponden con lo descrito por otros
autores que tras analizar la virulencia para peces frente a cepas de
distintas especies, encuentran que aquellas con mayor poder patégeno
se corresponden a su vez con las que poseen una mayor resistencia al
efecto bactericida del suero. En el estudio de RL. DAVIES (1991) se
analiz6 la virulencia de cepas de Yersinia ruckeri en trucha arcoiris,
demostrandose que las cepas virulentas en experiencias de
inoculacion se correspondian con aquellas que en experiencias “in

vitro”, mostraban una mayor resistencia al efecto bactericida del suero
>

de trucha arcoiris.
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5.2.- COMPARACION DE LA PATOGENICIDAD DE HAFNIA ALVET
EN LA ACUICULTURA MARINA ¥ CONTINENTAL

La dorada (Sparus aurata, L.) como especie marina es muy
susceptible frente a diferentes enfermedades causadas por patogenos
como Photobacterium damselae subespecie piscicida (TORANZO y cols.,
1991; BAPTISTA y cols., 1996; REAL y cols., 1997), Aeromonas
salmonicida (REAL y cols., 1994) y Vibrio spp. (BALEBONA y cols. 1998).

Por otro lado, la actividad patégena de Hafnia alvei en el curso
de infecciones naturales en peces continentales es cada vez mas
relevante. I. GELEV y cols. (1990) describieron un brote epizoético de
septicemia hemorragica en trucha arcoiris. Dos aflos mas tarde,
TESHIMA y cols. (1992) describieron otro brote septicémico, pero esta
vez en salmon rojo (Oncorhynchus masou). En pez gato (Ictalurus
punctatus), Hafnia alvei es considerada un patégeno emergente que

cada dia cobra mayor importancia (GOODWIN y KILLIAN, 1998).

En infecciones experimentales, Hafnia alvei también ha
demostrado ser un agente patogeno oportunista frente a peces de
aguas continentales como la trucha comun (Salmo trutta, L.)
(RODRIGUEZ y cols., 1998) y pez gato (Ictalarus punctatus) (GOODWIN y
KILLIAN, 1998). En pez gato (Ictalurus punctatus), Hafnia alvei es letal a
una dosis por inmersion o via intraperitoneal de 107 ufc/ml y 107
ufc/pez, respectivamente, entre las 24 y 48 horas postinoculacion
(GOODWIN y KILLIAN, 1998). Ademas, se ha comprobado también la
enorme susceptibilidad de la trucha comun (Salmo trutta, L.), a la

infeccién (RODRIGUEZ y cols., 1998; ACOSTA y cols., 2002), e incluso, la
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enorme variabilidad que muestran las distintas cepas de Hafnia alvei
en cuanto a su virulencia establecida por la determinacion de la DLso
en esta especie, mediante inoculacién intraperitoneal (RODRIGUEZ y
cols., 1998). Uno de los principales objetivos de nuestro estudio, una
vez conocida la susceptibilidad a la infeccion por Hafnia alvei de
especies continentales como trucha arcoiris, salmoén rojo, trucha
comun y pez gato, era saber si especies de aguas marinas como la
dorada, eran o no susceptibles a la infecciéon de curso agudo o crénico
por Hafnia alvei, y como hemos demostrado, la dorada es muy poco o
no es sensible a la infeccion aguda. En la Tabla 18 observamos la
comparacion de las DLsp entre nuestra experiencia de inoculacién con
Hafnia alvei en dorada, y las realizadas por L.A. RODRIGUEZ y cols.
(1998) y F. ACOSTA y cols. (2002)* en trucha comun con las mismas
cepas.

Tabla 18.- Compmmcién de las DLso de diferentes cepas de Hafnia alvei
en dlomdlax y trucha c comiin.

CEPA

187/95

1967/82
2566/ 83*

L.A. RODRIGUEZ y cols. (1998)
F. ACosTA y cols. (2002)*
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Observamos en dicha Tabla 18, que exiéte una clara diferencia
entre la susceptibilidad de la dorada y trucha comun a la infeccién de
curso agudo por Hafnia alvei, pues la primera se comporta como una
especie poco receptiva y no sensible a enfermar, pues en ningun caso
los peces infectados mostraron alguno de los sintomas anteriormente
descritos en peces de aguas continentales como trucha arcoiris,
salmén rojo y pez gato. Como vemos, para el caso de la trucha comun
existen cepas con distintos grados de virulencia, siendo la cepa
1967/82 con una DLsp de 1.05 x 103 ufc/pez la mas virulenta, frente a
la cepa C34, que con una DLso de 7.4 x 108 es considerada segun el
baremo de OP. DAILY y cols. (1981) como una cepa avirulenta. Mientras
tanto, en el caso de la dorada no hemos encontrado diferencias de las
distintas cepas probadas en el nivel de virulencia de las mismas, referido

a sus valores de dosis letal 50 tras la inoculacién via intraperitoneal.

La patogenicidad de otras cepas de Hafnia alvei no empleadas en
nuestra experiencia de inoculacion, ha sido analizada en trucha comun

por CS. GALLARDO y cols. (2001), cuyas DLs; se muestran en la Tabla 19.

Tabla 19.- Resultades de las Dlso en trucha comin con otras cepas
de nuestra coleceidn.

CEPA DLso EN TRUCHA COMUN |

 13x108
B [

ATCC 9760

3x 107

LM 25/65 R 6.5 x 107
LM 7/67 e
' ~ CS.
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Tal y como se observa, estas cepas no mostraron capacidad
patogena en trucha comun, por lo que para la inoculacién de Hafnia
alvei en dorada seleccionamos aquellas que habian mostrado mayor

grado de patogenicidad en trucha comun.

Al contrario de lo ocurrido en la experiencia de infeccién crénica
realizada por C. TESHIMA y cols. (1992) con salmoén rojo (Oncorhynchus
masou) no detectamos sintomatologia clinica evidente en las doradas
inoculadas, salvo el ligero oscurecimiento del pez, siendo esto ultimo
achacable al estrés ya que los grupos controles presentaron este
mismo signo clinico. Dada la enorme resistencia mostrada por la dorada
a la infeccion de curso agudo con Hafnia alvei en la que tampoco
evidenciamos signos clinicos algunos, era de esperar que sucediera algo
similar en el curso de la infeccion cronica. En la experiencia realizada
por C. TESHIMA y cols. (1992) la sintomatologia clinica aparecia ya desde
el dia 12 postinoculacion en el grupo inoculado 3 veces a intervalos de 4
dias y en un 36% de ellos los signos fueron evidentes tras 26 dias

postinoculacion.

El resto de sintomatologia clinica descrita por C. TESHIMA y
colaboradores como abdomen distendido y natacion erratica no fue
detectada durante los meses que dur6 nuestra experiencia. Tampoco
encontramos las lesiones renales descritas por C. TESHIMA y
colaboradores en salmén rojo (focos blanco-grisaceos prominentes en

la cara ventral del rifion).

A pesar de no presentar sintomatologia alguna de enfermedad, la

infeccién experimental demostré la capacidad de Hafnia alvei para
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persistir en el organismo en un posible estado de portador, ya que tras 3
meses de producida la infeccién en todas las experiencias se logré aislar
la cepa inoculada, excepto en la realizada con la cepa C34, en la que no
se logro el aislamiento en el segundo y tercer muestreos realizados a los
60 y 90 dias respectivamente de iniciada la experiencia en el lote de

peces inoculados una sola vez al inicio de la misma.

En las experiencias con las cepas 187/95 y 2566/83, asi como la
C34 con dos y tres inoculaciones, si fue posible el aislamiento de la cepa
en cultivo puro a partir de rifién e higado. El estudio realizado por C.
TESHIMA y cols. (1992) se limitaba al analisis de la patogenicidad renal
de Hafnia alvei en salmoén rojo, detectandose en rinén la cepa inoculada
varios meses después de realizada la inoculacion experimental. En
nuestro caso, hemos detectado la presencia de la cepa inoculada en
otros tejidos como higado y bazo, demostrandose a su vez mediante la
técnica inmunohistoquimica la correlaciéon entre lesiones producidas y
presencia de bacteria en dicho tejido (Tablas 15 a 17. Figuras 15 a 21).
Sin embargo, queda por dilucidar si la inoculacion de este patégeno por
otras vias diferentes a la intraperitoneal suponen un efecto similar

respecto a la permanencia del agente en tejidos de la dorada.

Con respecto a la diferente patogenicidad mostrada por las 3
cepas inoculadas para determinar el grado de susceptibilidad frente a
una infeccion créonica, hay que senalar que ha sido la cepa 187/95 la
que ha producido un mayor numero de lesiones de tipo inflamatorio
en los animales inoculados, siendo las mismas desde intensas a muy
intensas en los animales inoculados dos y tres veces, e inflamaciones

intensas a ligeras en los animales inoculados una sola vez al inicio de
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la experiencia. Las lesiones inducidas tras la inoculaciéon de la cepa
2566/83 fueron de menor intensidad que con la cepa 187/95,
mientras que la cepa C34 ha sido la menos patégena para la dorada
en la infeccion de curso cronico con Hafnia alvei, presentando los

peces inoculados lesiones inflamatorias de intensidad ligera.

En peces de aguas continentales la infeccién por Hafnia alvei
produce una serie de lesiones renales muy semejantes a las causadas
por Renibacterium  salmoninarum (TESHIMA y cols., 1992).
Macroscéopicamente se caracterizan por la aparicion de una serie de
foranculos blanco-grisaceos en rinén. La apariencia histopatolégica de
las ‘lesiones producidas por Renibacterium salmoninarum es también
similar a las lesiones tipo III detectadas en la experiencia de C.
TESHIMA y colaboradores (1992). En nuestras experiencias no hemos
encontrado ninguna de esas lesiones descritas por otros autores, si
bien, estuvieron presentes otras lesiones tales como inflamaciones

granulomatosas en peritoneo, higado y rifién, y hepatitis focal.

5.3.- RELACION ENTRE LOS NIVELES DE VIRULENCIA MEDIDOS
- Y LOS VALORES DE PATOGENICIDAD DE HAFNIA ALVEI

En la Tabla 20 observamos a modo comparativo la frecuencia de
expresion de factores de virulencia observados en las cepas de Hafnia
alvei de nuestro estudio y las cepas de Hafnia alvei del trabajo realizado
por R. PODSCHUN y cols. {2001), y su relacion con otras especies de la

familia Enterobacteriaceae.
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Tabla 20.- Comparacién de la frecuencia de presentacidén de factores de
virulencia {en porcentaje] detectados en cepas de H. alvel empleadas en
nuestro estudio y las analizadas por R. Popscuun, incluyemde distintas
especie de la Familia Bnierobacteriaceas.

Hafnia Hafnia Serratia Enterobacter Klebsiella
alvei alvei* marcescens® cloacae* pneumoniae *

GEN EAE 0 ND ND ND ND

SIDERGFOROS 100 100 100 100 99.5
ENTEROBACTINA () 1.4 100 100 99
AEROBACTINA 0 0 8.6 92 5.3
HEMOLISIS 0 ND ND ND ND
MSHA 39 59 46 890 86
MRHA 26 50 29 50 70
RESISTENCIA 30 34 26 92 25

SUERO

ND.- Factor de virulencia no analizado
* PODSCHUN y cols. (2001)

La baja expresion de factores de virulencia mostrada por las
cepas de Hafnia alvei utilizadas en nuestro estudio, en relaciéon a otras
especies bacterianas de la Familia Enterobacteriaceae como Serratia
marcescens, Enterobacter cloacae y Klebsiella pneumoniae coincide con
trabajos anteriores como el realizado por R. PODSCHUN y colaboradores
(2001). En dicho estudio las cepas de Hafnia alvei analizadas
muestran una expresion de factores de virulencia mucho mas baja que
otras especies de gran importancia en la clinica humana como
Klebsiella pneumoniae y Enterobacter cloacae. Su comportamiento es
mas similar al de S. marcescens que posee una limitada expresion de

estos factores.

Observamos que las grandes diferencias respecto a Klebsiella

pneumoniae y Enterobacter cloacae se producen a nivel de la expresion
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de enterobactina y aerobactina, donde Hafnia alvei presenta una
frecuencia muy baja (cercanas al 0%) frente a frecuencias cercanas al
100% de Klebsiella pneumoniae y Enterobacter cloacae. Por el contrario,
Hafnia alvei presenta frecuencias de expresion de factores de virulencia
similar a Serratia marcescens, cuya importancia clinica es mucho menor
que K. pneumoniae y E. cloacae. En el estudio de R. PODSCHUN y cols:
(2001) se sugiere que la baja patogenicidad mostrada por Hafnia alvei se
debe en gran medida a la baja expresion de factores de virulencia

investigados en su trabajo.

En la Tabla 21 observamos un resumen de los factores de
virulencia -encontrados en las cepas de Hafnia alvei utilizadas en la

experiencia de infeccién cronica en dorada.

Tabla 21.- Factores de virulencia analizades en las cepas empleadas en la
experiencia de infeccidon créomica

" PATOGENICIDAD r ++ T

GEN EAE - - -
ENTEROBACTINA - - -
AEROBACTINA - - -
HEMOLISIS - - -
MSHA - . .

MRHA - - -
RESISTENCIA SUERO ++ + -

Patogenicidad mostrada Resistencia al suero
+++ Alta patogenicidad ++ Resistente
++ Mediana patogenicidad + Sensibilidad moderada
+ Baja patogenicidad - Sensible

Como observamos en la Tabla 21, la inica relaciéon posible entre

el grado de patogenicidad para la dorada y la expresion de factores de
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virulencia de una cepa se establece en la mayor o menor resistencia al
efecto bactericida del suero de dorada que poseen las cepas de nuestro
estudio. Si bien no podemos descartar la existencia de otros factores de
virulencia, no analizados en nuestro estudio, como el tipo de antigeno
somatico y el antigeno flagelar que puedan contribuir a la mayor

patogenicidad de Hafnia alvei en dorada u otras especies animales.

La relaciéon entre una mayor resistencia al efecto bactericida del
suero mostrada por una cepa y la mayor patogenicidad que deriva de
este hecho, se establece por medio de experiencias de inoculacion
como la DLso donde se analiza el efecto de una cepa de forma aguda.
En nuestras experiencias de inoculacion, hemos observado que los
peces se protegen mejor frente al curso de la infeccion aguda con
Hafnia alvei, mientras que la bacteria es capaz de permanecer durante
3 meses en diferentes tejidos de la dorada. De ahi que nosotros
encontremos mayor relacion entre el aumento de resistencia al efecto
bactericida del suero de dorada y aumento de la virulencia de la cepa
referida a una infeccidén cronica. Por ello, no hemos encontrado alguna
relacion posible entre expresion de factores de virulencia de una cepa,

y sus consecuencias patogénicas en el curso de la infeccion aguda.

Hemos demostrado que Hafnia alvei es capaz de persistir en los
tejidos de la dorada un minimo de 3 meses independientemente de la
cepa utilizada (187 /95, 2566/83 y C34) y sus niveles de resistencia al
efecto  bactericida del suero. Sin embargo, el estudio
inmunohistoquimico fue mas sensible con las cepas 187/95 y
2566/83 que con la cepa C34, correspondiéndose a su vez con el

mayor grado de resistencia mostrado por las dos primeras cepas al
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efecto bactericida del suero de dorada. No logramos aislar ni detectar
por inmunohistoquimica la cepa C34 en el lote de peces inoculados
una sola vez durante la experiencia de infeccién crénica, siendo por
. tanto la dorada capaz de eliminar dicha cepa de su organismo con mas

rapidez.
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Conclusiones

PRIMERA.- Ninguna de las cepas de Hafnia alvei utilizadas en nuestro
estudio posee alguno de los factores de virulencia enunciados a
continuacion: presencia del gen eae en su genoma, aerobactina,
enterobactina, hemolisis sobre hematies de dorada (Sparus aurata, L.)

y trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss).

SEGUNDA.- Todas las cepas de Hafnia alvei utilizadas en nuestro

estudio producen algin tipo de sideréforo.

TERCERA.- La presencia de las fimbrias tipo I, detectada por
hemaglutinaciéon de eritrocitos de cobaya sensibles a la manosa

ocurri6 en el 39% de las cepas estudiadas.

CUARTA.- La presencia de la fimbria tipo III, detectada mediante la
hemaglutinacion de hematies de cobaya resistente a la manosa

sucedi6 en el 26% de las cepas probadas.

QUINTA.- El nivel de resistencia mostrado por Hafnia alvei al efecto
bactericida del suero es menos frecuente en dorada (Sparus aurata, L.)
(30.4% de cepas resistentes a 25°C) que en trucha arcoiris

(Oncorhynchus mykiss) (43% de cepas resistentes a 25°C).
SEXTA.- Hafnia alvei ha demostrado ser una bacteria poco o nada

virulenta para la dorada (Sparus aurata, L.), presentando unos valores

de DLso superiores a 108 ufc/pez tras la inoculacion intraperitoneal.

146

ion realizada por ULPEC. Biblioteca Universitaria, 2006

ios autores. Digitali

© Del



Conclusiones

SEPTIMA.- La dorada (Sparus aurata, L.) es una especie muy
resistente a enfermar tras inducir un proceso crénico después de la
inoculacién de este patogeno, con independencia del naumero de dosis

de inoculacién recibidas y los intervalos de las mismas.

OCTAVA.- Las lesiones microscopicas originadas por esta bacteria en
los tejidos de doradas (Sparus aurata, L.) infectadas se caracterizan
por ser procesos inflamatorios de tipo local principalmente localizados

en peritoneo y mesenterio, higado, rifén y bazo.

NOVENA.- La dorada (Sparus aurata, L.) puede comportarse como una
especie portadora de Hafnia alvei en los lugares de cultivo durante un
periodo minimo de 3 meses, tras la inoculacion intraperitoneal del

patogeno.

DECIMA.- En todos los casos hemos encontrado una correspondencia
absoluta entre los resultados obtenidos con la técnica
inmunohistoquimica y el aislamiento e identificacion microbiolégica de

Hafnia alvei a partir de las muestras de tejidos.

UNDECIMA.- Las cepas de Hafnia alvei que presentaron una mayor
virulencia medida por el efecto bactericida del suero, mostraron
también una mayor patogenicidad para la dorada (Sparus aurata, L.)
evaluada en base a la intensidad de las lesiones histologicas

encontradas en sus tejidos.
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Resumen

7.- RESUMEN

Hafnia alvei esta presente de forma natural en el medio ambiente
canario, aunque nunca se ha detectado en especies marinas de esta u
otras regiones del mundo. Conocer si la dorada (Sparus aurata, L.} es
una especie susceptible de enfermar tras su infeccion experimental con
Hafnia alvei y profundizar en el conocimiento de los factores de
virulencia y su relacion con la patogenicidad de esta bacteria para la
dorada y para la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) constituyen la
finalidad basica de este trabajo.

Nuestro estudio lo hemos realizado en dos fases. En la primera,
hemos analizado in vitro la presencia de factores de virulencia (gen eae,
capacidad hemolitica, fimbrias tipo I y III, resistencia al efecto
bactericida del suero y produccién de sideréforos) en 23 cepas de Hafnia
alvei con distinta procedencia y fuente de origen. En la segunda, hemos
evaluado la patogenicidad de diferentes cepas de Hafnia alvei para la
dorada (Sparus aurata, L.) mediante la determinacion de sus dosis
letales 50 (cepas 187/95, 2566/83, C34, X1, OR-1, F4319 y 1967/82) y
mediante el estudio de la evolucion de la infeccion crénica con dosis

repetidas de bacterias (cepas 187/95, 2566/83 y C34).

Ninguna de las siete cepas empleadas en las experiencia de dosis
letal 50 mostré ser virulenta en dorada al presentar todas ellas una DLsg
superior a 108 unidades formadoras de colonia por pez. En las
experiencias de inoculacién crénica, si bien no se observo la

sintomatologia clinica descrita por otros autores en infecciones naturales
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y/o experimentales en peces de aguas continentales como salmoén rojo,
trucha comin y pez gato, si observamos en el estudio anatomopatolégico
e inmunohistoquimico diferencias de patogenicidad entre las distintas
cepas empleadas, siendo la cepa de Hafnia alvei 187 /95 la que produjo
un mayor dafio en los tejidos de la dorada, mientras que la cepa C34 fue
la que se evidenci6é como la menos patogena. La cepa 2566/83 mostro
una patogenicidad intermedia entre las dos anteriores. Relacionando
estas diferencias del grado de patogenicidad de Hafnia alvei en dorada
con los distintos factores de virulencia estudiados unicamente hemos
podido establecer una correlacion positiva entre grado de patogenicidad
 y resistencia al efecto bactericida del suero, siendo en este caso la

lectura realizada a 25°C la que dio un resultado mas fiable.

Por otra parte, hemos puesto de manifiesto la capacidad de
Hafnia alvei de permanecer viable tras la inoculacién intraperitoneal en
diferentes tejidos de la dorada durante un tiempo superior a tres meses
y sin que existan signos clinicos evidentes, por lo que resulta claro el
riesgo que puede constituir esta especie como animal portador, y en su

caso reservorio de la infeccion en las areas de difusion del patégeno.
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Summary

8.- SUMMARY

Hafnia alvei is present in the canary environments, but it has
never been detected in marine species of this or other regions in the
world. Knowing if gilthead seabream (Sparus aurata, L.) is a
susceptible specie to ill after Hafnia alvei challenge, and increasing
the knowledge about the virulence factors and their relationship with
the pathogenicity of this bacterium for gilthead seabream and rainbow

trout (Oncorhynchus mykiss) are the basic aims of this work.

Our study have been made it in two phases. First, we have
analyzed in vitro the presence of virulence factors (eae gene,
haemolytic capacity, fimbriae type I and III, resistance to the
bactericidal effect of the serum and siderophores production) in 23
Hafnia alvei strains with different origin and sources. Second, we have
evaluated the pathogenicity of different Hafnia alvei strains by
determination of their lethal dose S50 (strains 187/95, 2566/83, C/34,
X1, OR1, F4319 and 1967/82) and by the study of chronic infection
challenge evolution with repeated doses of bacteria (strains 187/95,
2566/83 and C/34).

No one of the 7 strains used in lethal dose 50 experiences
showed to be virulent in seabream showing LDso >108 cfu/fish. In the
experiences of chronic challenge, although the clinical signs described
by other authors in natural and/or experimental infections in
continental water fish was not observed, like cherry salmon, brown
trout and cat fish, we observed anatomopathologic and inmuno-

histochemical study differences of pathogenicity among different used
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strains, being 187/95 strain that producing the biggest damage in
organs of seabream, whereas C/34 strain was the less pathogenic.
2566/83 strain showed an intermediate pathogenicity between the two
previous strains. In the base of the relationship of the degree of
pathogenicity of Hafnia alvei in seabream with the different virulence
factors analyzed we have only been able to establish a positive
correlation between pathogenicity degree and resistance to the
bactericidal effect of the serum, being in this case the reading made to

25°C the best giving the more reliable results.

On the other hand, we have shown the capacity of Hafnia alvei
to remain viable in different organs from seabream for longer to three
months, without clinical signs showed, and in this way this specie
(seabream, Sparus aurata, L.) could contribute like a clear risk as a

carrier for human health, in those areas where this pathogen exists.
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