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Introducción 

1.- mTRODUCCIOIÍ 

Hafnia alvei, miembro de la Familia Enterobacteriaceae, forma 

par te de la microbiota gastrointest inal h u m a n a y animal , así como del 

medio ambiente . La bacter ia h a sido descri ta encontrándose de forma 

na tu ra l en el suelo y en el a g u a (ALLEN, 1982; SAKAZAKI y TAMURA, 

1992). También se describe como u n a bacter ia capaz de afectar a la 

calidad microbiológica de los al imentos como la leche (TEXFORD y cois., 

1975; KLEEBERGERy cois., 1980), miel (SALIMOV, 1978), carne en la tada 

de vacuno (REFAIE y cois., 1993), o carne de porcino empaque tada 

(BORAHy cois., 1992). 

Desde u n pun to de vista clínico, la bibliografía describe 

dist intos cuadros asociados a esta especie bac te r iana en var ias 

especies animales , como mast i t is en ganado vacuno (BlNDE y 

HERMANSEN, 1982), abor tos equinos (XiMENA y ORIELE, 1983; 

MUKHERJEE y cois., 1986), neumonía capr ina (SHARMA y cois., 1991), y 

septicemia en gall inas ponedoras (REAL y cois., 1997). En Medicina 

Humana , su presencia se h a relacionado con cuadros de enteritis, 

sept icemias e infecciones ur inar ias (SAKAZAKI y TAMURA, 1992; KRiEGy 

SNEATH, 1994). 

En la acuicul tura , existen a lgunas descripciones que detal lan 

su presencia en el agua de empresas que desarrol lan u n a actividad en 

acu icu l tu ra continental (ALLEN, 1982; ALLEN y cois., 1983) y cuadros 

clínicos como septicemia hemorrágica en t r ucha arcoiris 

(Oncorhynchus myJdss) (GELEV y cois., 1990), provocando patología 

renal en sa lmón dorado (Oncorhynchus masou) infectados 

1 



Introducción 
experimentalmente (TESHIMA y cois., 1992), septicemia hemorrágica en 

trucha común (Salmo trutta, L.) infectadas experimentalmente 

(RODRÍGUEZ y cois., 1998) y septicemias, ascitis y hemorragias 

hepáticas en pez gato (Ictalurus punctatus) (GOODWIN y KILLIAN, 1998). 

Es de destacar la flexibüidad que muestra este patógeno en 

cuanto a los factores que afectan a su crecimiento y supervivencia: su 

temperatura máxima de crecimiento oscila entre 40 y 42''C, y no crecen 

por debajo de los 5°C, y es resistente a los agentes extemos, muy poco 

exigente en sus necesidades nutritivas, así como capaz de crecer y 

desarrollarse en medios mínimos (PUMAROLA, 1993). 

Factores como la temperatura y salinidad determinan en gran 

medida la supervivencia en el medio de las bacterias patógenas de 

peces (TORANZO y cois., 1982; WAKABAYASHI, 1991 ; FERNÁNDEZ y cois., 

1992; SOLTANI y BURKE, 1994; SAKAI y cois., 1994; GUÉRIN-FAUBIÉEE y 

cois., 1995; LÓPEZ y ÁNGULO, 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 más concretamente en 

referencia con la ictiopatología, se conoce bastante poco sobre los 

mecanismos de virulencia y patogenicidad en relación con el desarrollo 

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

marinas producidas por este patógeno. Aunque es de presumir que 
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comparta muchos aspectos comunes con aquellos ya descritos para 

otras enterobacterias. 

Por otro lado, es conocido que Hafnia alvei está presente de 

forma natural en el medio ambiente canario, y se ha relacionado, 

ocasionalmente, con la aparición de cuadros clínico-patológicos en 

otras especies animales distintas de los peces (REAL y cois., 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 baño, turismo, red de alcantarillado, etc, hace posible 

el contacto entre dicho agente patógeno y los peces. Además, en los 

últimos años, uno de los temas preponderantes de nuestro grupo de 

trabajo ha sido el estudio de diversos aspectos relacionados con la 

infección producida por Hafnia alvei (REAL y cois., 1997; RODRÍGUEZ y 

cois., 1998; RODRÍGUEZ y cois., 1999; AGOSTA y cois., 2002), por lo que 

parece lógico que centrásemos la finalidad de este estudio en conocer 

más de cerca los efectos de la infección por este patógeno 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 infección experimental con Hafnia alvei 

y profundizar en el conocimiento de los factores de virulencia y su 

relación con la patogenicidad de esta bacteria para la dorada, 

constituyen la finalidad básica de este trabajo. 
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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 

aplicación a especies de acuicultura continental (trucha arcoiris, 

Oncorhynchus myhdss) 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 infección aguda mediante experiencias 

de DLso. 

4.- Verificar la patogenicidad de Hafnia alvei en dorada (Sparus 

aurata, L.) en el curso de una infección crónica, realizando el 

seguimiento mediante análisis microbiológico, anatomopatológico e 

inrounohistoquímico. 

5.- Dilucidar, en su caso, el papel de esta especie (dorada) como 

portadora de la infección en el habitat en el que se desenvuelve para la 

acuicultura. 
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Revisión bibliográfica 

2. - REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

2 .1 - MICROBIOLOGÍA DE HAFNIA ALVEJ 

El Género Hafnia e s ta encuadrado dentro de la Familia 

Enterobacteriaceae. Este Género consta de u n a ún ica especie, Hafnia 

alvei. 

La ac tual nomenc la tu ra de Hafnia alvei fue p ropues ta por 

M0LLER en 1954 (M0LLER, 1954, cit. SAKAZAKI y TAMURA, 1992), ya que 

h a s t a entonces se le denominaba Enterobacter alvei, así como 

Enterobacter hafniae o Enterobacter aerogenes s u b s p . hafniae. 

Estudios de taxonomía numér ica demost raron que Hafnia alvei es tá lo 

suficientemente alejada del Género Enterobacter como p a r a pertenecer 

a otro Género. Estos resu l tados quedan confirmados por modelos de 

hibridación ADN-ADN que confirman u n a homología inferior al 2 7 % 

entre Hafnia alvei y Enterobacter spp . La hibridación también revela la 

existencia de 2 genoespecies dentro del taxón Hafnia alvei, pero al ser 

imposible la diferenciación fenotípica, e s tas dos genoespecies se 

ag rupan bajo la denominación de Hafnia alvei (SAKAZAKI, 1984). 

En extensiones teñidas por el método de GRAM se presenta como 

u n bacilo gram negativo, de 1.0 ixm de diámetro y de 2.0 a 5.0 ^m de 

largo, no capsulado (M0LLER, 1954, cit. SAKAZAKI y TAMURA, 1992). 

Presenta todas las caracterís t icas de Enterobacteriaceae spp . 

Cierta actividad bioquímica, metabólica y enzimática es tá ín t imamente 

re lacionada con la t empera tu ra de incubación, s iendo m á s in tensa a 

22°C que a 37°C. C. RICHARD y JM. ALONSO (1976) describen a Hafnia 

5 



Revisión bibliográfica 
alvei como una enterobacteria móvil por flagelos perítricos a 

temperaturas de 22°C, pero esta movilidad se ve anulada cuando la 

cultivamos a 35°C. La temperatura máxima 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 (M0LLER, 

1954, cit SAKAZAKI y TAMURA, 1992). 

No existen medios específicos para su aislamiento. Normalmente 

se utilizan medios no selectivos o poco selectivos que son usados de 

forma rutinaria para el aislamiento de enterobacterias (M0LLER, 1954, 

cit. SAKA2AKI y TAMURA, 1992). En este grupo destacamos el agar Mac 

Conkey, el Xüosa-Lisina-desoxicolato (XLD) y el medio Infusión Cerebro 

Corazón (BHI). También se usa en laboratorios clínicos el medio Agar 

Hektoen Entérico, inicialmente diseñado para el aislamiento selectivo de 

salmonelas. 

En medios poco selectivos como el agar Salmonetla-Shigella (SS) 

no se consigue el crecimiento en uno de cada 4 intentos de cultivo de 

Hafhia alvei En agar Sulfato-Bismuto tampoco crece (M0LLER, 1954, cit. 

SAKAZAKI y TAMURA, 1992). 

En Agar Nutritivo esta bacteria crece muy bien presentando unas 

colonias mayores de su tamaño habitual, midiendo de 2 a 3 |am de 

diámetro. 

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 SaZmoneHa spp.(M0LLER, 1954, cit. SAKAZAKI y TAMURA, 1992). 

R. SAKAZAKI y K. TAMURA (1992) usaron agar Mac Conkey 

adicionado con vm 1% de sorbitol para diferenciar Hafhia 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 Hafhia alvei 

Además, el Género Hafhia se caracteriza por ser bacterias oxidasa 

negativas y catalasa positivas. Según J J . FARMER (1999) reducen los 

nitratos a nitritos, siendo positivas en más de un 90% las pruebas de la 

Usina y omitina decarboxilasa. El crecimiento en el medio KCN también 

es positivo, así como la presencia de la enzima p-galactosidasa (ONPG). 

Fermenta la D-glucosa con producción de ácido y gas. Produce ácido, 

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 más 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 fermentación 

de la celobiosa y salicina (FARMER, 1999). 

J J . FARMER (1999) asegura que Hafhia alvei no produce ácido 

sulfhídrico (H2S) en el medio TSI. Más del 90% de las cepas son 

negativas para las pruebas de arginina dehidrolasa, producción de 



RexÁsión bibliográfica 
indol y ureasa. No produce gelatinasa, lipasa ni desoxiribonucleasa. No 

utiliza el alginato ni produce fenilalanina desaminasa. La hidrólisis de la 

escuHna es negativa. Es citi-ato de Simmons negativa. No produce ácido 

a partir de la fermentación del adonitol, inositol, raíinosa, sorbitol, 

sacarosa y lactosa. No obstante, aproximadamente un 5% de las cepas 

pueden acidificar la lactosa tras la incorporación de un plámido 

metabólico por conjugación con Salmonella typhi y E^cheñchia coli 

(FARMER, 1999). 

Existe cierta dificultad para diferenciar microbiológicamente esta 

bacteria de otros patógenos comunes en Medicina Veterinaria (REAL y 

cois., 1997; RODRÍGUEZ y cois., 1998; AGOSTA y cois., 2002). Las lesiones 

que aparecen en el curso septicémico de la infección en muchas especies 

animales son muy similares a las producidas por Salmonella spp. Según 

C. RIDELL (1987) y WR. KELLY (1993) y las infecciones causadas por 

Salmonella spp. pueden ser particularmente problemáticas en su 

diferenciación, debido a que las colonias de Hajhia alvei se confunden 

con las de Salm.onella spp. en los medios rutinarios de cultivo causando 

confusión a la hora de determinar la identidad de ese m^icroorganismo 

(SAKAZAKI y TAMURA, 1992). Según WC. EVELAN y JE. FABER (1953) y K. 

HARADA y cois. (1957) cultivos de Hajrda spp. han sido aglutinados con 

antígeno O de Salmonella spp. lo cual lleva a error en la identificación. 

Además, también se han descrito ciertos problemas en su 

diferenciación con otros géneros como Enterobacter {E. aerogenes y E. 

gergoviae) y Serratía spp. (SAKAZAKI y TAMURA, 1992). A tales efectos 

ha demostrado ser extraordinariamente útil el sistema de identificación 

Microscan (Dade Microscan, Irúc, Sacramento, Califomia) (RODRÍGUEZ y 
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cois., 1999), así como la utilización de un bacteriófago específico de 

Hafhia, el fago 1672 (REAL y cois., 1997; RODRÍGUEZ y cois., 1998). Más 

del 96% de las cepas de Hafhia alvei son Usadas por este bacteriófago, 

que fue aislado por PAM. GUIÑEÉ y J J . VALKENBURG en 1968 a partir 

de agua, utilizándose rutinariamente para la identificación 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; ALLENy cois., 1983; SAKAZAKI y TAMURA, 1992). También 

se ha aislado de diferentes alimentos (TEXDORFy cois., 1975; SALIMOV, 

1978; REFAlEy cois., 1993; TORNAJADlLLOy cois., 1993), siendo a veces 

el responsable del deterioro de carnes empaquetadas bajo una 

atmósfera pobre en oxígeno. 

Recientes estudios le otorgan una gran importancia como 

agente patógeno oportunista, tanto en la especie humana como en 

varias especies animales (GÜNTHARD y PENNEKAMP, 1996; RODRÍGUEZ y 

cois., 1998). 

2.2.~ C A R A C T E R Í S T I C A S DE LA INFECCIÓN O LA ENFERMEDAD 
PRODUCIDA POR HAFNIA ALVEI 

2.2.1.- EN ICTIOPATOLOGÍA 

I. GELEV y cois. (1990) aislaron en Bulgaria una bacteria de un 

brote epizoótico produciendo septicemia hemorrágica en trucha arcoiris. 

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

alvei 

Las tnachas afectadas presentaban oscurecimiento de la piel, 

exoftalmia, hemorragias oculares y petequias cutáneas. En la 

necropsia se observaron estas petequias en pared abdominal, hígado, 

bazo, riñon, músculos y vejiga natatoria. 

Infecciones por Hafnia alvei también han sido descritas en 

salmón rojo (Oncorhynchus masou) (TESHIMA y cois., 1992) en una 

explotación situada en Japón. Los peces presentaban externamente 

oscurecimiento de la piel y abdomen distendido, no observándose la 

presencia de exoftalmia. Internamente se observó la presencia de unos 

forúnculos de color blanco-grisáceo en el riñon. Posteriormente estos 

mismos autores realizaron un estudio de patogenicidad para lo cual se 

inocularon vía intraperitoneal cinco lotes de salmón rojo: uno testigo, un 

segundo de 40 peces de unos 15 g de peso que se inoculó una sola vez, 

un tercer grupo de 30 peces que se inoculó dos veces con una 

separación de dos semanas entre ambas inoculaciones, y un cuarto 

grupo de 30 peces que se inoculó tres veces con una separación de 

cuatro días, entre cada vma de las inoculaciones. Además de estos 

cuatro grupos se inoculó un grupo de peces juveniles de un peso de 

unos 60 g vía intraperitoneal con un cultivo puro de Hafnia alvei en 

cuatro ocasiones a intervalos de cuatro días. Los ríñones 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 

síntoroas clínicos. Este protocolo es el único que existe en la bibliografía 

para estudiar las consecuencias de este patógeno a medio plazo. 

10 
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Los peces testigo no mostraron ningún signo de enfermedad. Un 

4 0 % de los peces del grupo segundo mostraron signos a los 3 meses de 

la inoculación mientras los peces del tercer grupo mostraron signos de 

enfermedad a los 32 días de la primera inoculación, y los signos fueron 

evidentes en u n 4 1 % de los peces después de los 57 días. Lx)S peces del 

cuarto grupo comenzaron a mostrar alguna evidencia a partir del día 12 

de la primera inoculación, y en vin 3 6 % de ellos los signos fueron 

evidentes después de 26 días. En los peces juveniles inoculados la 

incidencia fue de u n 15% después de los 41 días de la primera 

inoculación. 

Lx)s signos que mostraron los peces externamente fueron 

oscurecimiento de la superficie corporal, abdomen hinchado y natación 

errática. No presentaban exoftalmia. Internamente aparecían diferentes 

focos blanco-grisáceos prominentes en la cara ventral del riñon. 

Las lesiones anatomopatológicas encontradas sólo hacen 

referencia al riñon, y se pueden dividir en tres tipos diferentes: tipo I, 

tipo II y tipo III, en concordancia con el grado de severidad o progresión 

de la enfermedad. 

Las lesiones tipo I corresponden al estadio m á s precoz de la 

enfermedad, caracterizándose por la aparición de focos celulares 

anormales con zonas de mitosis (células de proliferación), con u n 

predominio de neutrófilos sobre los macrófagos. En estas lesiones, se 

observan pocas o ninguna bacteria, así como tampoco se observan 

células necróticas en el riñon. Se aprecia degeneración de melanocitos. 

11 
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cuyos restos celulares son frecuentemente fagocitados por macrófagos. 

Con la tinción de azul de toluidina se ponen de manifiesto los linfocitos, 

estando en u n número relativamente limitado. 

Las lesiones tipo II presentan multi tud de tipos de células renales 

con el núcleo foliado. Muchas de es tas células presentan u n a tipología 

diferente, ya sea en forma o tamaño. Se encuentran restos celulares en 

mayor cuantía en los espacios intercelulares, y pocas o n inguna zona de 

mitosis. Las bacterias se encontraron aisladas en pequeño número o en 

grupos, pero su número difería considerablemente entre las áreas 

internas de las lesiones. Los leucocitos y los macrófagos exhibían u n a 

gran variabilidad en tamaño y proporción de inclusiones 

citoplasmáticas, presentando los leucocitos u n marcado aumento en el 

número de granulos específicos y de Hsosomas primarios los 

macrófagos. En los límites de las lesiones se observan bacterias y 

granulos de melanina fagocitados por neutrófílos y macrófagos, siendo 

estas células mucho m á s numerosas que otros tipos de células como los 

eritroblastos, Unfocitos, reticulocitos, fibroblastos y melanocitos, 

existiendo u n mayor predominio de los neutrófílos. Los melanocitos y 

unos pocos eritroblastos mues t ran signos morfológicos de degeneración, 

pero estos signos no aparecen en los neutrófílos ni en los macrófagos. 

En las lesiones también se pueden observar células gigantes 

multinucleadas, presentando en ocasiones su membrana plasmática con 

soluciones de continuidad. 

Las lesiones tipo III son histopatológicamente las m á s avanzadas, 

conteniendo gran cantidad de restos celulares en forma de u n material 

amorfo y finamente granular localizado entre células como neutrófilos, 

12 
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macrófagos, reticulocitos y células con un núcleo picnótico, que 

aparentemente son eritroblastos. En las lesiones necróticas, en donde 

los restos celulares y demás células están en un número reducido, se 

encuentran un gran número de bacterias y material amorfo. 

LA. RODRÍGUEZ y cois. (1998) determinaron las dosis letales 50 de 

siete cepas de Hafnia alvei de distinta procedencia mediante 

inoculaciones intraperitoneales experimentales en trucha común [Scdmo 

tnttta, L.), y encontraron diferencias en el grado de virulencia de las 

cepas estudiadas, las cuales estuvieron comprendidas entre 1.3 x 10^ y 

2.5 X 10^ ufe/pez. En este trabajo resultó evidente la susceptibüidad de 

la trucha común a enfermar en el curso de una infección por dicho 

patógeno, que hasta entonces no se había descrito. Lx)s peces inoculados 

mostraron signos de septicem.ia hem.orrágica, con natación errática, 

oscurecimiento de la piel y abdomen distendido. La mortalidad comenzó 

a las 24 horas postínfección, y se mantuvo hasta once días 

postínoculáción. Cultivos puros de Hafnia alvei se aislaron de órganos 

internos de todos los peces moribundos, muertos y supervivientes, 

indicando la posibüidad de que estos peces jueguen algún papel como 

portadores. 

Hafnia alvei también ha sido descrita en el pez gato (Ictalurus 

punctatus) (GOODWIN y KiLLlAN, 1998), siendo considerado un patógeno 

emergente. Se describen diversos brotes de enfermedad a lo largo de 

un periodo de dos años en granjas de cria con una temperatura 

cercana a los IS^C. Las lesiones extemas encontradas fueron 

inflamación alrededor de los ojos, exoftalmia bilateral y zonas 

inflamadas con petequias en la región craneal. Internamente, las 

13 
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lesiones incluían ascitis y petequias hemorrágicas en el hígado. Los 

peces con esta sintomatología morían alrededor de los 30 días, y las 

pérdidas en las explotaciones se consideraron desde elevadas a 

moderadas. 

Las infecciones experimentales que se realizaron en pez gato 

con Hafnia álvei para valorar la patogenicidad de esta bacteria, e 

intentar reproducir la sintomatología observada en las infecciones 

naturales, se hicieron con pez gato inoculados vía intraperitoneal a 

una dosis de 10^ y 10^ unidades formadoras de colonia por pez, y por 

inmersión con una dosis de 10^ y 10'' células por mi, a una 

temperatura de 15 a 20°C. Las dosis más altas de las utilizadas (10^) 

resultaron letales entre las 24 y 48 horas postinfección, utilizando 

tanto la vía intraperitoneal como la inmersión, pero no produjeron las 

lesiones caracteristicas observadas en la infección natural, en donde 

las lesiones craneales observadas eran muy simüares a las producidas 

por la infección con E. ictaluri, y probablemente representan una 

forma crónica de la infección por Hafnia alvei (GOODWIN y KILLIAN, 

1998). 

2.2.2.- EN OTRAS ESPECIES ANIMALES 

Hafiva alvei ha sido descrita durante los últimos años en 

niimerosas ocasiones asociada a diferentes cuadros de enfermedad, 

afectando a distintas especies animales como son: 
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Aves 

F. REAL y cois. (1997) describieron el primer caso de u n a 

septicemia originada en gall inas ponedoras por Hafnia alvei, con u n 

curso m u y similar al que origina en es ta especie Salmonella spp . , 

provocando u n a importante ba jada en la pues ta , pérd ida de apetito, 

opistótonos y muer te . Las lesiones microscópicas ha l ladas fueron u n a 

hepat i t is necrótica multifocal e in tensa esplenitis. 

Équidos 

Hafnia alvei h a sido aislada en varias ocasiones asociada a 

abortos en éqmdos (KUME, 1962, cit. SAKAZAKI Y TAMURA, 1992). De esta 

forma se h a descrito u n caso de aborto equino en el cual Hafnia alvei fue 

aislada en cultivo puro del feto y de la placenta. También se produjo u n 

alto título de anticuerpos aglutinantes en la yegua convaleciente. 

MV. XIMENA y TM. ORIELE (1983) describieron el caso de u n a 

yegua que abortó de forma espontánea al 8° mes de gestación. Al realizar 

la necropsia del feto su aspecto era normal y el examen macroscópico de 

s u s visceras sólo reveló en el hígado u n a pequeña zona blanquecina de 

u n o s 5 m m en su cara parietal. El examen de la placenta fue totalmente 

normal. Tanto del feto como de la placenta se logró aislar en cultivo piiro 

Hafnia alvei, por lo que se la consideró la responsable del aborto. 

Además en la yegua se encontraron gran cantidad de anticuerpos 

aglutinantes frente a Hafnia alvei. 

Igualmente, SR. MUKHERJEE y cois. (1986) citaron el caso de u n a 

yegua que abortó a los 122 días de gestación. El animal presentó 
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descarga vaginal durante 13 días y luego abortó. La única bacteria que 

se aisló e identificó de sangre extraída del corazón, líquido amniótico y 

contenido estomacal del feto fiíe Hafraa alvei. 

En este último caso se realizó un ensayo de patogenicidad, 

usando cuatro ratones, inoculando dos ratones vía intraperitoneal con 

0.5 mi de un cultivo en caldo de peptona de la bacteria aislada, y otros 

dos como controles. Todos los ratones fueron sacrificados a los tres días 

postinoculación, y su necropsia no reveló daños macroscópicos 

aparentes. La bacterioscopia de sangre extraída de corazón, bazo, 

hígado, riñon y pulmón no reveló la presencia de bacterias en estos 

órganos, pero sí el posterior cultivo que permitió el aislamiento e 

identificación de Hafnia alvei 

Rumiantes 

M. BlNDE y O. HERMANSEN (1982) realizaron un estudio en vacas 

afectadas con mamitis y encontraron que además de los agentes 

comiines en las mamitis, se aisla un 25% de Bacillus subtüis y un 25% 

de Hafnia alvei asociados a mamitis de tipo crónico. 

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 vina infección bacteriana de la dermis por diversas especies del Género 

Enterobacter y por Hafnia alvei, que provocaban un cuadro de hiperemia 

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

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

de cabras afectadas de nevimonía en diferentes grados, y realizaron 
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cultivos bacterianos de muestras de pulmón de animales sacrificados, 

obteniendo que Hafhia alvei suponía un 9.83% del total de especies 

bacterianas aisladas de dichas muestras. 

Abejas 

Es una de las especies de las que más se aisla esta bacteria 

relacionada con casos de enfermedad y muerte. 

Z. GLINSKI y cois. (1994) citan a Hafnia alvei como agente 

secundario de una infección septicémica en abejas. Hafnia alvei fue 

aislada del contenido intestinal, de los tejidos de las abejas afectadas, 

así 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 inyección 

en el tórax 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 cois. (1995) describieron un caso de mortalidad en 

abejas. Realizaron cultivos bacterianos de varios de sus tejidos e 

intestinos, así como de miel de la colmena, identificando a Hafnia alvei 

como agente primario en la infección septicémica en esta especie, 

después de eUminar mediante estudios diferenciales otias enfermedades 

como infecciones virales, envenenamiento por pestícidas, infestación por 

Malpighamoeba mellificae o Acarapis woodL 
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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 vómitos y diarrea, tanto en niños 

como adultos. Años más tarde, R. SAKASAKI (1961) describe a H. alvei 

como un potencial patógeno intestinal tras unos estudios de toxicidad 

realizados en conejos. 

En 1991, MJ. ALBERT y colaboradores del Centro Internacional 

para la Investigación de la Enfermedad Diarreica, Bangladesh 

(ICDDRB), aislaron una cepa de Hafnia alvei (designada H. alvei 

19982) en cultivo puro de un caso clínico de un niño de 9 meses, con 

una sintomatología de vómitos, deshidratación, fiebre, distensión 

abdominal y diarrea con una duración de 72 horas. Se demostró que 

esta bacteria estaba dotada de capacidad enteropatógena en 8 de los 

12 conejos inoculados experimentalmente, siendo capaz de adherirse 

al epitelio intestinal, causando pérdida de las vellosidades del íleon y 

produciendo lesiones en la mucosa, las cuales se interpretan como 

lesiones con "fijación y ocultación" de la bacteria (lesiones AE, del 

ingles "attaching and effadn^). 

Posteriores estudios de los mismos investigadores del ICDDRB 

identificaron otras 6 cepas de H. alvei con caracteristicas similares 

(ALBERT y cois., 1992). 

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

alvei dieron resultados positivos a la tinción 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 clínicos 

relacionados con H. alvei fueron estudiados, describiéndola como un 

patógeno entérico (RATNAM, 1991 ; WESTBLOM y MlLLlGAN, 1992; REINA y 

cois., 1993; RiDELL y cois., 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 atípicos de 

Escherichia coli o por el contrario representan una nueva especie 

dentro del Género Escherichia, si bien, no está del todo claro y hoy en 

día se continúa la investigación, no estando descartado que pueda 

tratarse realmente de H. alvei. Lo que si está del todo demostrado es la 

relación epidemiológica entre cepas de H. alvei negativas a la presencia 

del gen eae y los casos clínicos con sintomatología de vómitos, diarrea 

y deshidratación. 

Su aislamiento en tejidos diferentes al intestino es relativamente 

raro, pero representa en estos casos un agente etiológico que puede 

comportarse como patógeno oportunista (GÜNTHARD y PENNEKAMP, 

1996), pudiendo provocar cuadros septicémicos (ENGLUND, 1969), 

neumonías (KLAPHOLZ y cois., 1994) y abscesos (AGUSTÍN y CUNHA, 

1995). 
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2.3.-LA INFECCIÓN EXPERIMENTAL EÍÑ ACUICULTURA: 
APLICACIONES 

La experimentación animal mediante modelos de dosis-

r e spues t a es u n procedimiento utilizado p a r a compara r la virulencia, 

capacidad de colonización de u n a bacter ia o potencia de u n a toxina 

bacter iana , que en condiciones na tu ra l e s produce u n organismo 

determinado (WELKOS y O'BRIAN, 1994). La r e spues t a puede ser 

medida por muer te , infectividad o a lgún otro efecto cuantificable. 

Un ejemplo es la determinación de la dosis letal 50 (DL50), en 

donde el investigador calcula la dosis (toxina, bacter ia o a lgún otro 

factor) que produce la muer te del 5 0 % de los an imales sujetos a 

estudio. Para generar es tos valores, el modelo p a r a pequeños animales 

consiste en tomar 3 ó 6 grupos con 5 ó 10 animales por grupo. Cada 

grupo recibe u n a dosis diferente del microorganismo o toxina y d ichas 

dosis deben ir en relación geométrica mediante diluciones se r iadas 

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

Como la virulencia, toxicidad, e infectividad son dependientes 

t an to del agente causa l como del hospedador , S. WELKOS y A. 0 ' B R L \ N 

(1994) concluyen que los es tudios de DL50 requieren de la perfecta 

es tandarización de todos los componentes que intervienen en el 

experimento, como es el u so de la m i s m a cepa p a r a todos los 

animales , que todos los an imales inoculados sean de la m i s m a edad y 

t amaño , y que todos los an imales es tén bajo l as m i m a s condiciones de 

mantenimiento . 
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El método de JL. REED y M. MUENCH (1938) es probablemente el 

más utilizado para la determinación de la DL50, usándose en multitud 

de estudios y con muy diversos animales de experimentación (WELKOS 

y O'BRIAN, 1994). Una dosis letal, en un procedimiento biológico, tal 

como la titulación de un suero o un virus, consiste en la dilución 

máxima del producto en la cual ciertos animales sometidos al 

experimento reaccionan o mueren. Según estos autores para cubrir un 

amplio rango de posibles variaciones en la titulación es necesario usar 

un gran número de pequeños grupos de animales probados en 

diferentes diluciones. 

El uso de la DL50 en el mundo de la ictiopatología ha sido 

ampliamente utilizado a lo largo de los años para diversas 

experiencias, como son la determinación del grado de patogenicidad de 

una cepa determinada mediante la reproducción experimental de la 

enfermedad y la determinación de la patogenicidad de los productos 

extracelulares bacterianos mediante inoculación de los mismos. M. 

FAISAL y cois. (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, 

realizándose posteriormente inoculaciones experimentales para 

determinar el nivel de virulencia de cada una de las cepas. Las DL50 

oscilaron desde 10^ a 10'̂  unidades formadoras de colonia por mi 

(ufc/ml). A su vez, se analizaron diferentes factores de patogenicidad, 

concluyéndose que fueron las cepas con DL50 del orden de 10^ ufc/ml 

las que presentaban in vitro mayores factores de virulencia. 
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GR. MALATHI y cois. (1989) determinaron las DL50 de varias 

cepas mcirinas de Vibrio vulnificus aisladas de productos del mar, 

utilizando como animal de experimentación el ratón, obteniendo unos 

valores entre 10^ a 10^ ufc/ml. Al contrario que lo descrito por M. 

FAlSALy cois. (1989), tanto las cepas más patógenas (DL50 del orden de 

103), como las menos patógenas (DL50 del orden de 10^) contenían in 

xÁtro los mismo factores de virulencia. 

Y. SANTOS y cois. (1991) describieron la patogenicidad de Vibrio 

anguillarum y sus toxinas en rodaballo (Scophtalmus maximus), 

salmón coho (Oncorhynchus kisutch) y trucha arcoiris (Oncorhynchus 

mykiss) con 12 cepas diferentes mediante la metodología 

anteriormente descrita por JL. REED y M. MUENCH (1938). Utilizaron 6 

peces por grupo, con unos pesos comprendidos entre los 4.5 y 6.5 g. 

Los peces se inocularon intraperitonealmente con suspensiones 

bacterianas que oscilaron entre los 10^ a 10^ ufc/ml. Los resultados 

demostraron que era la trucha arcoiris la especie más susceptible a la 

infección experimental, con unos valores de DL50 del orden de 10^ a 

103 ufc/ml. 

B. FOUZ y cois. (1994) realizaron experiencias de DL50 para 

determinar el papel que juega el hierro en la patogenicidad de Vibrio 

damselae en rodaballo (Scophthalmus maximus). Mediante estas 

experiencias se logró demostrar la correlación existente entre la 

adquisición de hierro por parte de las bacterias y el aumento del grado 

de patogenicidad de las mismas. 
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B. MAGARIÑOS y cois. (1995) determinaron el grado de 

patogenicidad de 6 cepas de Photobacterium damselae subsp. piscicida 

de probada capacidad patógena en doradas y rodaballo mediante 

inoculación experimental vía intraperitoneal y baño de 60 minutos en 

unas suspensiones bacterianas seriadas de 10^ a 10'* células por mi. 

El resultado fue la demostración de que Photobacterium damselae 

subsp. pñscicida era capaz de infectar a la dorada por vía oral, 

obteniéndose unos valores de DL50 del orden de 10^ a 10^ ufe/mi 

mediante la metodología descrita por JL. REED y M. MUENCH (1938). 

Las mortalidades comenzaron a los 3 ó 7 días postinfección en función 

de la cepa utüizada. Las DL50 obtenidas en dorada mediante la 

infección por baño fueron siempre menores que las obtenidas 

mediante la inoculación intraperitoneal, situándose entre lO'* a 10^ en 

dorada y 10^ a 10^ en rodaballo. En contraste, el rodaballo demostró 

ser una especie no susceptible a la pasterelosis por baño. 

En Israel, en el año 1984, hubo un brote de meningitis y 

meningoencefalitis que afectó a varias especies piscícolas, como 

híbridos de tilapia, trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y carpa 

común (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 DL50 se llevó a cabo para reproducir experimentalmente 

la enfermedad en trucha y tilapia, obteniendo unos valores de 10^ a 

105 ufe por mi (ELDAR y cois., 1995). Un experimento similar fue 

realizado por AM. BAYA y cois. (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 epizoótico ocurrido en Maryland 

(Estados Unidos) en el año 1994, que fue el primero descrito para este 

agente patógeno en esta zona. 

B. MAGARIÑOS y cois. (1996) realizaron experiencias de DL50 

para determinar diferencias de patogenicidad de Photobacterium 

damselae subsp. piscicdda con o sin cápsula bacteriana, 

comprobándose que las cepas capsuladas reducían los valores de DL50 

en 4 logaritmos, confiriéndoles factores de virulencia tales como 

resistencia al suero, que no poseían cuando no estaban capsuladas. 

Este resultado puso de manifiesto el papel tan importante que juega la 

cápsula bacteriana en la patogenicidad de Ph. damselae subsp. 

piscicida. 

La patogenicidad de Vibrio alginolyticus en dorada (Sparus 

aurata, L.) se cuestionaba hasta hace pocos años. MC. BALEBONA y 

cois. (1998) dilucidaron este aspecto. Para ello utilizaron doradas entre 

5 y 10 gramos, analizando un total de 10 cepas diferentes. La DL50 fue 

determinada mediante inoculación intraperitoneal, en grupos de 5 

peces por lote, con suspensiones bacterianas de entre 10^ a 10» 

ufc/ml, obteniéndose unos resultados de DL50 que oscilaron entre los 

5.4 X 10"* a 1.0 X 10^ unidades formadoras de colonia por gramo de 

pez. Este trabajo permitió considerar a V. alginolyticus como un agente 

bacteriano con capacidad patógena para la dorada. 

LA. RODRÍGUEZ y cois. (1998) analizaron el grado de 

patogenicidad de Hafnia alvei en trucha común (Salmo trutta, L.), 
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usando peces con un peso comprendido entre los 6 y los 12 gramos, 

inoculando intraperitonealmente 0.1 mi de una suspensión bacteriana 

que oscüaba entre las 10^ y las 10^ unidades formadoras de colonia 

por mililitro según la metodología de JL. REED y M. MUENCH (1938), y 

obtuvieron unas DL50 comprendidas entre 1.3 x 10'̂  y 2.5 x 10^ 

ufe/pez. 

B. SOFFIENTINO y cois. (1999) realizaron una experiencia de DL50 

con Vibrio carchariae tras la aparición de un brote de enfermedad con 

enteritis necrótica y muerte en lenguado [Paralichthys dentatus). El 

brote natural de la enfermedad cursó con signos de enteritis necrótica, 

produciendo petequias hemorrágicas alrededor de la zona anal, 

distensión abdominal con presencia de líquido serohemorrágico, 

enteritis y posterior necrosis del intestino distal. La experiencia de 

DL50, cuyo valor fue 5 x lO^ ufe/pez, permitió determinar el grado de 

virulencia de la cepa, y confirmó que, efectivamente, Vibrio carchariae 

fue el agente responsable del brote natural de enfermedad. 

Las experiencias de DL50 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. MAGARIÑOS y 

cois. (1992) que compararon los datos de DL50 de 11 cepas de 

Photobacterium damselae subsp. piscicida (DL50 entre 10^ y 10^ células 

por pez), con los datos obtenidos con la inoculación experimental de 

los productos extracelulares (ECP) de estas mismas cepas. Los 

resultados fueron que los productos extracelulares de esta especie 

bacteriana eran extraordinariamente tóxicos para los peces, al 
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obtenerse unos valores de DL50 para los ECP del orden de 1.0 a 4.6 

microgramos de proteína por gramo de pez. Otros autores que han 

utilizado experiencias de DL50 para determinar el efecto de los ECP son 

AH. KHALIL y cois. (1997) en Tüapia del Nüo con Aeromonas hydrophila, 

JL. ROMALDE y cois. (1993) con Yersinia ruckeri, LA. RODRÍGUEZ y cois. 

(1992) en trucha arcoiris con Aeromonas hydrophila, así como KK. 

LEE y cois. (1989) en salmón atlántico (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 enteropatógenas (EPEC) y 

enterohemorrágicas (EHEC) productoras de enteritis y enterocolitis 

hemorrágicas se han aislado en varias especies animales como en: 

perros y gatos (BROES, 1993; BEUTIN y cois., 1993; BEUTIN, 1999), 

ganado porcino (FAIRBROTHER, 1993; BEUTIN y cois., 1993; Ríos y cois., 

1999), ganado bovino (MAINIL y cois., 1987; MAINIL y cois., 1994; 

WlELER y cois., 1998), conejos (MlLON y cois., 1999), ganado ovino 

(BEUTIN y cois., 1993; HEUVELINK y cois., 1998), ciervos (RiCE y cois., 

1995), palomas (DELL'OMO y cois., 1998) y gallina (FUKUl y cois., 1995). 

Tanto las cepas enterohemorrágicas como las enteropatógenas 

producen una lesión histopatológica característica conocida por 

"attaching and effacin^, las cuales se interpretan como lesiones con 

"fijación y ocultación" de la bacteria, también denominada lesión A/E, 

produciendo una alteración de las células epiteliales del intestino. 

Esta lesión se caracteriza por la ocultación de la bacteria entre las 

microveUosidades intestinales provocando una destrucción focal, la 

íntima adherencia entre la bacteria y la membrana de los enterocitos y 

la acumulación de filamentos de actina polimerizada, provocando 

fijertes cambios en el citoesqueleto del enterocito bajo el área de 

localización de la bacteria (MOON y cois., 1983). A esta capacidad de 

producir este tipo de lesión A/E se le reconoce como un importante 
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factor de patogenicidad para las cepas de E.coH enteropatógenas 

(DONNENBERG y KAPER, 1992). 

Las lesiones A/E están formadas por la sucesión 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 últimas 

etapas están reguladas por diferentes genes localizados en el LEE 

(locas of enterocyte effacem.ent] los cuales codifican la producción de 

múltiples proteínas secretoras y la adhesina bacteriana llamada 

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

El LEE está presente en cepas enteropatógenas (EPEC) y 

enterohemorrágicas (EHEC), así como en otras especies bacterianas, 

como Citrobacter freundii biotipo 4280 y cepas de Hafnia alvei 

productora de lesiones A/E. La primera descripción del LEE se realizó 

en la cepa de E.coli 0127 enteropatógena E2348/69 (McDANlEL y cois., 

1995). Dicho locus de la cepa EPEC E2348/69 contiene 41 genes 

organizados en 3 regiones mayores con funciones conocidas (ELLIOTT y 

cois., 1998). La región central del LEE contiene el gen eae, que codifica 

una proteina de 94-97 küodalton conocida como "intimina" (JERSE y 

cois., 1990). 

Genes eae se han clonado y secuenciado en E.coli 

enteropatógenos (EPEC) y enterohemorrágicos (EHEC) de origen 

humano (jERSE y cois., 1990; Yu y KARPER, 1992), bovino (GOFFAUX y 

cois., 1997), canino (AN y cois., 1997), porcino y cunícola (AGIN y cois., 

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 cois., 1994). Los patrones de todas estas secuencias génicas 

demuestran tener una región 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 tamaño aproximado de 10|j.m de largo y un 

diámetro de 1 a 11 nm (OFEK y DOYLE, 1994). Están 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 íntimamente adherida por medio de una serie de adhesinas 

existentes en las fimbrias. Esta adhesión está basada en el 

reconocimiento entre componentes de la superficie bacteriana y 

receptores específicos en tejidos del hospedador (PODSCHUN y ULLMANN, 

1998). 

La adhesión bacteriana a mucosas y epitelios del hospedador es 

uno de los primeros pasos en numerosos procesos infecciosos. E. coli es 

el agente etiológico más fi-ecuente en infecciones no complicadas del 

aparato urinario humano. Para colonizar y persistir en estos tejidos, la 

bacteria debe adherirse al uroepitelio. Esta adherencia es Uevada a cabo 

por medio de las adhesinas existentes en las fimbrias. 
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JP. DUGUID y cois. (1979) describieron la existencia de dos tipos 

de hemoaglutininas en cepas de E. coli que se diferenciaban en base a 

su sensibilidad a la mañosa, la mañosa resistente (MR) y mañosa 

sensible (MS). Según diferentes autores, la aglutínina más frecuente 

en cepas de E. coli uropatógenas es la mañosa resistente (MR) 

(HAGBERG y cois., 1981; GANDER y cois., 1985). El 8 1 % de las cepas 

uropatógenas de E. coli que expresan la adhesina MR reconocen un 

receptor glucolipídico encontrado en eritrocitos humanos y células del 

epitelio urinario (LEFFLER y SVANBORG-ÉDEN, 1981; VAISANEN y cois., 

1981). Este receptor glucolipídico es a- D-Gal-(l-4)-p-D-Gal (KALLENIUS 

y cois., 1980). 

En patolo^a urinaria se han descrito dos tipos de adhesinas en E. 

coli, las mañosa sensibles (MS) y las mañosa 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 cois., 

1981) y adherirse a células del epitelio urinario, aunque también se 

han descrito cepas no fimbriadas con capacidad de adherencia a 

diferentes epitelios (SvANBORG-ÉDEN y HANSON, 1978; DUGUID y cois., 

1979). 

La fimbria tipo I, codificada por el operón pil, está presente en 

multitud de miembros de la Familia Enterobacteriaceae, siendo 

comúnmente encontrada tanto en cepas comensales como patógenas. 
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Este pili es el más investigado denti-o de las adhesinas bacterianas. La 

fimbria tipo I produce una adherencia manosa-específíca a eritrocitos 

de numerosas especies animales, levaduras, y otros tipos de células 

(DUGUID y OLD, 1980), siendo llamada hemoaglutinina mañosa 

sensible o fimbrina hemoaglutinante manosa-sensible (MSHA). 

Es un tipo de adhesina que produce una hemoaglutinación que 

es inhibida por efecto de la mañosa. La proteína con capacidad 

adhesiva en este tipo de pili está localizada sobre el eje de la fimbria y 

es capaz de unirse a trisacáridos compuestos de mañosa en 

glucoproteínas del hospedador (FlRON y cois., 1984; BABU y cois., 

1986). 

La fimbria tipo III está codificada por el operón pap, prs o genes 

relacionados, siendo un tipo de adhesina que produce una 

hemoaglutinación resistente al efecto de la mañosa (MRHA), pero al 

contrario que el tipo I, este pili sólo aglutina eritrocitos que han sido 

tratados previamente con ácido tánico. Descrito inicialmente sólo 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 cois., 

1992; TARKKANEN y cois., 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 serológicos 

han demostrado una considerable diversidad antigénica (OLD y cois., 

1985). En el riñon, este pili es mediador en la adhesión bacteriana a la 

membrana de los túbulos básales, cápsula de Bowman y vasos 

renales. 

2.4.1.2.2.- RELACIÓN DE LAS FIMBRIAS CON LA PATOGENICIDAD 

La importancia que posee la fimbria tipo 1 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 cois., 1982; 

VENEGAS y cois., 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 cois., 1985). Aunque primariamente 

asociada con actividad patógena en el sistema urinario inferior, el püi 

tipo I puede también estar involucrado en la patogénesis de la 

pielonefiitis (FADERy DAVIS, 1982; MATSUMOTO y cois., 1990). En este 

sentido, esta estructura parece mostrar una alta eficacia en la unión a 

las células de los túbulos proximales del riñon humano (VIRKOLA y 

cois., 1988). En microorganismos patógenos, la colonización de las 

mucosas y epitelios es seguida por la invasión de tejidos subyacentes. 

Aun siendo muy importante la contribución del pili tipo I para la 

colonización del hospedador, su contribución a las demás etapas 

patogénicas de la infección 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 cois., 1994), perros (GARCÍA y cois., 1988), y 

septicemia en cerdos (HARELy cois., 1993). 

Las hemoaglutininas MSHA y MRHA han sido descritas, además 

de en Escherichia coli, en la mayoría de los Géneros de la Familia 

Enterobacteñaceae, como Serratia spp. (ADEGBOLA y OLD, 1982; ÜLD y 

cois., 1983; MIZUNOE y cois., 1988; HORNiCKy cois., 1991), Salmonella 

spp. (TAVENDALE y cois., 1983), Proteos spp. (YAKUBU y cois., 1989; 

SARENEVA y cois., 1990; HORNICK y cois., 1991; Li y cois., 1999), 

Klebsiella spp. (ÜLD y ADEGBOLA, 1983; ÜLD y cois., 1985; COSAR, 

1990; SORKIN y cois., 1991; HORNlCK y cois., 1991), Enterobacter 

(ADEGBOLA y OLD, 1983-1985; HORNICK y cois., 1991; KELLER y cois., 

1998) y Yersíma spp. (ÜLD y ADEGBOLA, 1984). 

La presencia de estas hemoaglutininas también han sido 

descritas en Hafnia alvei en diferentes ocasiones (JAGIELSKI y cois., 

1992; GRAVEN y WILLL\MS, 1997; PODSCHUN y cois., 2001). En el 

estudio de R. PODSCHUN y colaboradores (2001) se realizó una 

caracterización de aislamientos clínicos extiaintestinales de origen 

humano de 70 cepas de Hafnia alvei en base a una serie de factores de 

virulencia, donde se incluía la presencia de las hemoaglutininas MSHA 

y MRHA. La hemoaglutinina MSHA, indicativa de la presencia de la 

fimbria tipo I, se detectó en el 59% de los aislamientos. Esta 

frecuencia no fue significativamente diferente de la detectada en otias 
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especies de la Familia Enterobacteriaceae como Serrada marcescens 

(46%), pero sí fue signicatívamente menor (p<0.0001) que las MSHA 

expresadas en aislamientos clínicos de Enterobacter cloacae (89%) o 

Klebsiella pneumonie (86%). La hemoaglutinina MRHA, indicativa de la 

presencia del pili tipo III se observó 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 existían datos sobre la incidencia de estas 

hemoaglutininas en Hafnia alvei, ya que estudios anteriores de 

JAGIELSKI y colaboradores (1992), así como GRAVEN y WILLIAMS (1997) 

se limitabíin a reseñar 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 III son una característica común a Hafnia alvei, 

encontrándose aproximadamente en la mitad de los aislamientos 

clínicos. 
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2.4.2.- RESISTENCIA AL SUERO 

La acción bactericida del sistema del complemento es un 

importante mecanismo de defensa del hospedador frente a las 

infecciones causadas por bacterias Gram negativas (FRANK y cois., 

1992; McQuiLLEN y cois., 1994), actuando en la primera línea de 

defensa del organismo junto a la fagocitosis por poHmorfonucleares. 

La actividad bactericida del suero está mediada principalmente 

por las proteínas del complemento. Tras la activación de su sistema, 

estas proteínas se acumulan formando el complejo C5b-C9 en la 

superficie de la membrana de las bacterias Gram negativas (RAMM y 

cois., 1983), lo cual produce una serie de poros que atraviesan dicha 

membrana, facilitando la entrada de iones Na+, provocando 

consecuentemente la lisis osmótica de la bacteria (TAYLOR y cois., 

1985). También se ha demostrado la implicación del sistema del 

complemento en la inactivación de la toxicidad de los productos 

extracelulares liberados por bacterias patógenas de peces como 

Aeromonas salmonicida (MUNRO y cois., 1980; CIPRIANO, 1983; SAKAI, 

1984; ELLIS, 1987). 

La activación del sistema del complemento se puede realizar 

mediante dos mecanismos diferentes: la vía clásica (requiere de la 

presencia de anticuerpos para su activación) y la vía alternativa del 

complemento (se activa sin la presencia de anticuerpos). Ambas vías 

de activación tienen como resultado final la formación del complejo 

C5b-C9 (RAMM y cois., 1983). 
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Como respuesta a esta defensa por parte del hospedador, los 

microorganismos patógenos han encontrado estrategias de defensa 

efectivas contra el efecto bactericida del suero. La mayoría de las 

bacterias Gram negativas saprofitas son sensibles al efecto bactericida 

del suero, mientras que las bacterias patógenas a menudo exhiben 

capacidad de resistencia (OLLING, 1977). El mecanismo de resistencia 

bacteriana al efecto bactericida del suero no está del todo claro, si bien 

se conoce que la estructura del lipopolisácarido O bacteriano juega un 

papel sumamente importante en dicha resistencia, al contrario que 

ocurre con la cápsula bacteriana y ciertas proteínas de membrana 

(TAYLOR, 1992). 

En los mamíferos, la activación del sistema del complemento 

juega un papel sumamente importante en la lisis bacteriana, 

fagocitosis, reacción inflamatoria y producción de anticuerpos. Los 

peces parecen poseer una activación de este sistema similar a la de los 

mamíferos, y además, las proteínas del complemento identificadas en 

los peces son similares a las de los mamíferos (HOLLAND y LAMBRIS, 

2002). 

Actualmente se tiene poca información acerca de las proteínas 

reguladoras y receptores del complemento en los peces, siendo todavía 

confuso si todas las funciones del sistema del complemento 

identificadas en los mamíferos también las poseen los peces. Sin 

embargo, lo que sí ha quedado del todo demostrado es que el 

complemento de los peces puede lisar células no reconocidas como 

propias por su sistema inmune, así como opsonizar a estas células 
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para la destrucción por células fagocíticas y participar en reacciones 

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

Las cepas aisladas de casos clínicos suelen ser por lo general 

más resistentes al efecto bactericida del suero que aquellas cepas 

aisladas de origen no clínico. Este hecho queda demostrado en 

estudios como los realizados por RJ. ROANTREE y LA. RANTZ (1960), así 

como J. FlERERy colaboradores (1972) donde se encontró una mayor 

proporción de bacterias Gram negativas resistentes al efecto 

bactericida del suero de aislamientos clínicos 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 clínicos 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 síntomas observados 

(GoWERy cois., 1972; BJÓRKSTÉN y KAIJSER, 1978). 

Existen multitud de estudios realizados que analizan el efecto 

bactericida del suero sobre bacterias patógenas de peces, aunque la 

especie más investigada en este sentido es la trucha arcoiris 

(Oncorhynchus mykiss). En el estudio de HT. BOESEN y cois. (1999) se 

analizó la resistencia de los serogrupos OÍ y 02 a 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 02a, encontrándose 

además una correlación positiva entire el tamaño del lipopolisacárido O 

y la resistencia al efecto bactericida del suero. 

CB. MUNN y cois. (1982) compararon la resistencia de cepas de 

Aeromonas salmonicida al efecto bactericida del suero humano, conejo 

y trucha arcoiris, determinándose unas resistencias que oscilaron de 

altas a intermedias para el suero de trucha. 

La correlación 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) demostró que las cepas de 

mayor virulencia para trucha arcoiris de Yersinia ruchen eran las que 

poseían una mayor resistencia al efecto bactericida del suero, 

comportándose las cepas virulentas como resistentes a dicho efecto, 

mientras que las avirulentas eran sensibles. Un estudio simüar fue 

realizado por TJ. TRUST y cois. (1981) donde se analizó la resistencia 

al efecto bactericida del suero de trucha arcoiris sobre varias cepas 

patógenas para los peces de Vibrio spp., demostrándose una 

correlación positiva entre la menor resistencia al afecto bactericida del 

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

Otros estudios que demuestran esta asociación son los de CB. 

MUNN y cois. (1982) con Aeromonas salmonicida en trucha arcoirs, M. 

FAISAL y cois. (1989) con Aeromonas hydrophila en tilapia del Nilo 

{Oreochromis niloticus), así como A. SUTTON y cois. (1982) con 

Haemophilus influenzae tipo b. 
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Y con respecto a Hafnia alvei, en un estudio realizado por S. 

JANKOWSKI y cois. (1996) con 26 cepas se obtuvo como resultado que 

sólo 5 cepas eran resistentes al efecto bactericida del suero bovino. 

También se puso de manifiesto el papel decisivo que juegan los 

lipopolisacáridos en este mecanismo de resistencia, ya que cepas 

sensibles al efecto bactericida del suero, aumentaban enormemente su 

resistencia al adicionar lipopolisacáridos de cepas de Hafnia alvei al 

suero bovino. Además, este efecto demostró ser dosis-dependiente. 

Igualmente, R. PODSCHUN y cois. (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%, asemejándose a los 

resultados obtenidos en Serratia marcescens (26%) y Klebsiella 

pneumonie (25%), pero significativamente inferior que lo que ocurrió 

con las cepas de Enterobacter cloacae (92%). 

La estructura de los lipopolisacáridos de las cepas "Le Minor" 

(INSTITUTO PASTEUR) de Hafnia alvei 1199, 1216 y 2386 fue 

determinada por A. ROMANOWSKA y cois. (1994), así como por A. 

GAMIAN y cois. (1991), poniendo de manifiesto que los lipopolisacáridos 

de las cepas 1199 y 2386 tenían una estructura especialmente 

compleja, pudiendo atribuírsele la responsabilidad de la resistencia de 

dichas cepas a la acción bactericida del suero encontradas en el 

trabajo de S. JANKOWSKI y cois. (1996). Si bien, está demostrado que la 
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naturaleza del carácter "resistencia al efecto bactericida del suero" es 

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

2.4.3.- HEMOLISIS 

La actividad hemolítica 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 para detectar cepas virulentas (SANTOS y cois., 

1989). Eritrocitos de mamíferos han sido rutinariamente usados para 

determinar estas capacidades no sólo en cepas virulentas de 

hospedadores poiquilotermos y homeotermos, sino también con 

patógenos primarios de peces como Renibacterium sálmoninarum, 

Aeromonas salmonicdda y Yersinia ruckerí. 

El papel de las hemolisinas en la patogenicidad bacteriana 

frente animales homeotermos se ha demostrado en una gran variedad 

de Géneros y Famüias bacterianas: Escherichia (WELCH y cois., 1981; 

CAPRIOLI y cois., 1983; HACKER y cois., 1986), Proteos (KORONAKis y 

cois., 1987; WELCH, 1987), Morganella (KORONAKIS y cois., 1987), 

Mycobacterium (MASLOW y cois., 1999). 

Para el caso de animales poiquilotermos como son los peces, el 

número de trabajos publicados no es tan abundante como en el caso 

de especies bacterianas patógenas en homeotermos. En el estudio de 

Y. SANTOS y cois. (1989) se establecieron patrones hemolíticos de 

Aeromonas spp. móviles frente a eritrocitos humanos, de oveja, 

cobaya, trucha arcoiris y salmón coho (Oncorhynchus kisutch), 
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determinándose que un 96% de las cepas presentaban actividad 

hemolítica. Un porcentaje similar de cepas de Aeromonas hydrophila y 

A. sobria eran capaces de Usar eritrocitos de humanos, de oveja y 

cobaya, siendo mucho menos frecuente esta capacidad hemolítica con 

eritrocitos de trucha arcoiris y salmón coho. Cepas virulentas y 

avirulentas de Aeromonas spp. móviles hemolizaron eritrocitos de 

peces, pero sólo seis cepas patógenas exhibieron una actividad 

hemolítica específica fi-ente a los eritrocitos de trucha arcoiris. De 

estos resultados se desprende que la actividad hemolítica de una cepa 

determinada constituye un claro factor de virulencia para todas las 

especies de aeromonas probadas. Sin embargo, por sí sólo la presencia 

de este factor no contribuye a la patogenicidad que muestran las 

aeromonas móviles. 

XH. ZHANG y B. AUSTIN (2000) realizaron un estudio que 

analizaba la actividad hemolítica de los productos extracelulares de 

Vibrio harveyi, y concluyeron que la capacidad hemolítica estaba 

íntimamente relacionada con la patogenicidad de estas cepas para los 

salmónidos, existiendo una correlación positiva entre la patogenicidad 

y la mayor titulación con actividad hemolítica frente a eritrocitos de 

salmón atlántico (1:256) y trucha arcoiris (1:32). En general, las 

heraolisinas bacterianas son consideradas importantes factores de 

patogenicidad en Vibrio spp. al causar septicemia hemorrágica 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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cois., 1986), V. cholerae (ARDER y MURPHY, 1988; BABA y cois., 1991), 

V. hollisae (YAMAMOTO y cois., 1990), V. mimicus (KiM y cois., 1997), V. 

vulnificus (YAMAMOTO y cois., 1990), y V. anguillarum (HiRONO y cois., 

1996). 

Vibrio anguillarum serotípo OÍ y 02 es el agente etiológico más 

importante de las vibriosis, causando pérdidas millonarias en las 

industrias piscícolas de todo el mundo (SORENSEN y LARSEN, 1986; 

TORANZO y cois., 1997). Este agente bacteriano es productor de 

hemolisinas, existiendo varios estudios que relacionan su mayor 

actividad productora con su capacidad patógena (KODAMA y cois., 

1984; KROVACEK y cois., 1987). 

2.4.4.- PRODUCCIÓN DE SIDBRÓFOROS 

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 patógenos (BULLEN y cois., 1978; FINKELSTEIN y cois., 

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 proteínas como la hemoglobina, ferritina, hemosiderina y 

mioglobina, y extracelularmente en proteínas de alta afinidad por el 

hierro como lactoferrina y transferrina. La cantidad de hierro libre 

biodisponible es de 1 x lO-i^ M, insuficiente para el normal crecimiento 

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

proteínas del hospedador es absolutamente esencial para el 

crecimiento bacteriano y para garantizar el curso de la infección 

(BULLEN, 1981; NEILANDS, 1981-a). Bajo condiciones restrictivas de 

hierro, muchas bacterias patógenas liberan al medio pequeñas 

moléculas de alta afinidad por el hierro llamadas sideróforos 

(NEILANDS, 1981-b y 1995) capaces de obtener hierro a partir de las 

proteínas del hospedador (GRIFFITHS y cois., 1988). Las bacterias 

también pueden obtener hierro a partir de proteínas del hospedador 

mediante una serie de receptores específicos para dichas proteínas y 

mediante una serie de hemolisinas o citotoxinas que liberan 

componentes sanguíneos que se fijan a las bacterias mediante 

receptores específicos (MARTÍNEZ y cois., 1990; OTTO y cois., 1992; 

WOOLDRIDGE y WILLIAMS, 1993). 

Las enterobacterias son capaces de sintetizar una gran variedad 

de sideróforos, los cuales pertenecen a 2 grupos, los sideróforos tipo 

fenolados y los sideróforos tipo hidroxamato. El grupo más importante 

de sideróforos son los tipo fenolados, siendo su representante más 

importante la enterobactina (trímero cícUco de 2,3- düiidroxi-benzoyl-

serina). Este sideróforo es sintetizado por la mayoría de las cepas 

clínicas de Escherichia coli y Salmonella spp. (GRIFFITHS, 1987). Los 

estudios realizados sobre la contribución en el grado de virulencia 

bacteríana por parte de la enterobactina son contradictorios. RJ. YANCEY 

y cois. (1979) describen que un mutante de Salmonella typhimurium 

incapaz de secretar este sideróforo es menos virulento en ratón, 

mientras que WH. BENJAMÍN y cois. (1985) no encontraron relación 
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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 producción de enterobactina. A día 

de hoy, el papel de la enterobactina como factor de virulencia bacteriano 

es todavía incierto (PODSCHUN y ULLMANN, 1998). 

En el grupo de los sideróforos tipo hidroxamato, los más 

importantes son los ferricromos (sintetizados por hongos), 

ferrioxaminas y aerobactinas. La producción de aerobactina se 

describía en un inicio asociada con el plásmido Col l̂  (WILLIAMS, 1979; 

WARNER y cois., 1981). Si bien hoy en día se sabe que la producción de 

aerobactina puede estar codificado por cualquier tipo de plásmido, o 

en el ADN cromosóniico de multitud de bacterias entéricas (LAWLOR y 

PAYNE, 1984; MACDOUGALL y NEILANDS, 1984; VALDANOy CROSA, 1984; 

BlNDEREIF y NEILANDS, 1985; COLONNAy cois., 1985). 

Al contrario que para el caso de la enterobactina, la 

contribución de la aerobactina a la virulencia bacteriana ha sido 

claramente demostrada (NASSIF y SANSONETTI, 1986; D E LORENZO y 

MARTÍNEZ, 1988). 

Por otro lado, el papel que juegan los sideróforos en la 

virulencia se ha descrito en una gran variedad de agentes bacterianos 

patógenos, como en Vibrio choleras (HENDERSON Y PAYNE, 1994), 

Escherichia coli (WILLIAMS, 1979; GADO y cois., 1989; VIDOTTO y cois., 

1990), Vibrio vulnificus (WRIGHT y cois., 1981; STELMA y cois., 1992), 
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Klebsiella pneumonie (NASSIF y SANSONETTI, 1986), Pseudomonas 

aeruginosa (MEYERy cois., 1996) 

Las observaciones de JL. MARTÍNEZ y cois. (1987) indican que la 

Familia Enterobacteñaceae puede dividirse en dos grupos de acuerdo a 

la mayor o menor frecuencia en la síntesis de aerobactina. El grupo de 

cepas con menor frecuencia en la producción de aerobactina (<20%) 

incluye a los Géneros Serratia, Proteus y Salmonella. El segundo grupo 

incluye al género Escheñchia, mosti-ando una frecuencia de síntesis de 

aerobactina superior al 40%. 

Tanto la enterobactina como la aerobactina han sido aisladas en 

cepas de Hafnia alvei (MARTÍNEZ y cois., 1987; RUTZ y cois., 1991; 

PODSCHUN y cois., 2001). En el estudio de MARTÍNEZ y cois. (1987) se 

analizó la proporción de bacterias gram negativas productoras de 

aerobactina en aislamientos hospitalarios, destacando géneros 

bacterianos como Enterobacter y Shigella con más del 50% de cepas 

productoras de aerobactina. En el Género Escheñchia, producían 

aerobactina el 45% de las cepas analizadas. El resto de géneros, en 

donde se incluía a Klebsiella, Citrobacter, Proteus, Morganella, Yersinia, 

Serratia, Salmonella, Acinetobacter y Pseudomonas, el porcentaje de 

producción de aerobactina fue menor del 20%. En el caso de Hafnia 

alvei, sólo se analizó una cepa, y ésta fue positiva a la producción de 

aerobactina. 

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

especie bacteriana capaz de sintetizar los sideróforos ferrioxaminas 
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tipo G y E. La significación de estos sideróforos en la patogenicidad de 

las enterobacterias no está del todo clara. 

R. PODSCHUN y cois. (2001) realizaron un estudio analizando un 

total de 70 cepas de Hafnia alvei, encontrándose que el 100% de las 

mismas sintetizaba algún tipo de sideróforo, pero sólo una de ellas 

sintetizaba enterobactina y ninguna la aerobactina, considerándose 

entonces que los sideróforos sintetizados debían 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 Klebsiélla 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 Klebsiélla pneumoniae. 

2.5.- EVALUACIÓN DE LA INMUNOHISTOQUÍMICA PARA DETECTAR 

INFECCIONES BACTERIANAS EN LOS TEJIDOS ANIMALES 

La inmvinohistoquímica es una técnica novedosa como medio 

diagnóstico en enfermedades infecciosas que se ha utilizado con una 

elevada fiabüidad en muchos casos. Las técnicas inmunohistoquímicas 

combinan métodos anatomopatológicos, inmunológicos y bioquímicos, 

con el objetivo de localizar componentes del microorganismo en tejidos 

infectados, mediante el empleo de anticuerpos específicos y moléculas 

marcadoras. Estas técnicas han sido y siguen siendo de gran aplicación 

en el estudio de la etiopatogenia de las enfermedades infecciosas. 
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aportando valiosa información en la localización e interacción entre el 

patógeno y el hospedador. 

Existe una gran variedad de posibles aplicaciones de técnicas 

inmunohistoquímicas, como son la inmvmoperoxidasa indirecta (IPI), 

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

La técnica inmunohistoquímica se ha utilizado en multitud de 

especies animales para el diagnóstico de diversas infecciones. A 

continuación describimos algunas de las aportaciones hechas de este 

método como técnica de diagnóstico de agentes infecciosos en 

diferentes especies animales. 

Especie bovina 

ChlaTnydia psittaci en tejido uterino, vaginal, oviducto y ganglio 

prefemoral izquierdo de ovejas (BUXTON y cois., 1996; PAPP y SHEWEN, 

1996), Bacillus cereus en áreas necróticas de la ubre de vacas que 

padecían un cuadro de mamitis aguda (FABBI y cois., 1989); 

Mycobacterium amum subsp. paratuberculosis en ganado caprino y 

bovino (NAVARRO y cois., 1991; GUTIÉRREZ CANCELA y cois., 1993; 

THORENSEN y cois., 1994; STABEL y cois., 1996); micoplasmas caprinos 

(RODRÍGUEZ y cois., 1996) y bovinos (ADEGBOYE y cois., 1996; RODRÍGUEZ 

y cois., 1996). 

Especie porcina 

Streptococcus suis en tonsilas de cerdos enfermos (SCANZIANI y 

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

experimentalmente (FRANZ y cois., 1996); Leptospira interrogans en 

tejidos porcinos infectados experimentalmente (SCANZIANI y cois., 

1989). 

Especie aviar 

Chlamydiapsittaci en gallinas (THEIL y cois., 1996); micoplasmas 

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

Especie cunícola 

Pasteurella multocida en conejos (RlCHARDSON y cois., 1997). 

Animales salvajes 

Brucella abortas en focas del Pacífico (Phoca vitulina richardsi) 

(GARNER y cois., 1997); Chlamydia psittaci en tejido urogenital y 

conjuntival de Koalas (HEMSLEYy CAMFIELD, 1997). 

Peces 

Piscirickettsia salmonis en tejidos de salmón atlántico (Salmo 

salai) (ALDAY-SANZ y cois., 1994); Renibacterium salmoninarum en 

tejidos de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (WHITE y cois., 1996; 

LORENZEN y cois., 1997); Vibrio salmonicida en salmón atiántico (Salm.o 

salar) infectado de forma experimental y natural (EVENSEN y cois., 

1991); Flexibacter psychrophilus en tejidos de trucha arcoiris (EVENSEN 

y LORENZEN, 1996 y 1997) y salmón atiántico (OSTLAND y cois., 1997). 
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2.5.1.- APLICACIONES FRENTE A LA INFECCIÓN POR H.ALVEI 

F. REAL y colaboradores (1997) emplearon el método 

irtmunohistoquímico para demostrar la asociación existente entre la 

cepa clínica 187/95 de Hafi%ia alvei, aislada en un colectivo enfermo de 

gallinas ponedoras en la Región Canaria, con las lesiones detectadas en 

el estudio anatomopatológico. Como método inmunohistoquímico se 

empleó el descrito por MARTÍN de las MULAS y colaboradores (1990), 

utilizándose un antisuero poHclonal frente a la cepa 187/95, según el 

protocolo descrito por E. HARLOW y D. LAÑE (1988). La 

inmunoreactividad frente Hafnia alvei fue particularmente intensa 

alrededor de las zonas necróticas de hígado y bazo. También demostró 

tener una inmunoreactividad positiva émbolos bacterianos en vasos 

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

F. AGOSTA y colaboradores (2002) emplearon el uso de la 

inmunohistoquímica para comparar la utilidad de los métodos 

inmunohistoquímicos y microbiológicos en el diagnóstico de la infección 

experimental por Hafiíia alvei en trucha común (Salmo tndta, L.). Para la 

detección de Hafiva alvei en los tejidos de las truchas inoculadas, se 

empleó el suero de un conejo hiperinmunizado contra Hafiva alvei tal y 

como describen E. HARLOW y D. LAÑE (1988), utUizándose la peroxidasa-

antiperoxidasa (PAP) como método inmunohistológico según lo descrito 

por MARTÍN de las MULAS y colaboradores (1990). 

En este trabajo se demostró la enorme utüidad del método 

inmunohistoquímico en detectar la infección por H. alvei en distintos 
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tejidos, incluso en las fases iniciales. Además, el método fue capaz de 

confirmar la presencia de la bacteria en intestino, a pesar de que no 

existían lesiones a nivel macroscópico ni microscópico en dicho tejido, 

ocasionados por Hqfrtía alveL 
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Material y Métodos 

a - MATERIAL Y MÉTODOS 

3 . 1 . - MÉTODOS mCROBIOLÓGICOS CIBMESM.EB 

3 . 1 . 1 . - CEPAS UTILIZADAS EH ESTBl B3STlTI3I'eo 

Las cepas de Hafnia alvei utilizadas en este trabajo fueron u n 

total de 23 , 12 pertenecientes a colecciones privadas de laboratorio, 9 a 

la colección "Le Minor" de cultivos tipo del Instituto Pasteur y 2 a la 

colección 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, año de aislamiento y la referencia completa 

de su donante y / o vendedor. 

a 1,2.- MAKTEIIMIEMTO Y CO^ñMM^JAClíM DE Z.AS CBFAS 

Para el mantenimiento y conservación de las cepas en el 

laboratorio, se usó 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 cvdtivo pviro se resuspendieron en 

Caldo Triptona de Soja (TSB) (Laboratorios Cultimed, Monteada i Reixac, 

Barcelona, España) adicionado con u n 15% de gUcerol y fueron 

congeladas a -80°C para su conservación. 
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TfflMa lo-

CEPA 

187 

C34 

OR-1 

F4319 

XI 

4256 

4094 

1967 

842 

23 

24 

25 

30 

7 

14 

7 

11 

OU-3 

OU-4 

2566 

19 

ATCC 13337 

ATCC 9760 

^(BÜacñ®!!! di® ciBjpsis ál® M.ulkfsi im'ítMñzsidlsis ®!m ® s t e s s t a d l t o 

ORIGEN 

Septicemia en gallina ponedora, España 

Trucha arcoins, España 

Crema pastelera, España 

Enteritis humana,Reino Unido 

Enteritis humana. Reino Unido 

Sangre humana, E.E.U.U 

Esputo humano, E.E.U.U 

Heces humanas, E.E.U.U 

Vejiga humana ,E.E.U.U 

Heces humanas, Francia 

Líquido gástrico humano,Francia 

Heces humanas, Francia 

Humano (desconocido), Francia 

Heces humanas, Francia 

Heces humanas, Francia 

Heces humanas. Marruecos 

Heces humanas, Francia 

Urología 

Urología 

Septicemia en trucha arcoiris 

Lagarto, Italia 

Heces humanas, E.E.U.U 

Paracolon humano, E.E.U.U 

AISLAMIENTO 

1995 

1990 

1996 

1995 

1996 

1983 

1983 

1982 

1981 

1965 

1965 

1965 

1965 

1967 

1967 

1968 

1969 

1999 

1999 

1983 

1968 

1965 

1943 

DONADOR 

F.Real 

J.L.Múzquiz 

L. A Rodríguez 

T.G.Winstanley 

T.G.Winstanley 

C.D.C 

C.D.C 

C.D.C 

C.D.C 

Le Minor 

LeMinor 

Le Minor 

LeMinor 

Le Minor 

LeMinor 

LeMinor 

LeMinor 

L.A Rodríguez 

L.A Rodríguez 

Gelev 

Le Minor 

ATCC 

ATCC 

F.Real. Facultad de Veterinaria. Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. España. 

J.L.Múzquiz. Facultad de Veterinaria, Universidad de Zaragoza. España. 

L.A.Rodríguez. Facultad de Ciencias. Universidad de Vigo, Orense. España 

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, AÜanta. Estados Unidos 

Le Minor. Instituto Pasteur, París. Francia 

Gelev. Veterinary Institute, Plovdiv, Bulgaria 
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a 1.a- PRUEBAS DE IDEHTÍFICACIOS: BE LAB CEPMi 

Las cepas fueron sometidas pa ra su identificación a pruebas 

bioquímicas convencionales en tiibo y placa (SMIBERT y KRIEG, 1981) 

y sistemas miniatiarizados (API 20E) (BioMérieux, Madrid, España). 

Estas p ruebas se utilizaron para garantizar la identificación de las 

cepas objeto de estudio, con la finalidad de dist inguir H. alvei de o t ras 

bac te r ias taxonómicamente ce rcanas como Salmonella spp. , Serratia 

spp. , Edwarsiella spp . y Yersinia ruckeñ, tanto a la llegada de las cepas 

al laboratorio, como cada vez que u n a cepa se recuperó en el medio de 

aislamiento en todas las inociilaciones eiqjerimentales realizadas en 

dorada. 

Se aplicaron u n número de p r u e b a s reduc idas pero "suficientes" 

(REAL y cois., 1997) p a r a garant izar este hecho, como fue la tinción de 

Gram por el método de HUCKER modificado, citocromo-oxidasa por el 

método de KOVACS (1956), la p rueba de la ca ta lasa , oxidación-

fermentación de los azúcares glucosa, arabinosa, meüobiosa, sacarosa, 

sorbitol, manitol e inositol en el medio basa l de HUGH-LEIFSON 

(SMIBERT y KRIEG, 1981), decarboxilación de aminoácidos arginina, 

Usina y omi t ina mediante el caldo de M0LLER (Difco) (M0LLER, 1955, 

cit. SEELEY y cois., 1991), producción de gas a partir de la glucosa 

mediante el caldo de HUGH-LEIFSON adicionado con u n 1% de glucosa 

(SMIBERT y KRIEG, 1981), utilización del citrato mediante la prueba 

Citrato de SlMMONS (Difco), reacción de Voges-Proskauer, producción de 

Indol (KoVACS, 1956), detección de la p-galactosidasa (Oxoid, 
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Basingstoke, Hampshire, RG24 8PW, England) y reducción de nitratos 

mediante el empleo del caldo nitrato (Difco). 

Como prueba complementaria, al comenzar este estudio se 

realizó la üsis de todas las cepas por el fago 1672 según el método 

descrito por PAM. GUIÑEE y J J . VALKENBURG (1968), prueba que nos 

permitió confirmar que nuestras cepas de estudio pertenecían a la 

especie Hafrúa alvei, diferenciándolas así de otras enterobacterias que 

bioquímicamente son muy parecidas. 

A su vez, utilizamos el sistema API 20E (BioMérievix) para 

comparar, y corroborar en su caso, los resultados de identificación, con 

respecto a la metodología clásica, de las cepas que recibimos en el 

laboratorio, y, colonias aisladas a partir de la siembra de riñon y otros 

órganos de los animales sacrificados después de las inoculaciones 

experimentales realizadas en dorada, durante todo este trabajo. 
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3.2." imALISIS DE LOS FACTORES BE -^IRÜLEMCJA BE LAS CEPAS 

DE HAFMIA ÁLVEI 

3.2.1«" DETECCIÓM DEL GEN EAB MEDIASTE KL MÉTODO BE PCS. 

Un total de 23 cepas de Hafnia alvei fueron analizadas para la 

detección del gen eae. Lx)s 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 Infusión Cerebro Corazón (BHI agar) 

(Cultimed) durante 18-24 horas a 37°C para posteriormente proceder a 

la extracción de su ADN mediante el Kit comercial Wvzard Gervomic DNA 

Purification (Promega, Innogenetics Diagnóstica y Tecnología, Barcelona, 

España). 

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

descripción del método previamente hecha por A. ISMAILI y cois. (1996). 

Se emplearon dos juegos de cebadores, que fueron producidos por 

la casa comercial Genset S.A. (Paris, Francia), y fueron diseñados 

siguiendo las directrices de trabajos previos (LOUIE y cois., 1994) (Tabla 

2). 

Se aplicaron dos tipos de prueba de PCR. La primera con los 

cebadores C Í E y C2E que debían amplificar u n fragmento de 1,1 Kb y 

que fue reaHzada previamente por A. ISMAILI y cois. (1996) sobre cepas 

de Hafnia alvei con la presencia del gen eae. El segundo método incluyó 

los cebadores P20 y P40, que debían amplificar u n fragmento de 0,4 kb . 
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según la descripción que LOUIE y cois. (1994) hicieron para el serotipo 

OÍ 11:H8 de B. cali con la presencia de este gen. 

Las amplificaciones fueron realizadas en un volumen de 25 ni, 

conteniendo Ix de tampón (Biorad), 250 nM de cada nucleótido, 2 mM 

de CkMg (Biorad), lU de Taq DNA polimerasa (Biorad), 25 ng de ADN, 

40 nM para los cebadores C1E-C2E, 10 nM para los cebadores P20-P40, y 

el resto hasta 25 \ú. de agua ultrapura estéril. 

Como controles positivos de la amplificación fueron utüizadas las 

cepas de EschericHa cali E2348/69 y RC541. Como control negativo fue 

utilizado iin eppendorf con agua estéril en sustitución del ADN. Como 

marcador de peso molecular se utüizó uno de 100 pares de bases 

(Amersham, Pharmacia Biotech Inc). 

Los geles se prepararon disolviendo agarosa (Sigma) por 

calentamiento en Tampón Tris-Acetato (TAE). La disolución se vierte 

en una placa en la que se ha dispuesto el peine para formar los 

pocilios en los que se depositará la muestra. La concentración de 

agarosa utilizada fue del 1%. 

Muestras de 5 (A1 del producto de PCR se depositan en los 

pocilios de los geles y se sumergen en el tampón Tris-Acetato (TAE). La 

electroforesis la realizamos a 100 voltios durante 30 minutos. 

Los geles fueron teñidos durante 30 minutos en una solución de 

agua destilada con 0.5 ii.g de bromuro de etidio por mililitro, lavadas 
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en a g u a dest i lada, y fotografiadas con u n a c á m a r a Polaroid MP-4 Land 

Camera , u s a n d o u n a película tipo Polaroid 6 6 5 . 

Los t iempos, t empera tu ra s y número de ciclos de las 

experiencias de PCR se m u e s t r a n en la Tabla 3 . 

Tabla 2.- Cebadores latilizados por cada una. áe las tées leas áe FCM 

CEBADOR 

CÍE 

C2E 

P20 

P40 

SECUENCIA 5*-3' 

TCGTCACAGTTGCAGGCCTGGT 

CGAAGTCTTATCCGCCGTAAAGT 

TATTTTATCAGCTTCAGT 

ACGTTACTGGTGACTTA 

TAMAÑO 

PRODUCTO 

AMPLIFICADO 

1,1 Kb 

0 ,4 Kb 

Tabla 3.- Protocolo de ciclos que se ttsaroa eii los éo&i tsiét&áom 

T E M P E R A T U R A (°C) T I E M P O (seg) N° DE CICLOS 
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3,2.2.1.- COíüíCESJTIRaCléW MMIMA meSBITOSIA DE 2,2'-

DEFlfMIBlfL 

La capacidad de crecimiento de cepas de Hqfhia alvei bajo 

condiciones restrictivas de hierro mediante la adición al medio de cultivo 

(BHI agar) de un quelante del hierro, el 2,2'dip3rridyl (Sigma), valoró la 

dependencia del hierro para la actividad metabóUca de H. alvei, 

determinándose así la concentración mínima del quelante que es capaz 

de inhibir el crecimiento bacteriano (CMI). 

Se preparó BHI agar con concentraciones decimales crecientes 

de 2,2'dipyridyl, desde 0,2 hasta 10 mM, observando la mínima 

concentración del quelante que era capaz de inhibir el crecimiento 

bacteriano de las diferentes cepas de Hafrda alvei tras una incubación 

durante 24-48 horas a 37"C. 

3,2.2.2.- PMODÜCCEOEJ ®® SEB®M®FOM©e 

La producción de sideróforos por parte de las diferentes cepas de 

H. alvei se analizó mediante el medio de cultivo descrito por B. SCHWYN y 

JB. NEILANDS (1987). El método que hemos utilizado es el universal para 

la detección de sideróforos, basándose en el cambio de color que 

experimenta el medio CAS agar (Chrome Azurol S) al producirse una 

disminución en el contenido del hierro presente en el medio, ya que está 

siendo utilizado por el metabolismo de la cepa bacteriana que está 
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creciendo. Lx)s sideróforos, que presentan u n a alta afinidad por el hierro, 

extraen hierro del medio produciendo u n cambio en la coloración del 

mismo de azul hacia anaranjado. 

La composición del medio CAS agar es la siguiente: 

Agua dest i lada 

NaOH 

PIPES 

lOx MM9 

Agar 

750 mi Composición del medio MM9 x 10 

6 g KH2P04 3g 

30 ,24 g NaCl 5g 

100 mi NH4C1 lOg 

15 g Agua dest i lada Ilitro 

Autoclavar y dejar enfriar h a s t a 50°C p a r a poster iormente añadi r : 

Ácidos casaminos 

Glucosa al 2 0 % 

1 M MgCb 

100 mM CaCl2 

CAS-HDTMA 

30 mi 

10 mi 

1 mi 

1 mi 

100 mi 

pH final 6,8 

A los ácidos casaminos, a u n a concentración del 10%, se les 

eliminó el exceso de hierro por agitación con igual volumen de 

cloroformo con vin 3 % de 8-hidroxiquinolina. La glucosa se esterilizó por 

filtración, mientras que el MgCk y el CaCb se esterilizaron en autoclave a 

121"C durante 15 minutos. El medio CAS-HDTMA está compuesto por 

u n a solución A que se prepara mezclando 6 0 5 mg de Chrome Azurol S 

en 500 mi de agua destüada, para posteriormente añadirle 100 mi de 
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una solución ImM de FeCla-óHaO. Una vez hecha esta solución, se 

añade lentamente la solución B, compuesta por 729 mg de HDTMA en 

400 mi de agua destilada estéril. 

Con las cepas de Hafnia alvei positivas a la síntesis de sideróforos 

por el método descrito por B. SCHWYN y JB. NEILANDS (1987) se procedió 

a la detección posterior de aerobactina y enterobactina mediante el 

método de R. PODSCHUN y cois. (1992). Dicho método consiste en 

elaborar un agar nutritivo suplementado con 200MM de 2,2'-dip3rridyl 

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 suspensión bacteriana del agente indicador de 

la producción de aerobactina o enterobactina. Dichos agentes 

indicadores son bacterias mutantes incapaces de crecer bajo 

condiciones restrictivas de hierro (200nM de 2,2'-dipyridyl), salvo que se 

encuentre presente en el medio aerobactina (cepa mutante de E. cali LG 

1522) o enterobactina (cepa mutante de Salmonella typhimuñum WR 

1332). Ambas cepas mutantes fueron cedidas gentilmente por el Dr. 

RABSCH del ROBERT KOCH INSTITUT. Posteriormente, una vez soüdiScado 

el medio de cultivo con el agente indicador, y mediante un paüllo estéril 

sembramos cada una de las cepas de Hafnia alvei La aparición de un 

halo alrededor del crecimiento de Hafnia alvei representa un resultado 

positivo a la producción 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. cali productoras y no productoras de aerobactina y 

enterobactina. 
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3.2.a- PRODUCCIOM DE HEMOLISIS 

La obtención de la sangre se realizó mediante la punción 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 mi de sangre entera. Mediante 

centrifugación y sucesivos lavados con PBS estéril obtenemos los 

eritrocitos lavados de ambas especies de peces. Para comparar los 

resultados, también se realizó esta prueba con hematíes de oveja a partir 

de sangre entera desfibrinada comercial (Oxoid). 

Cada cepa de Hafnia alvei se ciiltivó a 37°C durante 48 horas en 

tubos con 10 mi de BHI líquido, adicionando 0.1 mi de diferentes 

suspensiones bacterianas de cada cepa de Hafhia alvei a una 

concentración de 2x10^ ufe/mi medidas en el espectrofotómetro (Spectra 

SheU) a una densidad óptica de 0.2 y longitud de onda de 620 nm. 

Posteriormente el medio se centrifugó, retirándose el sobrenadante para 

ser utilizado en el experimento. De este sobrenadante se realizan 

diluciones seriadas (1:2) desde Va hasta i/sse en microplacas de ELISA 

(Costar, Biosigma), adicionando igual cantidad (50^1) de iina solución 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, según el protocolo anteriormente descrito por PGH. 

PEERBOOMS y cois. (1983). El título con poder hemolítico queda definido 

como la última dilución del sobrenadante en el cual no son visibles los 

eritrocitos, es decir, la última dilución en la cual se produce la Hsis 

completa de los hematíes. Como control positívo de la hemolisis se 

utílizó la cepa Aeromonas hydrophiía J 7 cedida gentilmente por el Dr. 
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J O S É RAMOS VIVAS del Departamento de Biología de la Universidad de 

León. 

3.2,4.- DBTECOOEJ P E LAB FEMBMM^ 

La expresión de las fimbrias tipo I (MSHA) y tipo III (MRHA) fue 

determinada tal y como describieron anteriormente R. PODSCHUM y H. 

SAHLY (1991), empleándose eritrocitos de cobaya y también de dorada y 

t rucha arcoiris con la finalidad de comparar los resultados. 

Para la detección de las fimbrias tipo I, sembramos cada cepa en 

5 mi de TSB (Cultimed) y las incubamos en agitación a 37°C durante 8 

horas. Obtenemos u n a suspensión bacteriana de 2x10» ufc/ml mediante 

espectrofotometria (Spectra SheU) a u n a densidad óptica 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 u n a cantidad 100 veces menor 

que la inicial pa ra obtener u n a concentración de 101° ufc/mJ. La 

hemoaglutinación se observa mezclando 15 microUtros de la suspensión 

bacteriana con igual volumen de u n a suspensión de PBS con u n 3 % de 

eritrocitos de cobaya, pa ra 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 hemaglutinación positiva 

aparecerá en los casos en que existan adhesinas presentes, y la 

observaremos como u n a película homogénea de eritrocitos que se 

depositan en el fondo de la placa. Una vez determinadas las cepas con 

poder hemoaglutinante con los hematíes de las distintas especies 
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probadas, repetimos el experimento pero adicionando 50 mM de D-

manosa a la suspensión bacteriana antes de su mezcla con los 

eritrocitos. Aquellas cepas que con la adición de la D-manosa se les 

inhiba su capacidad hemoaglutinante frente a los eritrocitos de cobaya 

se les considerará como cepa MSHA (hemaglutinación sensible a la 

mañosa), determinándose así la presencia del piH tipo I (PODSCHUN y 

SAHLY, 1991). 

Para la detección de las fimbrias tipo III, procedemos de igual 

manera que en el caso anterior, pero sometiendo a los hematíes a un 

baño en PBS con un 0.001% de ácido tánico (Sigma) durante 15 

minutos, previo a la mezcla con la bacteria. Una vez determinadas las 

cepas con poder hemoaglutinante en hematíes sometídos a este 

tratamiento previo, repetimos el ejqjerimento adicionando un 4% de D-

manosa a la suspensión bacteriana antes de su mezcla con los 

eritrocitos. Aquellas cepas que con la adición de la D-manosa no se les 

inhiba su capacidad hemoaglutinante frente a los eritrocitos de cobaya 

tratados con ácido tánico se les considerará como cepa MRHA 

(hemaglutinación resistente a la mañosa), determinándose así la 

presencia del pili típo 111 (PODSCHUN y SAHLY, 1991). 

Estos mismos experimentos los hemos realizado a modo 

comparatívo utüizando también eritrocitos de dorada y de trucha 

arcoiris. 
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3«2.4,- EFECTO B^CTEMIODA PEL SÜEMO 

Los sueros de los que hemos medido el efecto bactericida frente a 

las distintas cepas de Hafnia alvei fueron extraídos a partir de 10 

doradas de u n peso aproximado de 300 gramos, mezclándose a 

continuación con el fin de homogeneizar los resultados. Utilizamos la 

metodología descrita anteriormente por C. HUGHES y cois. (1982) 

modificada por R. PODSCHUN y cois. (1991). Para eUo realizamos u n a 

suspensión bacteriana a u n a concentración de 2 x 10^ ufe por mi en 

PBS a partir de u n 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 suspensión ajustamos el inoculo a 2 x 

10^ ufe por mi en el espectrofotómetro (Spectra Shell) a u n a densidad 

óptica de 0.2, leído con u n a longitud de onda de 620 nm, pa ra 

posteriormente, y por medio de su dilución centesimal, llevar el inoculo 

has ta 2 x 10^ ufc/ml, comparando los resultados mediante el contaje 

directo de u n a alícuota en placa de cultivo. Añadimos 25 ni de esta 

suspensión a 75 jul de suero, y lo mezclamos en u n a microplaca. 

Finalmente incubamos a 2 5 y 18°C respectivamente durante u n periodo 

máximo de 3 horas , cuantificando el nímiero de bacterias que contiene 

el inoculo t ras cada hora de incubación. Este experimento lo realizamos 

tanto con suero de dorada (Spanis aurata, L.) como con suero de t rucha 

arcoiris (Oncorhynchus mykiss). 

Como control se realiza la descomplementación del suero 

sometiéndolo a 55°C durante 30 minutos, procediendo a realizar el 

mismo experimento que en el apar tado anterior pa ra determinar la 

existencia o no de diferencias en el índice de viabilidad final entre el 
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suero problema y el suero control. 

La viabilidad, para el suero problema se determinó 

inmediatamente (a tiempo cero) y 1, 2 y 3 horas tras la incubación, 

mientras que para el suero control se determinó a tiempo cero, 1 y 3 

horas. Después de mezclar, las muestras se düuyen seriadamente, y se 

Uevan sobre BHI agar para realizar el contaje directo tras la incubación. 

Según la viabilidad bacteriana, los niveles de resistencia al efecto 

bactericida del suero que presenta cada cepa se representaron en una 

gráfica, donde el eje de las "y" representa el % de viabilidad, y el eje de 

las "y el tiempo transcurrido de incubación. 

Cada cepa fue analizada por triplicado, considerándose 

resistentes al efecto bactericida del suero aquellas cepas que tras 3 

horas de incubación mostraban un porcentaje de viabilidad superior al 

100% (DAVIES, 1991), respecto al inócvdo inicial. 

65 



Material y Métodos 

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 pequeños para evitar el estrés en tanques con 

oxígeno puro mediante difusores. Los animales fueron mantenidos en 

tanques de 100 litros en circuito cerrado con cambios parciales de agua 

cada 2 días con aireación del agua mediante difusores durante vin 

periodo de 10 días para su aclimatación previa a los ensayos, 

comprobándose la ausencia de algún signo que hiciera sospechar el 

desarrollo de alguna enfermedad. Durante este periodo se seleccionaron 

aleatoriamente algunos de estos animales y se comprobó que estaban 

libres de patógenos mediante análisis microbiológico de sus órganos 

internos. 

3.3.2.- BETEMEÍIMACIÓBÍ PE LA ©OBIS LMTM, S® (¡©LSD)} 

Con la finalidad de conocer la susceptibilidad de la dorada frente 

a Hqfhia alvei realizamos experiencias de dosis letal 50 para determinar 

la respuesta de la dorada frente a una infección aguda frente a distintas 

cepas de esta bacteria. Los peces se mantuvieron en tanques de 30 litros 

a 18-21°C con aireación constante mediante difusores aumentados 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 

días. 

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 10» hasta 

102 ufe/pez) más un lote control. 

Cada cepa a utilizar se siembra en medio Infusión Cerebro 

Corazón líquido (Cultimed) y se deja en agitación a 22-25°C diirante 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 solución tampón, y se 

ajusta a una concentración final aproximada de 3x10^ u.f.c./ml por 

medio del espectrofotómetro Spectronic 20D. A partir de aqm, se hacen 

diluciones seriadas decimales hasta una concentración de 3x103 

u.f.c./ml. De cada una de estas diluciones hemos sembrado vina 

alícuota en BHI agar para contabilizar y conocer el número exacto de 

ufc/ml en cada caso. 

Cada lote recibe 0.1 mi de una suspensión bacteriana a 

concentraciones decrecientes desde 10^ hasta 10^ ufc/ml en el 

procedimiento de inoculación vía intraperitoneal, mientras que los ocho 

peces del grupo control se inocularon con 0.1 mi de PBS por la misma 

vía. 
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Las cepas de Hafhia alvei utilizadas en la inoculación 

experimental para determinar su DLsoen dorada fueron un total de siete: 

2566/83, OR-1/96, 187/95, 1967/82, C34/90, X l / 9 6 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 Archipiélago 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 

(Xl/96, OR-1/96, 1967/82 y F4319) (RODRÍGUEZy cois., 1998). 

Para el cálculo de la DL50 seguimos la metodología descrita 

anteriormente por JL.REED y M.MUENCH (1938), expresando su valor la 

dosis de Hafhia alvei capaz de matar al 50% de los peces inoculados. 

Para la determinación de la DL50, primero se calcula la distancia 

proporcional (DP), para posteriormente, y mediante la fórmula x = 

logaritmo de la dosis que mata más del 50% - DP, determinar la DL50 

como 10̂ ,̂ siendo la DP: 

%mortalidad >50% -50% 
DP = 

% mortalidad >50% - %mortalidad 

La mortalidad de los peces fue tenida en cuenta hasta quince días 

después de que cesaran las rauertes de todos los grupos inoculados. Los 

peces inociilados y los peces control que tuvieron que ser sacrificados al 

final de la fase experimental fueron mantenidos a temperatura de 

refrigeración y sometidos a necropsia reglada, y seguidamente se 

obtuvieron muestras para su posterior estudio microbiológico, 

histopatológico e inmunohistoquímico. 
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3.3.3.-. mOCULACIOM DE HAFMM ALWFJ. FAKA ISDIJCIR ÜMA 

mFECCIÓM CRÓMICA 

Con la finalidad de conocer las consecuencias epidemiológicas y 

patogénicas de la infección de curso crónico de esta especie bacteriana 

en dorada realizamos varias experiencias de inoculaciones 

experimentales. Utilizamos doradas con u n peso aproximado de 15 

gramos. Los peces se mantuvieron en tanques de 100 litros a 18-21°C 

con aireación constante mediante difusores alimentados por u n 

compresor. También en este caso los peces se mantuvieron con u n 

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

Para cada cepa estudiada hicimos 6 lotes de 25 peces cada uno, 

de los cuales 3 se inocularon con u n a suspensión bacteriana de Hafrúa 

alvei a u n a concentración lO^-lO^ufc/pez, mientras que los otros 3 lotes 

correspondían a los peces controles. La inoculación se hizo de la 

siguiente manera: u n lote con u n a sola inoculación al comienzo de la 

experiencia (a tiempo cero), otro lote con dos inoculaciones a u n 

intervalo de 15 días entre u n a inocxüación y la siguiente (a tiempo cero y 

día 15), y el tercer lote mediante 3 inoculaciones separadas con 4 días 

entre u n a y otra (a tiempo cero, día 4 y día 8). Los tres lotes del grupo 

control se inocularon con el mismo procedimiento pero con PBS estérü y 

fueron mantenidos en las mismas condiciones que los peces inoculados 

con la bacteria has ta el final de la experiencia (TESHIMA y cois., 1992). 

Cada cepa a utilizar se sembró en medio BHI Agar (Cultimed) y se 

incubó en agitación a 22-25°C durante 18-24 horas pa ra obtener u n 

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 lavó dos veces con PBS. El precipitado obtenido lo 

resuspendimos en la misma solución tampón, y se ajustó a una 

concentración final aproximada entre 10^ y 10'̂  u.f.c./ml. Cada pez 

experimental se inoculó con 0.1 mi de la suspensión bacteriana por vía 

intraperitoneal, mientras que los peces de los grupos control se 

inocularon con 0.1 mi de PBS utilizando la misma vía. 

Las cepas de Hafnia alvei utilizadas en la inoculación 

experimental para determinar la patogenicidad de Hafnia alvei en el 

curso crónico de la infección 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 función 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 determinación del grado de patogenicidad de Hafnia 

alvei en dorada en una infección experimiental de curso crónico 

seguimos la metodología descrita anteriormente por C.TESHIMA y cois. 

(1992). La posible mortalidad de los peces inoculados fue evaluada entre 

1-90 días postinoculación. Los peces inoculados y los testigos, que 

tuvieron que ser sacrificados al final de la fase experimental, fueron 

mantenidos a temperatura de refiigeración y sometidos a necropsia 

reglada, y seguidamente se obtuvieron muestras para su posterior 

estudio microbiológico, histopatológico e inmunohistoquímico. 
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3.3.4.- ESTUDIO AMATOMOPATOLOG'ICfS 

Para el análisis anatomopatológico se tomaron muestras de 

riñon, hígado, bazo, intestinos y sistema nervioso, que fueron fijadas 

en solución tamponada de formol al 10%, embebidas en parafina y 

posteriormente cortadas con el microtomo en láminas de unas 4 pm. A 

continuación se procedió a la tinción de los cortes histológicos con 

hematoxüina-eosina para su estudio histopatológico. Esta fase fue 

realizada en coordinación con la Unidad de Anatomía Patológica de la 

Facultad de Veterinaria de Las Palmas de Gran Canaria. La evaluación 

de la intensidad de la reacción 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 reacción (muy ligera), respectivamente. 

3.3.5=- ESTUDIO IMBKJMOHISTOQniMICO 

De todas las técnicas inmunohistoquímicas existentes, la 

peroxidasa-antiperoxidasa (PAP) según describen J. MARTÍN DE LAS 

MULAS y cois. (1990) fue la técnica de elección a la hora de realizar 

dicho estudio con las adaptaciones descritas por F. AcosTA y cois. 

(2002) a partir de las muestras tomadas en las experiencias anteriores 

de infección aguda o crónica 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 obtención del antisuero policlonal anti-Hafiíia alvei se realizó 

según la metodología descrita por E. HARLOW y D. LAÑE (1988) y F. 

AGOSTA y cois. (2002), utilizándose 2 conejos de unos 2 Kg de peso de 

raza caUfomiana, procedentes de una explotación con ion alto nivel 

sanitario. La granja corresponde a un colectivo que desparasita y vacuna 

sus ejemplares periódicamente frente a mixomatosis, enfermedad vírica 

hemorrágica y enterotoxemia. Ambos animales fueron adaptados a 

nuestro animalario y periódicamente inspeccionados para garantizar su 

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

A cada animal se le administró 2 mi de un inoculo compuesto por 

Iml de una suspensión de Hafnia alvei inactivada y 1 mi de Ad3aavante 

de Freund incompleto (Sigma). La suspensión inactivada de Hafnia alvei 

se realizó con un cultivo en el medio BHI líquido (Cultimed) de la cepa de 

Hafnia alvei 187/95, a 37°C durante 24 horas con agitación continua y 

suave. Posteriormente se lavó dos veces la suspensión 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 adicionándole un 5°/oo 

de formol e incubando durante 24 horas a 37°C para inactivar las 

bacterias. A las 24 horas tomamos una alícuota de la suspensión y la 

sembramos en un Agar Sangre (Cultimed) a 37°C durante 24 horas para 

garantizar la inexistencia de bacterias vivas. 

Cada conejo recibió los 2 mi del inoculo (Iml de la suspensión de 

Hafnia alvei inactivada y 1 mi de Ad3ruvante de Freund incompleto) 

repartidos en 10 puntos de inyección subcutánea por diversas zonas del 

cuerpo. 
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Tras 5 semanas desde la primera inoculación, se les aplicó una 

segunda dosis con el mismo inoculo, para provocar así una buena 

hiperinmunización. A los 15 días de esta segunda inoculación se 

procedió a la sangría completa de los conejos (previamente anestesiados 

medíante la aplicación subcutánea de una solución compuesta por 0.2 

mi de acepromacina y 0.4 mi de ketamina) por punción cardíaca. 

Una vez obtenida la sangre se centrifugó a 3000 rpm durante 5 

minutos, y el suero se conservó a -80"C para ser usado en el estudio 

imnunohistoquímico. 

El procesado de las secciones de los órganos para el anáüsís 

inmunohistoquimico comienza con el desparafinado de las muestras 

sometiéndolas a baños de xüol en tres pases de 10, 5 y 5 minutos 

respectivamente. Posteriormente se sumergen en una solución de 

alcohol al 100% y se procede al bloqueo de la peroxidasa endógena 

sumergiendo las secciones de los órganos en una solución de metanol 

absoluto con un 3% de peróxido de hidrógeno durante 30 minutos. Tras 

este periodo se somete a las secciones a baños de 5 minutos en alcohol 

de graduación 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 acción de la pronasa al 0 .1% 

durante 10 minutos. Posteriormente, las secciones se someten a baño en 

PBS durante otros 5 minutos. 

Tras el baño con PBS se somete a los tejidos a la acción 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 mañana 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 incubación se someten a las secciones a dos baños de 5 minutos en 

PBS y uno de acetato buñer durante 10 minutos. 

Tras estos pasos se procede al revelado con 3-amino-9-etil-

carbazol (Sigma) durante 5 minutos en agitación suave. Después de este 

proceso se lava durante 5 minutos en agua corriente y se sumergen las 

secciones durante 5 minutos en una solución 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 (Irmnumount; 

Shandon, Pittsburgh, PA). 

Tejido hepático de aves infectadas de forma natural y de ratones 

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

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

de cabra al 10%. 

La intensidad de la respuesta obtenida en cada muestra evaluada 

se determinó como muy intensa, intensa o ligera en fixnción de que los 

campos visualizados mostraran aproximadamente un 100%, 50-75% y 

menos de vin 25% de reacción positiva, respectivamente. 

a. 3.6." ESTUDIO MICROBIOLOGICe 

Para el estudio microbiológico, se tomaron muestras de riñon, 

hígado y bazo, que sembramos en Mac Conkey agar (Difco) y Agar 

Sangre (Cultimed) adicionado con un 2% de cloruro sódico. Las placas 

fueron incubadas a 25 °C durante 24-48 horas en ambiente aerobio. 

Para confirmar que la bacteria aislada se correspondía con Hafnia alvei, 

cada aislamiento fue sometido a una batería de pruebas clásicas de 

identificación (SMIBERT y KRIEG, 1981), a3^dándonos en ocasiones con el 

perfil que nos facilitó el sistema API-20E (Biomerieux, Madrid, España). 

Estas pruebas fueron enximeradas con detalle en el punto 3.1.3 del 

presente capítulo. 
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4.- RESULTADOS 

4 . 1 . - FACTORES DE VIRULENCIA DE LAS CEPAS DE HAFNIA 

ALVEI 

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

Una vez realizada la prueba de la PCR con los dos juegos de 

cebadores, el C1E-C2E y P20-P40, en ninguno de los dos casos se 

detectó el gen eae en alguna de las 23 cepas de Hafnia alvei 

analizadas (Figuras 1 y 2. Tabla 13). Así 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 destrucción focal, la íntima adherencia entre la bacteria y la 

membrana de los enterocitos y la acumulación de filamentos de actina 

polimerizada, provocando fuertes cambios en el citoesqueleto del 

enterocito bajo el área de localización de la bacteria. Los controles 

positivos de cada reacción amplificaron el fragmento del gen eae 

esperado, siendo de 1,1 Kb para el juego de cebadores C1E-C2E 

(Figura 1) y 0,4 Kb para los cebadores P20-P40 (Figura 2). 

76 



Resultados __^ 
Figura 1.- PCR c o n el juego de cebadores C Í E y C2E 

M Marcador de peso molecular de 100 
pares de bases 

C Cepa control positiva 2348/69 

1—23 Resultado de las cepas analizadas de 
H. alvei 

Figura 2 . - PCR c o n e l juego de cebadores P20 y P40 

M Marcador de peso molecular de 100 
pares de bases 

C Cepa control positivo E. coli RC541 

1—23 Resultado de las cepas analizadas de 
H. alvei 
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4 .1 .2 . - UTILIZACIÓN DEL HIERRO POR HAFNIA ALVEJ 

4.1.2.1.-CALCULO DE LA CONCENTRACIÓN MÍNIMA 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 adición al medio de cultivo del quelante 2,2'-

dipyridyl. La cepa que mostró una mayor resistencia frente a la acción 

del quelante fue la LM 25 /65 , siendo capaz de crecer con 

concentraciones de 1 mM de 2,2'-dip3rridyl (Figuras 3 y 4). Por el 

contrario, la cepa XI fue la que mostró una mayor susceptibilidad 

frente a la falta de hierro biodisponible para el metabolismo 

bacteriano, ya que era incapaz de crecer con una concentración de 

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

Si agrupamos todas las cepas estudiadas en función de su 

resistencia a iguales concentraciones del quelante 2,2'-dipyridyl, 

tenemos en el Grupo 1 las cepas con una concentración mínima 

inhibitoria (CMI) de 0,2 mM de 2,2-dipyridyl, estando representada 

únicamente por la cepa XI (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, 8 4 2 / 8 1 , 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 
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encuen t r an l as cepas ATCC 13337 y 1 8 7 / 9 5 (Grupo IV), mien t ras que 

la cepa LM 2 5 / 6 5 es la que posee u n a CMI superior, s iendo posible su 

crecimiento cuando se a lcanza en el medio u n a concentración de 2 ,2 ' -

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

Figura 3. Agrupación de las cepas de Hafnia alvei según la capacidad 
de crecimiento con una determinada concentración mínima inhibitoria 
de 2,2'-dipyridyl presente en el medio 

Grupo I 

Grupo II 

Grupo III 

Grupo IV 

Grupo V 

O 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 
CONCENTRACIÓN DE 2,2'-DIPYRIDYL (MM) EN EL MEDIO 

1 
-

-

-

-

L. 

—^í^? 

- = - 1 * 

"™"T1 

'-̂  r f 1^ (^ —=—J 
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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 

DGRUPO I 
D GRUPO IV 

GRUPO II D GRUPO 
GRUPO V 

17% 

66% 
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4.1.2.2.-PRODUCCIÓN DE SIDERÓFOROS 

Tras el ensayo realizado según la metodología anteriormente 

descrita por B. SCHWYN y JB. NEILANDS (1987), el 100% de las cepas de 

Hafnia alvei analizadas produjeron una reacción positiva en el medio 

Chrome Azurol S agar por medio del viraje de coloración de azul hacia 

un halo amarillo alrededor de cada cepa de Hafnia alvei analizada, 

evidenciándose así la capacidad de captación de hierro del medio 

mediante la producción de sideróforos (Figura 5). Podemos de esta 

forma asegurar que todas las cepas de Hafnia alvei probadas producen 

algún tipo de sideróforo en el medio. 

Figura 5.- Imagen de la producción de sideróforos 

Una vez detectada la capacidad de síntesis de sideróforos por 

parte de cada una de las cepas de Hafnia alvei, se procedió al análisis 

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 

sideróforos producidos por enterobacterias relacionados con aumento 

en la virulencia de las cepas. 

Ninguna de las 23 cepas de Hafnia alvei analizadas (100%) 

demostró la capacidad de sintetizar aerobactina o enterobactina. Los 

controles positivos y negativos representados por las cepas K311 

(control positivo para la producción de aerobactina), W112 (control 

negativo aerobactina), cepa 390 (control positivo para la producción de 

enterobactina) y la cepa H1887 (control negativo de enterobactina) 

dieron los resultados esperados. 

4.1.3.- PRODUCCIÓN DE HEMOLISIS 

Ninguna de las titulaciones realizadas de los diferentes 

sobrenadantes de las 23 cepas de Hafnia alvei empleadas hemoUzaron 

los hematíes de dorada. En el caso de los hematíes de trucha arcoiris 

los resultados fueron los mismos al no producirse la hemolisis de los 

eritrocitos de trucha. En ambos casos, estos resultados los obtuvimos 

tanto tras la incubación a 18°C como a 25"C. La cepa empleada como 

control positivo, Aeromonas hydrophyla J7, produjo hemolisis hasta la 

titulación V4 de su sobrenadante. 
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4.1.4.- EEMAGLUTIMACION FRENTE A ERITROCITOS DE COBAYA, 

DORADA Y TRUCHA ARCOIRIS 

El efecto hemaglutínante de las cepas probadas frente a 

eritrocitos de cobaya, dorada y trucha arcoiris fue muy similar con 

pequeños matices de diferencia, aunque la hemaglutínación resultó 

ser más sensible cuando se utüizaron hematíes de cobaya. 

La hemaglutínación de eritrocitos de cobaya sensible a la 

mañosa (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 típo I. 

En la experiencia de detección del pili tipo III, la resistencia a la 

hemaglutinación de hematíes de cobaya con un tratamiento previo de 

ácido tánico con la adición de un 4% de mañosa (MRHA) se evidenció 

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 típo III habíamos 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 hematíes de dorada la hemaglutinación 

sensible a mañosa soló 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 hematíes de trucha arcoiris, sólo la cepa 

4256/83 produjo una hemaglutinación sensible a la presencia de la 

mañosa (Tabla 4). 

En la experiencia realizada con hematíes de dorada previamente 

tratados con el ácido tánico, la hemaglutinación resistente a la 

mañosa soló 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 hematíes de trucha arcoiris, ninguna cepa 

produjo una hemaglutinación resistente a la mañosa (Tabla 4). 
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Tabla 4.- HeraLagiutis^ación de las cepas de Hafnia alvei con eritrocitos 
d® cobaya, dosada y traclaa asrcoisis 

':--v'^^m^f:^f'p- wms&mmmsm 
CEPA MSHA MRHA MSHA MRHA MSHA MRHA 

187 /95 

C34 

2 5 5 6 / 8 3 

ATCC 13337 

XI 

LM 14 /57 

LM 3 0 / 6 5 

LM 2 5 / 5 5 

OR-1 

ATCC 9750 

4 0 9 4 / 8 3 

4 2 5 6 / 8 3 

1967/82 

8 4 2 / 8 1 

LM 7 / 6 7 

LM 2 4 / 6 5 

LM 2 3 / 6 5 

F4319 

LM 19/58 

LM 7 / 6 8 

OU-3 

OU-4 

LM 11 /59 

MSHA.- HEMAGLUTINACION SENSIBLE A MAÑOSA 
MRHA..- HEMAGLUTINACION RESISTENTE A MAÑOSA 

(+) HEMAGLUTINACION POSITIVA 
(-) HEMAGLUTINACION NEGATIVA 
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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 

incubación 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. 

Según la interpretación de RL. DAVIES (1991), únicamente se 

considera a una cepa resistente al efecto bactericida del suero cuando 

tras 3 horas de incubación presenta un porcentaje de viabilidad 

superior al 100%. De aquí que sólo dos cepas clínicas 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 colección LM 2 3 / 6 5 (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) sólo 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 infección 

experimental crónica, la cepa 187/95 es la que presenta una mayor 
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resistencia al efecto bactericida del suero de dorada con índices de 

viabilidad a las tres horas del 101.2% a 18°C y 142.5% a 25°C (Tabla 

5). La cepa 2566/83 presenta una sensibilidad intermedia a la acción 

del complemento del suero puesto que tras tres horas de incubación, 

el porcentaje de bacterias viables se situó en el 37.6% a 18°C y 52% a 

25°C (Tabla 5). Por el contrario, la cepa C34 muestra una elevadísima 

sensibilidad a la acción del complemento del suero de dorada puesto 

que la viabilidad se sitúa a las citadas temperaturas en el 9.7% y 

5.3%, respectivamente (Tabla 5). 

De las cepas empleadas en la experiencia de infección aguda, la 

única 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 sólo presentó 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 índice se situó en el 61.5% 

(Tabla 7). Por el contrario, con una sensibilidad intermedia están la 

cepa 2566/83 ya mencionada anteriormente, así como la XI, ésta 

última con unos índices 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 infección aguda por Hafnia alvei en 

dorada (cepa C34, ya citada) presentó una elevada sensibüidad al 

efecto bactericida del suero de la dorada. 
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De las cepas no empleadas en las experiencias de inoculación, 

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 2 4 / 6 5 (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 comportó, 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 incubación a 18°C, algunos 

sueros control no alcanzaron el límite 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 gráficamente lo ocurrido 

a lo largo de las tres horas de duración 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 viabüidad a las tres horas superior al 100%), mientras 
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Resultados 
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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Resultados 
Tabla 5.- Resistencia al efecto bactericida del suero de dorada de las 
cepas 187 /95 , C34, 2 5 6 6 / 8 3 , ATCC 13337, XI y LM 14 /67 , medido 
como porcentaje de viabilidad en diferentes tiempos de incubación. 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

CEPA 

1 8 7 / 9 5 

C34 

2 5 6 6 / 8 3 

ATCC 1 3 3 3 7 

X I 

LM 1 4 / 6 7 

18" 
SUERO 

PROBLEBIA 

106.2 
80 

101.2 

80.7 
23.1 
9.7 

55.6 
34.1 
37.6 

44 
15 
10 

35 
35.5 
47 

16 
8.6 
6.2 

C 
SUERO 

CONTROL 

126.2 

167.5 

92.1 

101.3 

95.7 

112.8 

65 

171 

106 

166.5 

103 

159.5 

2 5 0 0 
SUERO SUERO 

PROBLEUA CONTROL 

87.5 153.7 
72.5 
142.5 231.2 

45.6 122.1 
11.6 
5.3 141.9 

43 106.8 
41.6 

52 122.9 

59 74.5 
19.7 
16.1 190 

30 108 
37.7 
57.5 190.5 

31.5 147 
13.1 
12 207 
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Resultados 
TaMa &.- Resistesicia al efecto bactericida de! suero de 
cepas LM 3 0 / 6 5 , LM 2 5 / 6 5 , OR-1, ATCC 9760 , 4 0 9 4 / 8 3 
maedido cotsio porceMaje de viabilidad en diferentes 

de ias 
y 4 2 5 6 / 8 3 , 
tien^pos de 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

CEPA 

LBI 3 0 / 6 5 

LM 2 5 / 6 5 

OR-1 

ATCC 9 7 6 0 

4 0 9 4 / 8 3 

4 2 5 6 / 8 3 

18" 
SUERO 

PROBLEMA 

78.5 
73 

83.5 

66 .5 
63.5 
74.3 

34.8 
38.9 
33.8 

57.9 
24.6 
13.4 

30.2 
46 

43.9 

121.1 
72.6 
111.4 

C 
SUERO 

CONTROL 

101 

112.5 

83.7 

90.1 

91.2 

127.1 

92 

96 .1 

82.4 

119.7 

126 

270.6 

25" C 
SUERO 

PROBLEMA 

75 
67 
85 

79 .8 
93.4 
130.7 

48.2 
38.4 
64.6 

59.7 
12 

7.3 

57.5 
42.3 
27.2 

109 
98 .1 
140.5 

SUERO 
CONTROL 

132.5 

157 

117.5 

162.5 

105.1 

160.4 

102.7 

148.3 

106.8 

169.6 

169.6 

314.5 
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Resultados 
Tabla 7.- Resistencia al efecto bactericida del suero de dorada de las 
cepas 1967 /82 , 8 4 2 / 8 1 , LM 7 /67 , LM 2 4 / 6 5 , LM 2 3 / 6 5 y F4319 medido 
como porcentaje de viabilidad en diferentes tiempos de incubación. 

CEPA 

1 9 6 7 / 8 2 

18° C 
SUERO SUERO 

PROBLEMA CONTROL 

as'-c 
SUERO SUERO 

PROBLEBIA CONTROL 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

8 4 2 / 8 1 

LM 7 / 6 7 

LM 2 4 / 6 5 

41.7 
35.2 
19.1 

59.3 
72.8 
74.6 

50.1 
38.4 
32 

57.1 

78.5 

86.1 

128.4 

67.6 

92.6 

55.1 
37.5 
49 

87 
82.6 
79.9 

46.6 
57.9 
52.7 

86.5 

—-
120.4 

101.4 

142.3 

87.4 

107.7 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

106.2 
113.2 
97.5 

127.8 

156.5 

98.2 
135.8 
157 

158.5 

285.6 

LM 2 3 / 6 5 
UNA HORA 

DOS HORAS 
TRES HORAS 

72.1 
62 .3 
63.8 

77.9 

195.8 

72.7 
62.3 
109 

94.2 

230.4 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

F 4 3 1 9 90.2 
116.8 
61.5 

117.9 

137.4 

138.4 
126.1 
134.4 

174.3 

208.2 
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Resultados 

cepas LM 
porcemtaje de 

al efecto bactericida del suiero de dorada de las 
8, LM 7 / 6 8 , OU-3, OU-4 y LM 11 /69 , medido como 

viabilidad exi diferentes t iempos de iraciabación 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

CEPA 

LM 1 9 / 6 8 

LM 7 / 6 8 

OU-3 

OU-4 

LM 1 1 / 6 9 

18° 
SUERO 

PROBLEMA 

78.2 
90.4 
74.7 

64.8 
25.3 
19.4 

112.5 
62.6 
59.7 

88.7 
30.6 
23.4 

68.8 
42.8 
52.1 

C 
SUERO 

CONTROL 

104.3 

132.6 

82 .1 

94.2 

160.5 

193.6 

90.2 

118.8 

69.9 

87.8 

25° C 
SUERO 

PROBLEMA 

114.7 
94.7 
105.2 

31.5 
68 

73.7 

82 .1 
57.2 
37.1 

79.1 
38.6 
20.4 

42.8 
51.2 
57.1 

SUERO 
CONTROL 

121.9 

169.9 

109.1 

283.7 

196.6 

213.1 

138.6 

180.6 

54.2 

140 
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Resultados 

Figura 6.- Modelo I de resistencia al efecto bactericida del suero de 
dorada {cepas 187 /95 , LM 2 5 / 6 5 , 4 2 5 6 / 8 3 , LM 2 4 / 6 5 , LM 2 3 / 6 5 , 
F4319 y LM 19/68) 
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Figura 7.- Modelo 11 de resistencia al efecto bactericida del suero de doradsf 
(cepas 2 5 6 6 / 8 3 , XI , LM 3 0 / 6 5 , O R Í , 4 0 9 4 / 8 3 , LM 11 /69 , 1 9 6 7 / 8 2 | 
8 4 2 / 8 1 , 7 / 6 7 , 7 /68 , OU-3 y OU-4) | 
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Resultados 

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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Resultados 
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 9 y 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) sólo 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 infección 

crónica en dorada, la cepa 2566/83 es la única que presenta 

resistencia al efecto bactericida del suero de trucha con índices 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 incubación, la viabilidad se sitúa 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 

elevadísima sensibilidad a la acción del complemento del suero de 

trucha arcoiris puesto que la viabilidad se sitúa por debajo del 0 .1% 

para ambas temperaturas (Tabla 9). 
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Resultados 
De las cepas empleadas en la inoculación experimental para la 

determinación de la dosis letal 50 (DL50) en dorada, las cepas F4319, 

y 2566/83 presentaron resistencia al efecto bactericida del suero a las 

dos temperaturas analizadas, mostrando la última 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 sólo presentó resistencia a la temperatura de 25°C con una 

viabilidad del 151.9% (Tabla 11). Por el contrario, las cepas XI (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 

elevadísima sensibilidad, mientras que la otra cepa empleada en este 

estudio (187/95), presentó una sensibilidad intermedia, con una 

viabilidad del 40.3 y 56% (Tabla 9). 

De las cepas no empleadas en las experiencias de inoculación 

experimental en dorada para determinar la DL50, 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 

2 4 / 6 5 (Tabla 11), mientras que las cepa 842 /81 (Tabla 11) y LM 

19/68 (Tabla 12) sólo 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 sensibüidad a ambas 

temperaturas se encuentran las cepas LM 3 0 / 6 5 (Tabla 10), LM 25 /65 

(Tabla 10), LM 7/67 (Tabla 10), LM 2 3 / 6 5 (Tabla 11), OU-4 (Tabla 12) 

yLM 11/69 (Tabla 12). 
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Resultados 
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 gráficamente lo ocurrido a lo largo de las tres horas de 

duración 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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Resultados 
Tabla 9.- Resistencia ai efecto bactericida del sueiro de t rucha arcoirls de 
las cepas 1 8 7 / 9 5 , C34, 2 S 6 6 / 8 3 , ATCC 13337, XI , LM 14 /67 y LM 
3 0 / 6 5 , raiedido como porcentaje de viabilidad en diferentes tien&pos de 
incubación. 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

CEPA 

1 8 7 / 9 5 

C34 

2 5 6 6 / 8 3 

ATCC 1 3 3 3 7 

X I 

LM 1 4 / 6 7 

18° 
SUERO 

PROBLEMA 

50.4 
48.7 
40.3 

15.5 
0.2 
0.1 

112.5 
122.4 
124.7 

91.6 
58.4 
59.5 

98.6 
21.7 
5.1 

55.1 
67.3 
129.9 

C 
SUERO 

CONTROL 

125.4 

156.9 

91.9 

111.6 

137.7 

208.1 

120.3 

132.9 

99.9 

109.3 

98.6 

192.9 

25° C 
SUERO 

PROBLEMA 

64.9 
67.2 

56 

31.1 
2± 
0.1 

109.2 
141.07 
175.24 

73 .3 
32 

26.9 

8.6 
2.1 
0.5 

63.2 
97.9 
157.3 

SUERO 
CONTROL 

132.2 

399.9 

145.5 

272.7 

187.9 

310.94 

147.8 

469.9 

107.9 

433.3 

134.3 

222.4 
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Resultados 
Tabla 10.- Resistencia al efecto bactericida del suero de trucha arcoiris 
de las cepas las cepas LM 2 5 / 6 5 , O R Í , ATCC 9760, 4 0 9 4 / 8 3 , 4 2 5 6 / 8 3 y 
1967 /82 , medido como porcentaje de viabilidad en diferentes tiempos 
de incubación. 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

CEPA 

LM 3 0 / 6 5 

LM 2 5 / 6 5 

OR-1 

ATCC 9 7 6 0 

4 0 9 4 / 8 3 

4 2 5 6 / 8 3 

18" 
SUERO 

PROBLEMA 

47.9 
6.8 
0.1 

54.4 
40.8 

19 

28.6 
9.9 
6.6 

116.4 
141.4 
161.7 

114.9 
124.9 
167.7 

79.7 
68.3 
56.9 

C 
SUERO 

CONTROL 

118 

155.5 

83.6 

111.1 

99.9 

104.9 

170.3 

279.3 

166.7 

257.8 

93.8 

115.2 

25° C 
SUERO 

PROBLEMA 

80.2 
43 .1 
6.9 

29.9 
14.2 

„,„-„.ié¿_„. 

15.3 
9.3 
6.6 

114.83 
165.52 
258.1 

50.2 
113.8 
182.4 

76.8 
38.4 
79.7 

SUERO 
CONTROL 

141.34 

160.3 

141.6 

285.7 

166.6 

213.3 

236 

570.3 

149.6 

273.4 

142.5 

247.6 
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Resultados 
Tabla 11. - Resistencia al efecto bactericida del suero de t rucha arcoiris 
de las cepas 8 4 2 / 8 1 , LM 7 / 6 7 , LM 2 4 / 6 5 , LM 2 3 / 6 5 , F4319, LM 19 /68 y 
LM 7 / 6 8 , medido como porcentaje de viabilidad en diferentes tieraapos de 
incubación. 

1 1 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

CEPA 

1 9 6 7 / 8 2 

8 4 2 / 8 1 

LM 7 / 6 7 

LM 2 4 / 6 5 

LM 2 3 / 6 5 

F 4 3 1 9 

18° 
SUERO 

PROBLEMA 

72.8 
70.1 
62.2 

71.4 
70.1 
85.9 

2.3 
0.9 
0.1 

139.3 
150.3 
153.1 

7.6 
1.2 
0.8 

120.9 
98.6 
138.9 

C 
SUERO 

CONTROL 

90.4 

120.4 

107.5 

121 

61.9 

67 

212.4 

357.2 

103.2 

124.1 

135.8 

274.7 

25° C 
SUERO 

PROBLEMA 

91,3 
59.5 
151.9 

78.9 
82.3 
179.8 

1.4 
0.5 
0.1 

177.5 
99 .3 
111.7 

2.1 
0.3 
0.1 

108.2 
166.5 
172.9 

SUERO 
CONTROL 

180.4 

358.9 

139.4 

529.4 

85.8 

270.9 

332.4 

499.4 

105.9 

285.7 

170.8 

790.4 
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Resultados 
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 incubación. 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

UNA HORA 
DOS HORAS 

TRES HORAS 

CEPA 

LM 1 9 / 6 8 

LM 7 / 6 8 

OU-3 

OU-4 

LM 1 1 / 6 9 

18" 
SUERO 

PROBLEMA 

72.7 
71.8 
65.4 

85 .3 
46.4 
127.3 

110 
59.3 
53.7 

7.6 
0.1 
0 

18.4 
0.2 
0.1 

C 
SUERO 

CONTROL 

79.9 

117.2 

104.1 

182.4 

156.2 

187.5 

94 

153.8 

73.8 

98.4 

25° C 
SUERO 

PROBLEMA 

84 
100.8 
104.5 

146.6 
119.1 
172.3 

80.6 
51.8 
27.5 

6.1 
3 

0.1 

51.6 
2.4 
0.1 

SUERO 
CONTROL 

129 

332.6 

171.6 

447.9 

192.5 

286.8 

153 

223.4 

159.9 

246.1 
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Resultados 
Figura 9.- Modelo I de resistencia al efecto bactericida del suero de 
t rucha arcoiris (cepas 2 5 6 6 / 8 3 , LM 14/67 , ATCC 9760, 4 0 9 4 / 8 3 , LM 
2 4 / 6 5 , F4319, 1967 /82 , 8 4 2 / 8 1 , LM 19 /68 y LM 7 /68) 
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Figura 10.- Modelo O de resistencia al efecto bactericida del suero de t rucha i 
arcoiris (cepas 1 8 7 / 9 5 , ATCC 13337, 4 2 5 6 / 8 3 y OU-3) 1 
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Resultados 

Figura 11.- Modelo III de resistencia al efecto bactericida del suero de 
trucha arcoiris (cepas C34, XI , LM 7 /67 , LM 2 3 / 6 5 , LM 2 5 / 6 5 , O R Í , 
LM 3 0 / 6 5 , OU-4 y LM 11/69) 
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TABLA 13.- RESUMEM DE EXPRESIÓN DE FACTORES DE VIRULENCIA 
DE HÁFMIA ALVEIEE LAS CEPAS DE NUESTRO ESTUDIO 

187/95 2566/83 C34 ATCC 13337 XI LM 14/67 
GES EAE 

ENTEROBACrraA 
AEROBACrraA 
HEMOLISIS** 

MSHA*** 
MHHA*** 

RESISTENCIA SUERO* 

LM 3 0 / 6 5 LM 2 5 / 6 5 O R Í ATCC 9 7 6 0 4 0 9 4 / 8 3 4 2 5 6 / 8 3 
GEN CAS 

BNTEROBACTINA 
AEROBACTINA 
HEMOLISIS** 

MSHA*** 
MRHA*** 

RESISTENCIA SUERO* 

1967/82 842/81 LM 7/67 LM24/65 LM 23/65 F4319 
G E N £ A £ 

ENTEROBACTINA 
AEROBACTINA 
HEMOLISIS** 

MSHA*** 
MRHA*** 

RESISTENCIA SUERO* 

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

ENTEROBACTINA 
AEROBACTINA 
HEMOLISIS** 

MSHA*** 
MRHA*** 

RESISTENCIA SUERO* 

*RESISTEWCIA AL SUERO.- MEDIDA A 2 5 - 0 EN SUERO DE DORADA 
** HEMOLISIS.- MEDIDA CON HEMATÍES DE DORADA 
***MSHA Y MRHA.- MEDIDA CON HEMATÍES DE COBAYA 
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4.2.- EVALUACIÓN DE LA PATOGENICIDAD DE VARIAS CEPAS DE 
HAFNIA ALVEIEJX DORADA 

4.2.1.- CÁLCULO DE LAS DOSIS LETALES 50 

En ninguna de las experiencias de inoculación experimental en 

dorada para determinar la dosis letal 50 con las cepas de Hafnia alvei 

2566/83, OR-1, 187/95, 1967/82, C34, XI y F4319 se produjo alguna 

mortalidad mientras duró la experiencia, a las dosis inoculadas vía 

intraperitoneal de 10^ a 10^ ufe/pez, determinándose así que las DL50 de 

todas las cepas analizadas se situaban por encima de 10^ ufe/pez. La 

dosis exacta inicial de inoculo que se utilizó 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 e7q>eTiencia de DLso 

DOSIS INICIAL INOCULADA* 

187/95 4.3 X 108 ufe/pez 

C34 2.1X108 ufe/pez 

XI 3.3 X 108 ufe/pez 

OR-1 3.7 X 108 ufe/pez 

F4319 2.8 X 108 ufe/pez 

1967/82 4.9 X 108 ufe/pez 

2566/83 2.6 X lOs ufe/pez 

* dosis calculada con posterioridad mediante el contaje en placa 

En ninguna de las experiencias de inoculación se observó 

sintomatología clínica evidente como natación errática, hemorragias 

oculares, petequias cutáneas, exoftalmia o hinchazón del abdomen. El 

único signo clínico evidente fue el oscurecimiento extemo del pez hasta 
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los 2 ó 3 días postinoculación, que hemos achacado al estrés de su 

manipulación, ya que los controles presentaron igual sintomatología 

durante el mismo periodo de tiempo. 

Una vez acabada la experiencia (15 días postinoculación sin que 

se produjera muerte alguna) de inoculación experimental y seguimiento 

de los peces inoculados para la determinación de la DL50 se procedió al 

sacrificio de todos los animales mediante la sobredosificación anestésica 

con 2-fenoxietanol para su posterior estudio microbiológico, 

anatomopatológico e inmunohistoquímico. 

4.2.1.1.- RESULTADOS MICROBIOLOGICOS 

En todas las experiencias de inoculación con las diferentes cepas 

de Hafnia alvei empleadas para la determinación de sus DL50, se 

recuperó la cepa inoculada tras la finalización de la experiencia, en 

cultivo puro a partir de riñon, hígado y bazo, en los peces que 

correspondían a los lotes que recibieron las dosis comprendidas entre 

10^ y 10^ ufe/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 clásicas (REAL y cois., 1997) y complementarias 

como el sistema de identificación API-20E. A dosis de IO2, 10^ y 10^ 

ufe/pez, la recuperación de la cepa inoculada en la experiencia sólo ñie 

posible para las cepas 187/95, 2566/83, F4319 y O R Í . 
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4.2.1.2.- RESULTADOS ANATOMOPATOLÓGICOS 1B INMUNO-

HISTOQUÍMICOS 

Desde el punto de vista anatomopatológico las lesiones que se 

observan en todas las doradas de las experiencias de inoculación con 

las cepas 2566/83, OR-1, 187/95, 1967/82, C34, XI y F4319 para la 

determinación de sus DL50, se corresponden a procesos inflamatorios 

granulomatosos de tipo local en donde predominan las células de tipo 

mononuclear (macrófagos y linfocitos), linfoblastos y células 

polimorfonucleares en los tejidos que a continuación 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 hígado, así como 

nefritis granulomatosa en riñon (Figura 13) y ligera esplenitis 

granulomatosa. En todos estos casos, la técnica inmunohistoquímica 

demostró la asociación entre las lesiones observadas y la presencia de 

bacterias en estos tejidos. 

4.2.2.- EVALUACIÓN DE LA INFECCIÓN CRÓNICA 

En ninguna de las tres experiencias de inoculación experimental 

para determinar la patogenicidad a largo plazo (3 meses) de la infección 

por Hafnia alvei con las cepas 2566/83, 187/95 y C34, se produjeron 

muertes entre los animales sujetos a estudio. Asimismo, tampoco se 

observó la aparición de sintomatología clínica 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 ocurrió en la e3q>eriencia de determinación de la DL50, 

sólo se apreció el oscurecimiento de los peces 2 ó 3 días postinoculación, 

siendo al igual que en el caso anterior debido al estrés producido por la 

manipulación de los animales en las etapas previas. 

Finalizada la experiencia y sacrificados todos los peces mediante 

sobredosis anestésica realizamos su estudio microbiológico, 

anatomopatológico e inmunohistoquímico. 

4.2.2.1.- RESULTADOS MICROBIOLOGICOS 

En las tres experiencias de inoculación 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 riñon 

e hígado, así como en el bazo pero en menor medida, identificándose 

como Hafnia alvei mediante metodología clásica de pruebas bioquímicas 

(REAL y cois., 1997) y el sistema API 20-E, excepto en la experiencia 

realizada con la cepa C34, en la que no se logró el aislamiento de la cepa 

inoculada en el segundo y tercer muéstreos realizados a los 60 y 90 días 

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 según el protocolo de 
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infección experimental, sí fue posible el aislamiento de la cepa en cultivo 

puro a partir de riñon. En las experiencias con las cepas 1 8 7 / 9 5 y 

2 5 6 6 / 8 3 se recuperó la bacteria en todos los lotes y en los tres tiempos 

de muestreo (a los 30, 60 y 90 días de iniciada la experiencia, 

respectivamente). 

4.2.2.2.- RESULTADOS ANATOMOPATOLÓGICOS E INMUNO-

HISTOQUÍMICOS 

Experiencia de inoculac ión con la cepa 1 8 7 / 9 5 

Debido a que los resu l tados obtenidos son bas t an t e diferentes 

con cada cepa utilizada, expondremos los da tos obtenidos p a r a cada 

u n a de eUas. 

a) Inoculados u n a sola vez al inicio de la experiencia 

En el pr imer mues t reo (a los 30 días) se observa u n a in tensa 

reacción inflamatoria g ranulomatosa en peritoneo, así como pequeños 

focos inflamatorios en pa rénqu ima hepát ico caracter izados por la 

presencia de macrófagos y linfocitos. En r iñon medio se observan 

centros melano-macrófagicos fagocitando bacter ias . Con la técnica 

inmunohis toquímica se detectan a b u n d a n t e s bac ter ias intracelulares . 

Treinta d ías después , en el segundo mues t reo , la reacción 
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inflamatoria es mucho menor que en los peces sacrificados a los 30 

días, observándose pequeños focos inflamatorios granulomatosos en 

los márgenes del hígado y en el mesenterio. En riñon la presencia de 

centros melanomacrofágicos positivos a la inmunohistoquímica es 

menos marcada. En la técnica inmunohistoquímica se detectan 

abundantes bacterias intracelulares. 

En el últitno muestreo realizado (90 días) la intensidad de las 

lesiones es simüar a la observada en los peces sacrificados a los dos 

meses, observándose focos inflamatorios granulomatosos en los 

márgenes del hígado y en el peritoneo, así como centros 

melanomacrofágicos en riñon medio positivos a la técnica de 

inmunohistoquímica demostrándose por lo tanto la presencia de la 

bacteria en el organismo tras 3 meses de producida la infección 

experimental. 

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

la experiencia 

Tras los primeros 30 días de iniciada la infección experimental, 

en este grupo de peces inoculados se observan abundantes focos 

inflamatorios granulomatosos en el hígado y peritoneo positivos a la 

técnica inmunohistoquímica (Figura 14), así como centros 

melanomacrofágicos marcados en riñon medio. 

A los 60 días de iniciada la experiencia de inoculación las 

lesiones observadas son semejantes a las del primer muestreo, 

detectándose reacción inflamatoria granulomatosa en peritoneo, 
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hígado y riñon anterior con presencia de abundantes bacterias 

intracelulares detectadas por la técnica inmunohistoquímica (Figura 

15). 

Tras 3 meses de iniciada la experiencia se detecta una intensa 

reacción inflamatoria granulomatosa, con presencia de granulomas, en 

peritoneo e hígado, siendo positivos a la técnica inmunohistoquímica. 

En riñon medio, la presencia de inflamación granulomatosa no es tan 

intensa como en peritoneo e hígado. 

c) Inoculados tres veces, al inicio, 4° y 8" día de comenzada la 

experiencia. 

En los peces sacrificados a los 30 días de iniciada esta 

experiencia se observa una reacción inflamatoria granulomatosa muy 

intensa en peritoneo (Figura 16), hígado y riñon medio con gran 

presencia de bacterias intracelulares. En riñon medio se observan 

abundantes centros melanomacrofágicos positivos a la técnica 

inmunohistoquímica. 

30 días más 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 días del comienzo de la experiencia se mantiene esa 

reacción inflamatoria granulomatosa muy intensa, con presencia de 

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

inmunohistoquímica (Figura 18). 
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Tabla 15.- Resumen de los resultados microbiológicos, 
anatomopatológicos e inmunohistoquixnicos de los peces de la 
experiencia de infección crónica con la cepa 187/95 de Hafnia alvei. 

MUESTRBO («) 

3 0 D Í A S 

6 0 D Í A S 

9 0 D Í A S 

1 VEZ 

MP,H,R t t t 

IMC++ 

AISLAM + 

MP,H,R t t 

IMC++ 

AISLAM + 

MP,H,R t t 

IMC++ 

AISLAM + 

PBCBS INOCULADOS 

2VECES 

MP,H,R t t t 

IMC++ 

AISLAM + 

MP,H,R t t t 

IMC++ 

AISLAM + 

MP,H t t t R t t 

IMC++ 

AISLAM + 

- (a) Tiempo e n que se realizó cada mues t r eo (en d ías p( 
- MP Reacción inflamatoria e n mesenter io y / o peri toneo 
- H Reacción inflamatoria e n hígado 
- R Reacción inflamatoria e n r iñon 

3 VECES 

MP,H,R t t t t 

IMC +++ 

AISLAM + 

MP,H,R t t t t 

IMC +++ 

AISLAM + 

MP,H,R t t t t 

IMC +++ 

AISLAM + 

jstinoculación] 

- Intensidad de la reacción: 
t muy ligera t t ligera t t t intensa t t t t muy intensa 

- IMC Resultado de la técnica inmunohitoquímica 
- 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 inoculación con la cepa 2 5 6 6 / 8 3 

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 reacción inflamatoria es 

menos marcada. 

A los 60 días postinoculación hay menor reacción inflamatoria 

que en los animales sacrificados a los 30 días, siendo las lesiones 

encontradas simüares a las observadas en los animales pertenecientes 

a la cepa 187/95 aunque de menor intensidad. 

En el último muestreo, las lesiones encontradas son simüares 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 días de comenzada 

la experiencia 

A los 30 días de iniciada la experiencia, el peritoneo apenas 

presenta reacción inflamatoria, siendo muy pocos los macrófagos con 

bacterias que se llegan a apreciar con la técnica inmunohistoquímica. 

La reacción inflamatoria presente en el hígado es menor que la que se 

apreciaba en la cepa 187/95. 

A los 60 días postinoculación las lesiones encontradas se 

limitan a unos pocos focos de inflamación granulomatosa localizados 

en el mesenterio, hígado y riñon positivos a la técnica 

inmunohistoquímica. 

En el último muestreo realizado (90 días postinoculación) se 

observa una ligera inflamación granulomatosa en peritoneo, hígado y 

riñon medio (Figura 19). Todas estas lesiones son positivas a la técnica 

inmunohistoquímica. 
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c) Inoculados tres veces, al inicio, 4° y 8° día de comenzada la 

experiencia 

A los 30 días de comenzada esta experiencia de inoculación 

experimental con Hafhia 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 días se observan pocas lesiones y apenas se detectan 

bacterias con la técnica de inmunohistoquímica. 

Al final de la experiencia (90 días) observamos una ligera 

reacción inflamatoria granulomatosa positiva a la 

inmunohistoquímica. 
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Tabla 16.- Resumen de los resul tados microbiológicos , 
anatomopato lóg icos e inmunohi s toqu imicos de los p e c e s de la 
exper iencia de infecc ión crónica c o n la cepa 2 5 6 6 / 8 3 de Hafnia 
alvei. 

MUESTREO (>) 

30 D Í A S 

1 VEZ 

MP,H,R t t 

IMC + 

AISLAM + 

PECESINOCULADOS 

2VECES 

MP,H,R t t 

IMC + 

AISLAM + 

3 VECES 

MP,H,R t t t 

IMC++ 

AISLAM + 

60 D Í A S MP,H,R t 

IMC + 

AISLAM + 

MP,H,R t t 

IMC++ 

AISLAM + 

MP,H,R t t 

IMC + 

AISLAM + 

90 D Í A S MP,H,R t 

IMC + 

AISLAM+ 

MP,H,R t t 

IMC++ 

AISLAM + 

MP,H,R t t 

IMC + 

AISLAM+ 

- (a) Tiempo en que se realizó cada muestreo (en días postinoculación). 
- MP Reacción infiamatoría en mesenterio y /o peritoneo 
- H Reacción inflamatoria en hígado 
- R Reacción inQamatoria en riñon 

- Intensidad de la reacción: 
t muy ligera t t ligera t t t intensa t t t t muy intensa 

- IMC Resultado de la técnica imnxinohitoqioímica 
- 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 inoculacién con la cepa C34 

a) Inoculados una sola vez al inicio de la experiencia 

En los animales sacrificados a los 30 días la reacción 

inflamatoria se localiza preferentemente en peritoneo e hígado, siendo 

predominantemente de tipo polimorfonuclear, aunque también se 

observan abundantes macrófagos. Con la técnica inmunohístoquímica 

apenas se detecta la presencia de bacterias. 

En los peces sacrificados a los 60 días observamos algunos 

focos inflamatorios granulomatosos en los márgenes del hígado y en el 

peritoneo, con predominio de polimorfonucleares sobre macrófagos, 

sin que se hayan detectado bacterias con la técnica 

inmunohístoquímica (Figura 20). 

En el último muestro realizado, a los 90 días postinoculación, 

únicamente se observa un ligero infiltrado polimorfonuclear en el 

peritoneo y en los márgenes del hígado, siendo negativos a la técnica 

inmunohístoquímica para la detección de antígeno bacteriano de 

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

la experiencia 

En los animales sacrificados a los 30 días observamos una 

ligera reacción inflamatoria granulomatosa en el peritoneo y en los 

márgenes del hígado donde predominan los macrófagos sobre los 

poUmorfonucleares. Con la técnica inmunohistoquímica observamos 

que el número de bacterias intracelulares es escaso. 

A los 60 días de iniciada la experiencia de inoculación se 

aprecia poca reacción inflamatoria en el peritoneo, con predominio de 

macrófagos y polimorfonucleares. Con la técnica inmunohistoquímica 

apenas se detectan bacterias intracelulares. 

En los peces de esta experiencia sacrificados a los 90 días 

observamos poca reacción inflamatoria y escasa presencia de bacterias 

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

experiencia 

En los peces analizados en el primer muestre© se observan 

pequeños focos de inflamación granulomatosa en hígado y en 

peritoneo si bien la presencia de bacterias por medio de la 

inmunohistoquímica es escasa. En uno de los animales se apreció 

necrosis del tejido adiposo. 

A los 60 días de iniciada esta experiencia con la cepa C34 se 

observa una ligera reacción inflamatoria granulomatosa en hígado y 

peritoneo con escasa presencia de bacterias según la técnica de 

inmunohistoquímica 

A los 90 días se observa una ligera reacción inflamatoria 

granulomatosa en mesenterio. Con la técnica inmunohistoquímica se 

detectan bacterias intracelulares. 
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Tabla 17.- Resumen de los resultados microbiológicos, 
anatomopatológicos e inmunohistoquiínicos de los peces de la 
experiencia de infección crónica con la cepa C34 de Hafnia alvei. 

MUESTREO (») 

30 D Í A S 

60 D Í A S 

90 D Í A S 

1 VEZ 

MP, H t t 

IMC + 

AISLAM + 

MP,H t 

IMC-

AISLAM -

H t 

IMC-

AISLAM -

PECES INOCULADOS 

2VECES 

MP,H t t 

IMC + 

AISLAM + 

MP,H,t 

IMC + 

AISLAM + 

MP,H t 

IMC + 

AISLAM + 

3 VECES 

MP,H t t 

IMC + 

AISLAM + 

MP,H t t 

IMC + 

AISLAM + 

M P t t 

IMC + 

AISLAM + 

- (a) Tiempo en que se realizó cada muestreo (en días postinoculación). 
- MP Reacción inflamatoria en mesenterio y /o peritoneo 
- H Reacción inflamatoria en hígado 
- R Reacción inflamatoria en riñon 

- Intensidad de la reacción: 
t muy Hgera t t ligera t t t intensa t t t t muy intensa 

- IMC Resultado de la técnica inmunohitoquímica 
- 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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1- í--:--..'---.,Tfíoy/ 

# 

Figura 12.- Peritonitis granulomatosa x 10. Hematoxilina- Eosina 

Figura 13.- Nefritis granulomatosa x 10. Hematoxilina- Eosina 
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'^,^. 

Figura 14.- Inmunoreactívidad positiva en el hígado lOx 

^̂ w 

"1 á 

Figura 15.- Inmunoreactívidad positiva en riñon anterior 20x 
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.-* 

% 

ia 

Figura 16.- Peritonitis con presencia de granulomas 20x. Hematoxilina-
Eosina 

{ i * 

r^rí*' 

Figura 17.- Focos localizados de hepatitis y presencia de granulomas 20x. 
Hematoxilina-Eosina 
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l \ 

Figura 18.- Inmuno reactividad positiva en mesenterio 20x 

'^^•p'^f^s:^^^'^^^^^^m^m^ 

:>j¿%-w .̂:̂ :'.' -^t--.JL^^'.^<^^^^m¿^jy^^^:.:.^"^,-

Figura 19.- Inflamación granulomatosa en riñon 20x. Hematoxilina-Eosina 
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# 
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Figura 20.- Ausencia de respuesta a la técnica inmunohistoquímica. Corte 
de hígado 20x. 
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Discusión 

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 intentó la identificación del gen eae en cepas de 

Hafnia alvei no aisladas en Bangladesh, como en el estudio de C. 

SERAL y cois. (2001) en Aragón (España) donde analizaron 102 cepas 

de Hafnia alvei aisladas de pacientes humanos que presentaban 

diarrea, aunque entonces aún no estaba claro que fuera este gen el 

responsable del incremento de la virulencia en las cepas de Hafnia 

alvei que lo poseían. Tampoco se logró demostrar la presencia del gen 

en sdslamientos de Finlandia, Canadá y Suecia (RiDELL y cois., 1995; 

ISMAlLly cois., 1996). 

Sin embargo, se ha puesto de manifiesto la lesión característica 

de cepas enterohemorrágicas de E. coli y su relación con diferentes 

cepas de Hafnia alvei aisladas en Bangladesh, y con similar 

consecuencia patogénica, cuyo origen eran cuadros diarreicos 

humanos (ALBERT y cois., 1991 y 1992). La relación entre ambos 

patógenos se encontró en la presencia del gen eae en todas las cepas 

estudiadas. Pero la identificación de las cepas de Hafnia alvei se 

realizó entonces de forma exclusiva mediante pruebas bioquímicas 

convencionales y mediante el sistema API 20E. 

Trabajos posteriores (RiDELL y cois., 1995; ISMAILI y cois., 1996) 

demostraban la existencia del gen eae en las cepas analizadas por MJ. 

ALBERT (1991 y 1992), estableciéndose una correlación positiva entre 
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las cepas de Hafnia alvei productoras de lesiones AE (del ingles 

attaching and effadng) con la presencia de dicho gen, si bien, no se 

lograban identificar oti-as cepas de Hafnia alvei fuera de Bangladesh 

que tuvieran el gen eae, a la vez que se detectaban bajas homologías 

entre las secuencias ribosómicas parciales de la subunidad 16S entre 

cepas de Hafnia alvei positivas y negativas a la presencia del gen eae, 

cuestionándose por entonces la correcta posición taxonómica de las 

cepas de Hafnia alvei "eae positivas". 

A finales de 1999, JM. JANDA en colaboración 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 proteínas de membrana, lisis por 

un fago específico de Hafnia alvei (1672 ATCC) y susceptibilidad a la 

cefalotina. Llegaron a la conclusión de que estas cepas estaban más 

cercanas a Escherichia coli que a Hafnia alvei, a pesar de diferenciarse 

estas a las cepas tipleas de E. coli en su incapacidad de producir ácido 

a partir de la lactosa y el D-sorbitol, no sintetizar la enzima p-D-

glucoronidasa y no poseer otros factores de virulencia vinculados a las 

cepas enterohemorrágicas de E.coli. 

Pero un análisis de las características fenotípicas 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 cois., 2002) 

ha corroborado la correcta posición taxonómica dentro del Género 

Escherichia de las cepas de Hafnia alvei positivas al gen eae aisladas 

en Bangladesh. No obstante, estos estudios continúan, y así, en el 
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trabajo de R. ESERSTAM y cois. (2002) en el que analizan la estructura 

de los lipopolisacaridos O de las cepas de Bangladesh, hay claras 

diferencias con las cepas de Bscherichia coli y Hafhia alvei en cuanto a 

su estructura. También realizaron estudios de hibridación, sugiriendo 

que los aislamientos de Bangladesh requerirían de la designación de 

una nueva especie dentro del Género Escherichia. 

Por todo lo expuesto, y a pesar de que hoy en día se sigue 

intentando aclarar la posición taxonómica de las cepas aisladas en 

Bangladesh (ALBERT y cois., 1991 y 1992), los trabajos de este último 

año, 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 ningún otro, y atendiendo al hecho de que todas nuestras cepas 

fueron debidamente identificadas como H. alvei mediante el fago ATCC 

1672 (GUIÑEE y VALKENBURG, 1968) deja absolutamente en duda la 

posición real de las cepas aisladas en Bangladesh dentro del Género 

Hafnia, e invita a la realización de estudios posteriores que clarifiquen 

tal cuestión, como el realizado recientemente por G. HUYS y cois. 

(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 algún tipo de sideróforo, 

hecho confirmado con anterioridad en los trabajos de R. PODSCHUN y 

cois. (2001), así como R. REISSBRODT y cois. (1990). R. PODSCHUN y 

cois. (2001) analizaron un total de 70 cepas de Hafnia alvei, siendo el 
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100% de las mismas productoras de algún tipo de sideróforo mediante 

la misma metodologia empleada en nuestro estudio. 

En el estudio realizado por R. REISSBRODT y cois. (1990) se 

analizaron un total de 11 cepas de Hafnia alvei, determinándose 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 producción 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 sideróforos en cepas de Hafnia alvei, su 

frecuencia fue siempre muy baja. Así, en el estudio de R. PODSCHUN y 

cois. (2001), del total de las 70 cepas investigadas, sólo una cepa 

(1.4% del total analizado) sintetizaba la enterobactina, mientras que la 

aerobactina no se detectó en las cepas analizadas. JL. MARTÍNEZ y cois. 

(1987) demostraron que en bacterias Gram negativas de los Géneros 

Enterobacter y Shigella la frecuencia en la producción 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 única cepa de Hafnia alvei analizada 

en este estudio fue positiva a la producción de aerobactina, pero 

debido al escaso número de cepas analizadas de esta especie, 

lógicamente no se le otorgaron porcentajes de frecuencia en la 

producción de este sideróforo. 
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En el trabajo de JM. RUTZ y cois. (1991) también se detecta la 

producción de enterobactina en Hafnia alvei, pero con una frecuencia 

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

Una vez descartada la producción 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 

detección de sideróforos, nos hace pensar que dicha reacción pueda 

estar producida por un sideróforo como la ferrioxamina, detectada en 

cepas de Hafnia alvei con una frecuencia del 100% en trabajos 

anteriores como el de R. REISSBRODT y cois. (1990). Sin embargo, este 

tipo de sideróforo nunca se ha relacionado con un aumento en la 

virulencia bacteriana, careciendo por tanto de valor en nuestro estudio 

haberlo incorporado en nuestra metodología de trabajo para describir 

factores de virulencia en Hafnia alvei y su posible relación 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 hemoUzar eritrocitos de dorada, trucha arcoiris u oveja. Dicha 

capacidad hemolítica está limitada (BONDARENKO y cois. 1983) a la 

adquisición por parte de Hafnia alvei del plásmido pIE 567 también 

presente en Enterobacter aerogenes y Salmonella typhimuñum. que 

codifica la síntesis de una a-hemoHsina, por lo que no es posible la 

correlación 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 cois., 1983; MATSUMOTO 

y cois., 1990; MiZUNOE y cois., 1997). Por otro lado, las fimbrias tipo III 

facilitan la adhesión bacteriana a las células endoteliales, epitelio del 

tracto respiratorio y células uroepiteHales. 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 año 2001 realizaron R. PODSCHUN 

y colaboradores. Nuestros resultados son en valores absolutos 

ligeramente inferiores a los obtenidos por R. PODSCHUN y cois. (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 sólo encontramos un 39%. Respecto al pili tipo III, R. 

PODSCHUN y cois. (2001) describieron una frecuencia de presentación 

del 50%, mientras que en nuestro estudio únicamente detectamos la 

presencia de este pili en el 26% de las cepas analizadas. Esta 

diferencia podría estar influenciada por el origen de las cepas del 

estudio de R. PODSCHUN y cois, ya que se obtuvieron exclusivamente 

de aislamientos extraintestinales de Hafnia alvei, mientras que en 

nuestro estudio un 52% de las cepas analizadas tenían un origen 

intestinal, ya sean provenientes de heces humanas, como de casos 

clínicos de enteritis humanas. Otra posible causa que pueda explicar 

esta diferencia podría estar en el tamaño de la muestra, ya que el 

estudio de R. PODSCHUN y cois. (2001) se realizó 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 

sitúa en el 30.4%, resultado similar al obtenido por otros autores con 

Hafnia alvei en otras especies animales, como R. PODSCHUN y cois. 

(2001) con suero humano con un porcentaje de cepas resistentes del 

34%, y S. JANKOWSKI y cois. (1996) en ganado vacuno con una 

resistencia del 19%. Si bien, en este último estudio la concentración 

final de suero empleada fue del 50% y no del 75% que es la más 

frecuente y la que usamos en nuestro estudio y en el realizado por R. 

PODSCHUN y cois. (2001). 

El nivel de resistencia mostrado por Hafnia alvei en dorada se 

presenta inferior al observado en trucha arcoiris, pues frente a esta 

última especie la resistencia se situó en el 43%. Dado que se ha 

demostrado la correlación entre efecto bactericida del suero con la 

mayor viabilidad del proceso infectivo (ROANTREE y cois. 1960), la 

dorada mostraría una mayor resistencia a la infección por Hafnia alvei 

que la trucha arcoiris. Ya que en las experiencias de DL50 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 DL50 superior a 10^ 

ufe/pez, estableceremos la comparación entre virulencia de cada cepa 

y resistencia al efecto bactericida de suero respecto a la experiencia de 

infección crónica donde sí encontramos diferencias significativas entre 

las tres cepas analizadas. De estas, la que ha demostrado poseer un 

mayor poder patógeno en dorada ha sido la cepa 187/95, siendo la 

única de las tres que presentó resistencia al afecto bactericida del 

suero de dorada. Además, es la cepa aislada de forma natural en 
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nuestro Archipiélago (Tabla 1). Por el contrario, la cepa más sensible 

al suero de dorada, la cepa C34, fue la que demostró poseer un menor 

poder patógeno en la experiencia de inoculación experimental para 

producir una infección crónica. La cepa 2566/83 mostró en nuestro 

estudio una patogenicidad intermedia entre la 187/95 y la C34, y 

presentó a su vez una resistencia al efecto bactericida del suero 

intermedia entre las cepas 187/95 y C34. Existe, por tanto, una 

elevada correlación entre el daño mostrado por cada cepa en la 

infección crónica 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 patógeno 

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 

analizó la virulencia de cepas de Yersinia ruckeri en trucha arcoiris, 

demostrándose que las cepas virulentas en experiencias de 

inoculación se correspondían con aquellas que en experiencias "in 

mtro", mostraban una mayor resistencia al efecto bactericida del suero 

de trucha arcoiris. 
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S.2.- COMFÁRACIOH DE LA PATOGEMICIDAD DE HáFMá ALVEI 

EN LA ACUICULTÜRA MAMNA Y COITIWBI'TM. 

La do rada (Sparus aurata, L.) como especie m a r i n a es m u y 

susceptible frente a diferentes enfermedades c a u s a d a s por patógenos 

como Photobacterium damselae subespecie piscicdda (TORANZO y cois., 

1991 ; BAPTISTA y cois., 1996; REAL y cois., 1997), Aeromonas 

salmonicida (REAL y cois., 1994) y Vibrio spp . (BALEBONA y cois. 1998). 

Por otro lado, la actividad patógena de Hafnia alvei en el curso 

de infecciones na tu ra l e s en peces cont inentales es cada vez m á s 

relevante. I. GELEV y cois. (1990) describieron u n brote epizoótico de 

septicemia hemorrágica en t r ucha arcoiris. Dos a ñ o s m á s tarde , 

TESHIMA y cois. (1992) describieron otro brote septicémico, pero es ta 

vez en sa lmón rojo (Oncorhynchus masou). En pez gato (Ictalurus 

punctatus), Hafnia alvei e s cons iderada u n patógeno emergente que 

cada día cobra mayor impor tancia (GOODWIN y KILLIAN, 1998). 

En infecciones experimentales , Hafnia alvei t ambién h a 

demos t i ado ser u n agente patógeno opor tunis ta frente a peces de 

a g u a s cont inentales com.o la t r u c h a común {Salmo trutta, L.) 

(RODRÍGUEZ y cois., 1998) y pez gato (Ictalarus punctatus] (GOODWIN y 

KILLIAN, 1998). En pez gato [Ictalurus punctatus), Hafnia alvei e s letal a 

u n a dosis por inmersión o vía intraperi toneal de 10^ u fe /mi y 10^ 

ufe/pez, respect ivamente, entre las 24 y 4 8 h o r a s post inoculación 

(GOODWIN y KILLL\N, 1998). Además, se h a comprobado también la 

enorme susceptibi l idad de la t rucha c o m ú n [Salmo trutta, L.), a la 

infección (RODRÍGUEZ y cois., 1998; AGOSTA y cois., 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 determinación de la DL50 

en esta especie, mediante inoculación intraperitoneal (RODRÍGUEZ y 

cois., 1998). Uno de los principales objetivos de nuestro estudio, una 

vez conocida la susceptibilidad a la infección por Hafnia alvei de 

especies continentales como trucha arcoiris, salmón rojo, trucha 

común y pez gato, era saber si especies de aguas marinas como la 

dorada, eran o no susceptibles a la infección de curso agudo o crónico 

por Hafnia alvei, y como hemos demostrado, la dorada es muy poco o 

no es sensible a la infección aguda. En la Tabla 18 observamos la 

comparación de las DL50 entre nuestra experiencia de inoculación con 

Hafnia alvei en dorada, y las realizadas por L.A. RODRÍGUEZ y cois. 

(1998) y F. AGOSTA y cois. (2002)* en trucha común con las mismas 

cepas. 

TaMa 18.- Comparaicñóm de las DLso d® diffeiremtes cepas de Hafnia alvei 
em dorada y tsriiiclka cosmiiám. 

.'•• •_ t . 'J- H 

.»1*1 ' ._ 'f 

L.A. RODRÍGUEZ y cois. (1998) 
F. AGOSTA y cois. (2002)* 
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Observamos en d icha Tabla 18, que existe u n a clara diferencia 

entre la susceptibi l idad de la dorada y t r u c h a común a la infección de 

curso agudo por Hafnia alvei, p u e s la pr imera se compor ta como u n a 

especie poco receptiva y no sensible a enfermar, p u e s en n ingún caso 

los peces infectados mos t ra ron alguno de los s ín tomas anter iormente 

descri tos en peces de a g u a s cont inentales como t r u c h a arcoiris, 

sa lmón rojo y pez gato. Como vemos, p a r a el caso de la t r u c h a común 

existen cepas con dis t intos grados de virulencia, s iendo la cepa 

1 9 6 7 / 8 2 con u n a DL50 de 1.05 x 10^ ufe /pez la m á s virulenta, frente a 

la cepa C34, que con u n a DL50 de 7.4 x 10» es cons iderada según el 

ba remo de OP. DAILY y cois. (1981) como u n a 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 s u s valores de dosis letal 50 t ras la inoculación vía intraperitoneal. 

La patogenicidad de otras cepas de Hafrúa alvei no empleadas en 

nues t ra experiencia de inoculación, h a sido analizada en t rucha común 

por e s . GALLARDO y cois. (2001), cuyas DL50 se mues t ran en la Tabla 19. 

Tab la 19.- Res ia l tades de l a s DLso ©m tfiaetaa e®máffl e®® ©tras ©©pa§ 
de n u e s t r a c o l e c e l é n . 

CEPA 

ATCC 9 7 6 0 

ATCC 1 3 3 3 7 

LM 2 5 / 6 5 

LM 7 / 6 7 

DL50 EN TRUCHA COMÚN 

i.sTxToe^ 

3 X 1 0 

> 1 0 8 

e s . GALLARDO y cois. (2001) 
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Tal y como se observa, estas cepas no mostraron capacidad 

patógena en trucha común, por lo que para la inoculación de Hafnia 

alvei en dorada seleccionamos aquellas que habían mostrado mayor 

grado de patogenicidad en trucha común. 

Al contrario de lo ocurrido en la experiencia de infección crónica 

realizada por C. TESHIMA y cois. (1992) con salmón rojo (Oncorhynchus 

masou) no detectamos sintomatología clínica evidente en las doradas 

inoculadas, salvo el ligero oscurecimiento del pez, siendo esto último 

achacable al estrés ya que los grupos controles presentaron este 

mismo signo clínico. Dada la enorme resistencia mostrada por la dorada 

a la infección de curso agudo con Hafriia alvei en la que tampoco 

evidenciamos signos clínicos algunos, era de esperar que sucediera algo 

similar en el curso de la infección crónica. En la experiencia realizada 

por C. TESHIMA y cois. (1992) la sintomatología clínica aparecía ya desde 

el día 12 postinocvdación en el grupo inoculado 3 veces a intervalos de 4 

días y en un 36% de ellos los signos fueron evidentes tras 26 días 

postinoculación. 

El resto de sintomatología clínica descrita por C. TESHIMA y 

colaboradores como abdomen distendido y natación errática no fue 

detectada durante los meses que duró nuestra experiencia. Tampoco 

encontramos las lesiones renales descritas por C. TESHIMA y 

colaboradores en salmón rojo (focos blanco-grisáceos prominentes en 

la cara ventral del riñon). 

A pesar de no presentar sintomatología alguna de enfermedad, la 

infección experimental demostró 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 infección en todas las experiencias se logró aislar 

la cepa inoculada, excepto en la realizada con la cepa C34, en la que no 

se logró el aislamiento en el segundo y tercer muéstreos realizados a los 

60 y 90 días 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, así como la 

C34 con dos y tres inoculaciones, sí fue posible el aislamiento de la cepa 

en cultivo puro a partir de riñon e hígado. El estudio realizado por C. 

TESHIMA y cois. (1992) se ümitaba al análisis de la patogenicidad renal 

de Hafhia alvei en salmón rojo, detectándose en riñon la cepa inocvdada 

varios meses después de realizada la inoculación experimental. En 

nuestro caso, hemos detectado la presencia de la cepa inoculada en 

otros tejidos como hígado y bazo, demostrándose a su vez mediante la 

técnica inmunohistoquímica la correlación 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 inoculación de este patógeno por 

otras vías 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 infección crónica, hay que señalar que ha sido la cepa 187/95 la 

que ha producido un mayor número 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 

140 



Discusión 
la experiencia. Las lesiones inducidas tras la inoculación de la cepa 

2566/83 fueron de menor intensidad que con la cepa 187/95, 

mientras que la cepa C34 ha sido la menos patógena para la dorada 

en la infección de curso crónico con Hafnia alvei, presentando los 

peces inoculados lesiones inflamatorias de intensidad ligera. 

En peces de aguas continentales la infección por Hafnia alvei 

produce una serie de lesiones renales muy semejantes a las causadas 

por Renibacterium salmoninarum (TESHIMA y cois., 1992). 

Macroscópicamente se caracterizan por la aparición de una serie de 

forúnculos blanco-grisáceos en riñon. La apariencia histopatológica de 

las lesiones producidas por Renibacterium salmoninarum es también 

similar a las lesiones tipo 111 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, hígado y riñon, y hepatitis focal. 

5.3.- MBLACIÓM EHTRE LOS MP7ELES DE ¥IKU¡LEHCEA HEDIDOS 

En la Tabla 20 observamos a modo comparativo la frecuencia de 

expresión de factores de virulencia observados en las cepas de Hafnia 

alvei de nuestio estudio y las cepas de Hafnia alvei del trabajo realizado 

por R. PODSCHUN y cois. (2001), y su relación con otias especies de la 

famüia Enterobacteriaceae. 
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Tabla 20.- Compaiacióra de la fieeueiieM áe 
virulencia {®n. po7€©iitaje| detectadais ea cepas É& H= ahíei enapleadas @ii 
nuestro estudio y las analizadas p&s R<, POBSCHOW, 

especie de la Faanilia Enterobucl¡eriac&€í& 

Hafnia Hafnia Serratía 
alvei alvei * marcescens 

Serratía Enterobacter Klebsiella 
arcescens* cloacae* pneumoniae 

GESEAB 

SIDERÓFOROS 

ENTEROBACTINA 

AEROBACTINA 

HEMOLISIS 

HSHA 

MRHA 

RESISTENCIA 
SUERO 

0 
100 
0 
0 
0 

39 
26 
30 

ND 
100 
1.4 
0 

ND 
59 
50 
34 

ND 
100 
100 
8.6 
ND 
46 
29 
26 

ND 
100 
100 
92 
ND 
89 
50 
92 

ND 
99.5 

99 
5.3 
ND 
86 
70 
25 

ND.- Factor de virulencia no analizado 
* PoDSCHUN y cois. (2001) 

La baja expresión de factores de virulencia mos t r ada por las 

cepas de Hafnia alvei ut i l izadas en nues t ro estudio, en relación a o t ras 

especies bac te r i anas de la Familia Enterobacteriaceae como Serratia 

marcescens, Enterobacter cloacae y Klebsiella pneumoniae coincide con 

trabajos anter iores como el realizado por R. PODSCHUN y colaboradores 

(2001). En dicho estudio las cepas de Hafnia alvei ana l izadas 

m u e s t r a n u n a expresión de factores de virulencia m u c h o m á s baja que 

ot ras especies de gran importancia en la clínica h u m a n a como 

Klebsiella pneumoniae y Enterobacter cloacae. Su comportamiento es 

m á s similar al de S. marcescens que posee u n a l imitada expresión de 

es tos factores. 

Observamos que las grandes diferencias respecto a Klebsiella 

pneumoniae y Enterobacter cloacae se producen a nivel de la expresión 
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de enterobactina y aerobactina, donde Hafnia alvei presenta u n a 

frecuencia muy baja (cercanas al 0%) frente a frecuencias cercanas al 

100% de Klebsiella pneumordae y Enterobacter doacae. Por el contrario, 

Hafnia alvei presenta frecuencias de expresión de factores de virulencia 

simüar a Serratía marcescens, cuya importancia clínica es mucho menor 

que K. pneumoniae y E. doacae. En el estudio de R. PODSCHUN y cois: 

(2001) se sugiere que la baja patogenicidad most rada por Hafnia alvei se 

debe en gran medida a la baja expresión de factores de virulencia 

investigados en su trabajo. 

En la Tabla 21 observamos u n r e s u m e n de los factores de 

virulencia encon t rados en las cepas de Hafnia alvei u tü izadas en la 

experiencia de infección crónica en dorada . 

TaMa 2 1 . - Faotoires di® vñinalemcña asnalizados ©m las cepas emnipleadas ®ini la 
e^psirisaiLcña ú<s ñ]iiif(sccñ<ó>ini crómñca 

1 8 7 / 9 5 2 5 6 6 / 8 3 € 3 4 
PATOGENICIDAD +++ ++ 

GEN EAE 
ENTEROBACTINA 

AEROBACTINA 
HEMOLISIS 

MSHA 
MRHA 

RESISTENCIA SUERO ++ 
Patogenicidad mostrada 

+++ Alta patogenicidad 
++ Mediana patogenicidad 
+ Baja patogenicidad 

Resistencia al suero 
++ Resistente 
+ Sensibilidad moderada 
- Sensible 

Como observamos en la Tabla 2 1 , la ún ica relación posible entre 

el grado de patogenicidad p a r a la do rada y la expresión 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 antígeno 

somático y el antígeno flagelar que puedan contribuir a la mayor 

patogenicidad de Hafhia alvei en dorada u otras especies animales. 

La relación 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 inoculación 

como la DL50 donde se analiza el efecto de una cepa de forma aguda. 

En nuestras experiencias de inoculación, hemos observado que los 

peces se protegen mejor frente al curso de la infección aguda con 

Hafnia alvei, mientras que la bacteria es capaz de permanecer durante 

3 m.eses en diferentes tejidos de la dorada. De ahí que nosotros 

encontremos mayor relación entre el aumento de resistencia al efecto 

bactericida del suero de dorada y aumento de la virulencia de la cepa 

referida a una infección crónica. Por ello, no hemos encontrado alguna 

relación posible entre expresión de factores de virulencia de una cepa, 

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

Hemos demostrado que Hafnia alvei es capaz de persistir en los 

tejidos de la dorada un mínimo 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 

inmunohistoquímico fue más 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 

144 



Discusión 
efecto bactericida del suero de dorada. No logramos aislar ni detectar 

por inmunohistoquímica la cepa C34 en el lote de peces inoculados 

una sola vez durante la experiencia de infección crónica, siendo por 

tanto la dorada capaz de eliminar dicha cepa de su organismo con más 

rapidez. 
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Conclusiones 
Ninguna de las cepas de Hafnia alvei utilizadas en nuestro 

estudio posee alguno de los factores de virulencia enunciados a 

continuación: presencia del gen eae en su genoma, aerobactina, 

enterobactina, hemolisis sobre hematíes de dorada (Sparus aurata, L.) 

y trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss). 

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

estudio producen algún tipo de sideróforo. 

AStci^istcía,. • La presencia de las fimbrias tipo I, detectada por 

hemaglutinación de eritrocitos de cobaya sensibles a la mañosa 

ocurrió en el 39% de las cepas estudiadas. 

CüASfiA.- La presencia de la fimbria tipo III, detectada mediante la 

hem.aglutinación de hematíes de cobaya resistente a la mañosa 

sucedió en el 26% de las cepas probadas. 

QÜIMTlv.,» 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 10^ ufe/pez tras la inoculación intraperitoneal. 
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'A.- La dorada (Sparus aurata, L.) es una especie muy 

resistente a enfermar tras inducir un proceso crónico después de la 

inoculación de este patógeno, con independencia del número de dosis 

de inoculación recibidas y los intervalos de las mismas. 

Las lesiones microscópicas 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, hígado, riñon y bazo. 

.- La dorada (Sparus aurata, L.) puede comportarse como una 

especie portadora de Hafnia alvei en los lugares de cultivo durante un 

periodo mínimo de 3 meses, tras la inoculación intraperitoneal del 

patógeno. 

DÉCIMA.- En todos los casos hemos encontrado una correspondencia 

absoluta entre los resultados obtenidos con la técnica 

inmunohistoquímica y el aislamiento e identificación microbiológica de 

Hafnia alvei a partir de las muestras de tejidos. 

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 histológicas 

encontradas en sus tejidos. 
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7.- RESUMEN 

Hafnia alvei está 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 cturata, L.) es 

una especie susceptible de enfermar tras su infección experimental con 

Hafnia alvei y profundizar en el conocimiento de los factores de 

virulencia y su relación con la patogenicidad de esta bacteria para la 

dorada y para la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) constituyen la 

finalidad básica de este trabajo. 

Nuestro estudio lo hemos realizado en dos fases. En la primera, 

hemos analizado in xAtro la presencia de factores de virulencia (gen eae, 

capacidad hemolítica, fimbrias tipo I y III, resistencia al efecto 

bactericida del suero y producción de sideróforos) 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 {Spanis aurata, L.) mediante la determinación de sus dosis 

letales 50 (cepas 187/95, 2566/83, C34, XI, OR-1, F4319 y 1967/82) y 

mediante el estudio de la evolución de la infección crónica 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 mostró ser virulenta en dorada al presentar todas eUas una DLso 

superior a 10^ unidades formadoras de colonia por pez. En las 

experiencias de inoculación crónica, si bien no se observó la 

sintomatología clínica descrita por otros autores en infecciones naturales 
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y/o experünentales en peces de aguas continentales como salmón rojo, 

trucha común y pez gato, sí observamos en el estudio anatomopatológico 

e inmunohistoquímico diferencias de patogenicidad entre las distintas 

cepas empleadas, siendo la cepa de Hafráa alvei 187/95 la que produjo 

un mayor daño en los tejidos de la dorada, mientras que la cepa C34 fue 

la que se evidenció como la menos patógena. La cepa 2566/83 mostró 

una patogenicidad intermedia entre las dos anteriores. Relacionando 

estas diferencias del grado de patogenicidad de Hafiúa alvei en dorada 

con los distintos factores de virulencia estudiados únicamente hemos 

podido establecer una correlación 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 más fiable. 

Por otra parte, hemos puesto de manifiesto la capacidad de 

Hafnia alvei de permanecer viable tras la inoculación intraperitoneal en 

diferentes tejidos de la dorada durante un tiempo superior a tres meses 

y sin que existan signos clínicos evidentes, por lo que resulta claro el 

riesgo que puede constituir esta especie como animal portador, y en su 

caso reservorio de la infección en las áreas de difusión del patógeno. 
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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 (Spanis 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 1 and III, resistance to the 

bactericidal effect of the seruro and siderophores productíon) 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 50 (strains 187/95, 2566/83 , C/34, 

XI, ORÍ, 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 LD50 >10^ cfu/fish. In the 

experiences of chronic challenge, although the clinical signs described 

by other authors in natural and/or experimental infectíons in 

continentsd water fish was not observed, üke cheny salmón, 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 pathogenicily between the two 

previous strains. In the base of the relationship of the degree of 

pathogenicily 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 

bactericida! 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 áreas where this pathogen exists. 
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