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Resumen

Las enfermedades infecciosas estan limitando el desarrollo de la
industria acuicola, por ello, a lo largo de los afios se ha intentado controlar
estas enfermedades empleando agentes antimicrobianos,
guimioterapéuticos, desinfectantes o vacunas, que incrementan la eficiencia
de la produccidn. Los inmunoestimulantes se han ido convirtiendo en una
eficaz herramienta. Si son administrados en forma adecuada vy
anticipadamente, se pueden evitar situaciones de estrés o enfermedades,
activando las defensas especificas e inespecificas del organismo vy, asi,
aumentar la resistencia a infecciones viricas, bacterianas, fungicas y

parasitarias.

En este trabajo se propusieron los siguientes objetivos principales:
establecer la intensidad y duracion de la respuesta inmune inducida por
productos bacterianos obtenidos de Vibrio alginolyticus y Photobacterium
damselae subsp. piscicida y determinar el estado inmune que deriva como
consecuencia de una infeccidon por Nodavirus, inducida por la activacion de la
respuesta via interferén por uno de esos productos bacterianos, que mejores

resultados mostré en la primera parte del trabajo.

Se obtuvo como mejor inmunoestimulante el LPS de Vibrio
alginolyticus, ya que a partir de las 24 horas tras su inoculacidn la accion
antiviral de Mx ya esta en marcha, la maxima accidn se presenta el dia 3 y su
duracion se mantiene casi 24 dias, siendo éste un amplio margen de actuacion
del sistema inmune frente al patégeno. Ademas, disminuye en casi tres veces

la titulacién viral con respecto a los peces no inmunoestimulados.

X
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Asimismo, en este trabajo se puede observar que los virus causantes

de la nodavirosis vy linfocistis inducen la expresion del gen de la proteina Mx.

XV
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Summary

Infectious diseases are limiting the development of the aquaculture
industry, therefore, over the years has tried to control these diseases using
antimicrobial agents, chemotherapeutic agents, disinfectants and vaccines, to
increase production efficiency. Immunostimulants have become a powerful
tool. If they are administered properly and early, to avoid situations of stress
or illness, they activate specific and nonspecific defenses of the organism and

thus increasing resistance to viral, bacterial, fungal and parasitic infections.

This study proposed the following main objectives: to establish the
intensity and duration of the immune response induced by bacterial products
derived from Vibrio alginolyticus and Photobacterium damselae subsp.
piscicida and to determine the immune status that comes as a result of a
Nodavirus infection, induced by activation of the interferon response pathway
by one of these bacterial products, which had showed the best results in the

first part of this study.

We obtained as the best immunostimulant LPS of Vibrio alginolyticus,
Mx antiviral action is underway 24 hours after been injected, with the highest
level presented on the day 3 and its duration remains nearly 24 days, this
wide breadth of the immune system against the pathogen. In addition, the
response decreases by almost three times the viral titration with respect to

the no immunostimulated fish.

Also, this study can be seen that the virus causing nodavirosis and

lymphocystis induce the expression of Mx protein gene expression.
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Introduccion

La acuicultura es una actividad que abarca muy variadas practicas y una
amplia gama de especies, sistemas y técnicas de produccion. Puede definirse
como el cultivo de organismos acudticos con técnicas encaminadas a hacer

mas eficiente la produccion.

Aunque la produccion de Ila acuicultura a nivel mundial estd
decreciendo, ésta sigue siendo la produccion de animales de crecimiento mas
rapido y en la actualidad produce casi la mitad del suministro total de pescado
para el consumo humano. Actualmente juega un papel importante en los
esfuerzos por eliminar el hambre y la malnutricion al proveer alimentos ricos
en proteinas, vitaminas y minerales. Ademas puede contribuir a reducir la
pobreza mejorando los ingresos econdmicos, fomentando el comercio local e
internacional y ofreciendo oportunidades de empleo. La FAO (2008) considera
que la acuicultura contribuye de manera efectiva a la utilizacion eficaz de los
recursos naturales, a la seguridad alimentaria y al desarrollo econdmico, con

un limitado y controlable impacto sobre el medio ambiente.

A medida que la acuicultura se intensifica y diversifica, los peligros y
riesgos biologicos para los animales, las personas y los ecosistemas también
aumentan en numero y diversidad. Entre los peligros se encuentran las
enfermedades infecciosas que afectan a las explotaciones, los problemas de la
salud publica en relacion con los residuos y la resistencia a agentes
antimicrobianos, las zoonosis, la aparicidon de especies exdticas invasoras, la
liberaciéon de organismos modificados genéticamente y los riesgos que el

cambio climatico plantea para la bioseguridad.



Introduccion

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

restricciones del comercio y los efectos en la biodiversidad.

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

de la tecnologia de cria y el bienestar de los animales.

No obstante, cada vez resultan mas preocupantes las limitaciones de
muchos medicamentos veterinarios y los dafos que pueden causar. Tales
dafios estan relacionados con la resistencia bacteriana, los residuos de
agentes antimicrobianos en los productos de consumo, los costes para poner
remedio a los efectos no deseados y la fiabilidad de su eficacia en diferentes
medios acudticos. A medida que se extiende su utilizacion aumentan las
preocupaciones sobre el uso irresponsable, como por ejemplo el uso

encubierto de productos prohibidos, la utilizacién inadecuada derivada de un
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diagnostico incorrecto o el abuso debido a una falta de asesoramiento

profesional.

A medida que la industria acuicola se aleja del empleo de antibidticos,
los inmunoestimulantes se han ido convirtiendo en una eficaz herramienta
frente a diversas enfermedades. Si es administrado en forma adecuada y
anticipadamente, se pueden evitar situaciones de estrés o enfermedades. Su
uso, practicamente en todas las especies animales y la especie humana,
permite activar las defensas especificas e inespecificas del organismo vy, por
ello, aumentar la resistencia a infecciones viricas, bacterianas, fungicas y/o

parasitarias.

Uno de los efectos que producen los inmunoestimulantes es la
activacion del sistema interferén, que ocurre de forma natural en respuesta a
una infeccion virica, una estimulacién inmune o diferentes estimuladores
guimicos. En este sistema, uno de los genes que se regulan es el de la proteina
Mx. La expresion de las proteinas Mx podria servir como un marcador para la
produccion in vivo de interferon y la infeccion por un virus. Esto seria
particularmente util, ya que los patégenos viricos son un problema

importante en la industria de la acuicultura (Jensen et al., 1998).

En esta blusqueda de inmunoestimulantes, el uso de sustancias
naturales no perjudiciales ni para el medio ambiente ni para los peces ni, por
supuesto, para los consumidores, esta haciendo avanzar este campo. En este
sentido, a las conocidas y probadas vitaminas, quitina y glucanos se estan

anadiendo el uso de probidticos, prebidticos y productos bacterianos.
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Ademas, los inmunoestimulantes no son téxicos, no requieren de
periodos de carencia, no son genéticamente modificados y tienen resultados
comprobados. Claro que hay que tener en cuenta que son productos

profilacticos y no curativos, es decir, solo van dirigidos a la prevencion.

Continuando el trabajo realizado por Acosta et al. (2004), la finalidad del
presente estudio es comprobar el efecto como inmunoestimulante en la
dorada de distintos productos obtenidos a partir de dos patégenos muy
prevalentes en la acuicultura canaria, identificando su interés para la
prevencion de enfermedades de importancia para el subsector de la
acuicultura marina, y permitiendo avanzar en el conocimiento del papel que
juega esta especie (dorada) en la epidemiologia de las infecciones por
nodavirus. Estos patdgenos que producen grandes pérdidas econdmicas en el
subsector de la acuicultura en esta regién, son Vibrio alginolyticus vy

Photobacterium damselae subsp. piscicida.
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Objetivos

Los objetivos concretos que nos planteamos para el presente estudio

son:

1. ESTABLECER /N VIVO LA INTENSIDAD Y DURACION DE LA RESPUESTA
INMUNE INDUCIDA POR PRODUCTOS BACTERIANOS OBTENIDOS DE
VIBRIO ALGINOLYTICUS Y DE PHOTOBACTERIUM DAMSELAE SUBSP.
PISCICIDA EN DORADA (SPARUS AURATA, L.).

2. DETERMINAR EL ESTADO INMUNE QUE DERIVA A CONSECUENCIA DE UNA
INFECCION POR NODAVIRUS DE LA DORADA, INDUCIDA POR LA
ACTIVACION DE LA RESPUESTA VIA INTERFERON A PARTIR DE LOS
PRODUCTOS QUE MOSTRARON MEJORES RESULTADOS EN EL OBJETIVO
ANTERIOR.

3. ESTUDIAR EL PATRON DE EXPRESION DE LA PROTEINA ANTIVIRAL MX EN
EL HIGADO DE DORADAS INFECTADAS INTRAMUSCULARMENTE CON
NODAVIRUS.
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1. Importancia de la acuicultura

Hoy en dia, el mundo estd sumido en una fuerte crisis financiera
provocando fluctuaciones en los precios de los alimentos y energias, variando
asi el panorama mundial ya que se tienen que plantear desafios sin
precedentes en todos los sectores y en todas las regiones. En la pesca y
acuicultura, estos desafios consisten en aprovechar las nuevas oportunidades
y reducir al maximo las amenazas, evaluando las fortalezas y las debilidades

de estos sectores.

El repentino aumento de los precios de los alimentos bésicos y de las
energias en todo el mundo en la segunda mitad de 2007 y primera de 2008,
afecté también al pescado, originando una suave caida en la demanda de este
producto. Aun asi, segin un informe elaborado por la FAO, se espera que a
largo plazo, el mercado mundial de pescado continue creciendo siguiendo la

tendencia de las Ultimas décadas (FAQO, 2008).

La produccion mundial de pesca extractiva y acuicultura proporciond
unos 117,8 millones de toneladas de pescado para consumo humano en 2009,
de los cuales, un 47% correspondié a la acuicultura (FAO, 2010). Los

principales paises productores de acuicultura los encontramos en la Tabla I.
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Tabla I.- Paises productores de acuicultura por toneladas anuales en 2008 (APROMAR, 2010)

China 42.669.744
Indonesia 3.854.844
India 3.478.692
Vietnam 2.497.400
Filipinas 2.407.698
Republica de Corea 1.394.818
Tailandia 1.374.024
Japoén 1.187.774
Bangladesh 1.005.542
Chile 870.845

Resto paises 7.607.561
Total mundial 68.348.942
Espafia (Ranking 192 pais) 249.074

Nota: No se contabilizan las plantas acuaticas

El subsector de la acuicultura crece mas rapidamente que cualquier otro
sector de produccion de alimentos de origen animal, y a mayor ritmo que la
poblacién (3,4%), ya que su tasa de crecimiento media anual es del 6,6%, en
comparacion con el 3% del subsector bovino y del subsector pesquero. La
acuicultura puede suministrar la mitad de todo el pescado consumido en el

mundo (FAQ, 2010).

En las dos préximas décadas, la acuicultura sera de suma importancia en
los abastecimientos mundiales de pescado y contribuird ain mas a reducir la
pobreza y la inseguridad alimentaria en todo el mundo, segin se desprende
de “Acuicultura en el Tercer Milenio”, una publicacién que da a conocer la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
(FAO, 2000). Por ello es necesaria la intensificacién de las producciones para

poder responder a la demanda.
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La produccién acuicola de pescado, crustaceos y moluscos proviene un
46,2% de zonas de agua dulce, un 47,5% de aguas marinas y solo un 6,3% de
la produccion total de aguas salobres (Figura 1). La mayor parte de la
produccién marina la constituyen los peces, aunque, cada vez mds, se va
aumentando la produccidn de mejillones y ostras (Figura Il).

Aguas
salobres Aguas dulces

6,3% 46,2%

Aguas
marinas
47,5%

Figura I.- Produccion acuicola mundial (t.) por entornos de produccion en 2008

(APROMAR, 2010)
Anfibios y
Plantas . Invertebrados
reptiles 0,5%
acuicolas P . . 04%

23,1%

0,
Moluscos Peces 49,5%

19,2% A
Crustaceos

7,3%

Figura Il.- Produccion acuicola mundial (t.): principales grupos de especies en 2008

(APROMAR, 2010)

El subsector de la acuicultura es cada vez mas importante para aportar
pescado de calidad a la Unidn Europea. En el afio 2008 aporté un 19,8% del
volumen de la produccidn acudtica total de Europa. La produccion de peces

supuso el 49,0% en volumen de la produccion total, pero solo representa el
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4% de la produccion mundial, aunque es lider en algunas especies como la
trucha arcoiris (Oncorhynchus myekiss), salmén del Atlantico (Salmo salar),
dorada (Sparus aurata), carpa comun (Cyprinus carpio), lubina (Dicentrarchus
labrax), anguila europea (Anguilla anguilla) y rodaballo (Scophthalmus

maximus). La produccion de moluscos supuso un 50,9% (APROMAR, 2010).

La produccién acuicola europea en toneladas, estd liderada por Espafia
(19,5% del total de la Unién Europea), seguida de Francia (18,6%) e Italia
(14,2%) (APROMAR, 2010).

En 2007, segun los datos que posee la Junta Nacional Asesora de
Cultivos Marinos (JACUMAR), el 90% de la actividad acuicola se desarrolla en
zonas marinas, y el resto en aguas continentales. La evolucién de la
produccion de peces marinos estd muy influenciada por el crecimiento del
salmon, que segun datos de la Federacion de Productores Acuicolas Europeos
(FEAP), hasta el 2008 crecié en un 6,4%. También se ha incrementado la
produccién de otras especies como los peces planos, la lubina o la dorada
(6,4%), siendo estas dos ultimas especies las que dominan la acuicultura

marina dentro de la Unién Europea.

La produccién acuicola espafiola, segun el Ministerio de Medio
Ambiente y Medio Rural y Marino (MARM), representa en los Ultimos afios
cerca del 25% de la produccion pesquera. La mayor produccién espafiola
corresponde a moluscos, especialmente mejillon (Mytilus mytilus) (74,5%). La
produccion de peces, tanto de acuicultura marina como continental, supone
un 24,59% del total. Lubina, rodaballo, tunidos y especialmente dorada,

aglutinaron casi el 50% de la produccion (Figuras llI-1V).
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Peces
Pefes de agua
marinos dulce
16% 10%
Mejillon
74%

Figura lll.- Produccion acuicola espaiiola en 2008 (JACUMAR)

Atun rojo _Lenguado_Rodaballo

6.6% 1% Lubina

23,6%

Corvina
0,1%

Dorada Besugo
66,2% 0,1%

Figura IV.- Distribucién de la produccion de peces por especies en Espafia

(MARM, 2008)

El cultivo en jaulas se practica ampliamente a lo largo de toda la costa
mediterranea espafiola y en aguas de las Islas Canarias. En la region canaria se
ha potenciado en los ultimos afios el cultivo en jaulas flotantes debido a unas
condiciones oceanograficas muy favorables, que permiten la cria de dorada y
lubina. Canarias ocupa el tercer lugar en términos absolutos de produccién a
nivel nacional con un 25%, precedida solo por las comunidades gallega y
valenciana, segun la Asociacion Empresarial de Productores de Cultivos

Marinos de Espafia (APROMAR).
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Entre las especies cultivadas en Canarias se encuentra la dorada, siendo
esta comunidad la tercera productora espafiola de esta especie (15% de la
produccién nacional), precedida por la Comunidad Valenciana (39%) y Murcia
(27%). La especie mas cultivada en las Islas Canarias es la lubina, con una
produccién del 32% de la produccién nacional, seguida de las regiones de
Murcia (30%) y Andalucia (22%). Existen otras dos especies nuevas en su
comercializacidn, como son la corvina (Argyrosomus regius), cuya produccion
en Canarias representa el 30% de la produccidon total espanola, precedida
Unicamente por la region de Murcia (42%). Y la otra especie que se produce
en el Archipiélago Canario es el lenguado (Solea senegalensis), con una
produccion del 15% de la produccion nacional y precedida por Galicia, que

produce el 80% de la produccién total (APROMAR, 2010).

2. Enfermedades mas importantes en acuicultura

Muchas son las infecciones bacterianas que pueden afectar a las
explotaciones y pueden convertirse en un importante problema si no son
controladas efectivamente. En la bibliografia se describen infecciones por
Vibrio spp., Aeromonas spp., Photobacterium damselae subsp. piscicida,
Tenacibaculum maritimum vy otras flexibacterias y Pseudomonas
anguilliseptica, entre otras. La mayoria de estos microorganismos forman
parte del medio marino, y solo en determinadas circunstancias van a

sobrepasar las barreras defensivas de los peces.
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Las enfermedades bacterianas son la causa mds importante de
mortalidad en la acuicultura y, aunque suceden como resultado de la
interaccidon de multiples factores (patégeno, hospedador y medio ambiente)
(Ellis, 1988), sin duda uno de los mas importantes es el propio sistema

inmunitario de los peces.

Como ejemplo se pueden citar algunos casos que suceden en la

actualidad en el ambito nacional (Skretting, 2008):

0 La pasteurelosis ha frenado continuamente el cultivo del lenguado en el
Mediterraneo y Galicia.

0 La nodavirosis en la lubina esta causando elevadas mortalidades en zonas
endémicas de jaulas durante el verano, agravandose con brotes mixtos de

pasterelosis y vibriosis.

Por esto es muy importante tener el mayor conocimiento de los
patégenos que pueden afectar a los peces, para asi poder controlarlos y evitar

grandes pérdidas econdmicas.

Entre las enfermedades bacterianas mds importantes que nos podemos

encontrar en la acuicultura espainola, podemos citar las siguientes:

[l Pasterelosis: es una de las enfermedades mas importantes que afectan al
cultivo de dorada, lubina y lenguado. Esta ocasionada por la bacteria
Photobacterium damselae subsp. piscicida. Se pone de manifiesto cuando
la temperatura del agua es superior a 18°C. Por ello, por su perfil de
temperatura, en Canarias es una enfermedad endémica todo el ano. El

riesgo se produce principalmente en fases tempranas del desarrollo de la
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dorada y la lubina, pero debido al aumento de biomasa, estan
apareciendo brotes de la enfermedad en talla comercial, donde el impacto
econémico es mayor. La transmisién de esta enfermedad puede ser
horizontal, de pez a pez (Toranzo et al., 1982) o vertical, a través del fluido
ovarico y seminal (Romalde et al., 1999). Puede cursar como enfermedad
aguda, con elevada mortalidad o como una enfermedad crdnica con una
mortalidad en goteo. Externamente no presenta sintomas diferenciales, a
nivel interno puede aparecer una inflamacion del bazo, que en curso
cronico presenta unos granulos blanquecinos (Daly, 1999). El diagndstico
se puede hacer por cultivo e identificacion por métodos bioquimicos,
aislando bacilos Gram-negativos inmaviles con tincidon bipolar (Romalde,
2002), métodos seroldgicos y PCR (Osorio et al., 1999). Existen vacunas

comerciales frente a esta enfermedad.

Tincion de Gram de Photobacterium damselae subsp.
piscicida (Caso clinico del Ilaboratorio de
Enfermedades Infecciosas e Ictiopatologia — Instituto
Universitario de Sanidad Animal y Seguridad
Alimentaria de la Universidad de Las Palmas de Gran
Canaria)

Lubina infectada por Photobacterium
damselae subsp. piscicida
http://www.vetcare.gr/SIP| presentation.

htm#lmportant
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[0 Vibriosis: ocasionada por diferentes espcies del género Vibrio, se suele dar
en verano, con elevadas temperaturas. Es uno de los géneros que causa
mayores pérdidas econdmicas en la acuicultura (Toranzo et al., 2005),
afectando a numerosas especies de peces. En la lubina se describen
infecciones por Listonella anguillarum y Vibrio alginolyticus, mientras, en
la dorada, predomina esta ultima. Vibrio alginolyticus se puede comportar
como un patogeno oportunista con posibilidad de dafar los tejidos o
como un patdégeno no muy virulento que puede favorecer el estrés en los
peces. Se suele aislar de aguas costeras templadas y tropicales. El
reservorio de este microorganismo lo constituyen el agua, principalmente
salada, y los alimentos de origen marino o contaminados con agua de mar.
Externamente el animal presenta una distension abdominal y hemorragias
en piel y base de aletas (Martinez y Vélez, 2002), e internamente se
observa una congestion y dilatacion del tubo digestivo, al igual que
hemorragias en las visceras (Balebona et al., 1998a,b). Para su diagndstico
se puede emplear la misma metodologia que para la enfermedad anterior
(Kim et al., 1999). Liu, P.C. et al. (2004) estudiaron la sensibilidad de la
bacteria ante algunos agentes quimioterapéuticos y los resultados fueron:
sensible a cloranfenicol, ciprofloxacina, doxiciclina, eritromicina,
kanamicina, acido nalidixico, nitrofurantoina, 4acido oxolinico,
oxitetraciclina, estreptomicina, sulfonamida y tetraciclina. Existen vacunas

para prevenir infecciones por vibrios.
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Palidez hepatica con petequias, esplenomegalia, distension abdominal y
vejiga natatoria, son algunas de las lesiones que produce Vibrio alginolyticus.
http://www.vetcare.gr/pics_vibriosis_lesions.htm

[l Flexibacteriosis marina: producida por Tenacibaculum maritimum

(Toranzo et al., 2005). Afecta principalmente a la lubina, lenguado,
rodaballo y salmdnidos. Los alevines y juveniles sufren la forma mas
severa de esta enfermedad. Es mds frecuente en invierno y en
primavera. Es una enfermedad facilmente diferenciable ya que
ocasiona zonas necréticas en la piel y la aleta caudal, con posibilidad
también de que afecte a las branquias. En el frotis de las zonas
danadas pueden observarse bacterias, que son alargadas y flexibles y
con tendencia a agruparse. La puerta de entrada al pez son pequefias
heridas o erosiones en la piel. Para su diagnodstico se puede emplear la
misma metodologia que para la enfermedad anterior. Existe una
vacuna disponible patentada por la Universidad de Santiago de
Compostela (Espana) para rodaballo (Santos et al., 1999). La bacteria
es sensible a sulfamidas potenciadas, oxitetraciclina o florfenicol,

combinada con bafio de formol o agua oxigenada.
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Tenacibaculum maritimum. Tincion Giemsa de un
frotis de lesiones (Toranzo, 2010)

(Caso clinico del laboratorio de Enfermedades
Infecciosas e Ictiopatologia — Instituto Universitario
de Sanidad Animal y Seguridad Alimentaria de la
Universidad de Las Palmas de Gran Canaria)

Lamelas con lesiones producidas por

Tenacibaculum maritimum

[0 Forunculosis: enfermedad muy contagiosa producida por Aeromonas
salmonicida subsp. salmonicida. Causa bajas devastadoras en salménidos,
pero también afecta a otras especies de peces mostrando una distribucién
generalizada (Toranzo et al., 2005). Los peces presentan signos de
septicemia hemorragica de curso agudo o crdnico, y a veces forlnculos de
tamafio variable que se localizan en cualquier zona de la superficie
corporal. En los casos agudos suelen aparecer Ulceras. La bacteria se
puede aislar en medios microbioldgicos convencionales, en los que es
frecuente el crecimiento de colonias de color marrén a las 48 horas. Se
comercializan vacunas desde 1980, presentando mejores resultados con

vacunas polivalentes frente a Vibrio spp. y Aeromonas salmonicida. Los
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antibidticos a los que no suele presentar resistencia el agente causal son:

oxitetraciclina, flumequine y acido oxolinico.

Lesion producida por Aeromonas salmonicida
http://www.lsc.usgs.gov/FHB/leaflets/FHB66.pdf

[0 Edwardsielosis: enfermedad infecto-contagiosa producida, principalmente

por Edwardsiella tarda, que afecta a una gran cantidad de peces tanto
cultivados como salvajes con una amplia distribucion geogréfica (Toranzo,
2007) a temperaturas entre 16-18°C. Es una enfermedad emergente en
toda Europa y es capaz de provocar alta mortalidad. Se caracteriza por la
aparicion de abscesos enfisematosos en tejido subcutaneo y musculatura
que desprende un olor nauseabundo. Produce, también, tumefaccién
alrededor de los ojos. Internamente, se aprecia acumulacién de fluido
ascitico en la cavidad abdominal y rifidn hemorragico. Existen vacunas
comerciales, aunque la investigacion sigue sobre vacunas frente a esta
enfermedad (Kawai et al., 2004; Kwon et al., 2006; Hou et al., 2009). La
bacteria responde a los antibidéticos de amplio espectro, que pueden
ocasionar fendmenos de resistencia tras varios tratamientos. Para su

prevencion da buen resultado enriquecer la dieta con vitamina C.
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Multiples abscesos en bazo y rifiéon en
rodaballo afectado por Edwardsiella tarda
(Skretting, 2007)

[l Enfermedad de la boca roja (RMD): enfermedad que afecta

principalmente a peces de acuicultura continental y que puede ocurrir a lo
largo de todo el afio. Enfermedad infecto-contagiosa producida por
Yersinia ruckeri, bacteria Gram-negativa. Aparece un cuadro septicémico
en el que los peces presentan hemorragias de distinta magnitud que
afectan principalmente a la zona ventral de la cabeza, boca y base de las
aletas. Los peces afectados pueden presentar distension abdominal
debido al acimulo de gas y liquido en el estdmago. Produce un 35% de
mortalidad de los animales afectados. Existen numerosas formas de
transmisién incluyendo pdjaros y peces salvajes, coexistiendo también el
estado portador con la transmisién de la enfermedad (Willumsen, 1989).
Hasta hace unos afios, la enfermedad se controlaba muy bien por medio
de programas de vacunacién frente a las cepas clasicas de la enfermedad.
Pero recientemente ha aparecido una nueva cepa, frente a la cual las
vacunas clasicas no protegen (Skretting, 2007). La bacteria es sensible a los

antibioticos de amplio espectro.
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Enfermedad de la boca roja: tejidos afectados por Yersinia ruckeri
web.abo.fi/instut/fisk/Swe/Bakterier/yersinia.htm

[l Estreptococosis: enfermedad que suele aparecer en épocas mas
calurosas. Los estreptococos estan considerados uno de los principales
agentes etioldgicos causantes de enfermedades en acuicultura marina
(Toranzo et al., 2005). La enfermedad esta ocasionada por cocos Gram-
positivos, catalasa negativos. Los signos clinicos externos son natacién
erratica, giros en la superficie, cuerpo en forma de C (Buller, 2004),
obnubilacién sensorial y melanosis. Las fuentes de infeccién se las suele
relacionar con el alimento que reciben y con efectos de actividad humana
cercana, sobretodo ganado vacuno cercano. Los estreptococos producen
procesos degenerativos y necrdticos en los tejidos debido a la produccién
de toxinas que son responsables de producir exoftalmia y hemorragias
petequiales en distintos lugares del organismo. Puede producirse enteritis
hemorragica. Un estreptococo comun en canarias es el Streptococcus
iniae, cuyos signos clinicos pueden variar en funcién de la especie a la que
afecte, bien a la dorada o al bocinegro (Pagrus pagrus) (El Aamri et al.,

2010). La infeccion crénica ocurre a 25°C, mientras que la infeccidon aguda
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aparece entre los rangos 28-32°C (Yuasa et al., 1999). Existen vacunas
efectivas frente a esta enfermedad y los productos mas efectivos frente a

esta bacteria son penicilina, oxitetraciclina o quinolonas.

Streptococcus iniae mediante la tincion de Gram y lesiones que produce esta

bacteria (Caso clinico del laboratorio de Enfermedades Infecciosas e Ictiopatologia
- Instituto Univarsitario de Sanidad Animal y Seguridad Alimentaria de la
Universidad de Las Palmas de Gran Canaria)

Entre las enfermedades viricas mas importantes se encuentran:

[0 Nodavirus (Encefalopatia y Retinopatia Viral): en los ultimos anos, es la

enfermedad mds grave que afecta a la lubina cultivada en jaulas en la
Peninsula Ibérica. Es un proceso estacional, con temperaturas de riesgo
por encima de 20°C. Este virus afecta al sistema nervioso central,
causando lesiones en esos tejidos y provocando alteraciones en la
natacion. El proceso puede provocar altas mortalidades y los peces que

sobreviven pueden quedar como portadores del virus (Skretting, 2007).

Congestion severa del cerebro en una lubina
(Skretting, 2007)
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[0 Linfocistis: enfermedad producida por un iridovirus, que ha sido detectada
en peces de los cinco continentes y en mas de 125 especies. Afecta a gran
parte de la poblacién, sin embargo produce una escasa mortalidad, solo
en casos extremos, como puede ser agua fria y/o estrés (Torroella y
Gilsbert, 1993). Afecta a peces de agua salada, dulce o salobre en un
amplio rango de temperaturas. Entre las especies marinas, la dorada es la
mas afectada. En general comienza a aparecer en primavera, alcanzando
su punto maximo en verano y desapareciendo practicamente en otofio.
Los peces afectados presentan nddulos macroscépicos, que no son mas
qgue células hipertroficas (Baptista et al., 1999). Al igual que ocurre con
otras infecciones virales de peces, no existen medidas profilacticas
adecuadas para el control de la enfermedad en dorada, sino que la
prevencion debe pasar por evitar la introduccion del virus en las
piscifactorias y por establecer medidas higiénico-sanitarias que permitan
su eliminacién. Se han identificado portadores del virus en distintas etapas
del cultivo de la dorada (reproductores, huevos, larvas, postlarvas y
juveniles), habiéndose también detectado en cultivos de rotiferos vy

artemias utilizado para el alimento de las larvas (Cano et al., 2009a,b).

Dorada afectada por linfocistis

(Caso clinico del laboratorio de Enfermedades Infecciosas e
Ictiopatologia — Instituto Universitario de Sanidad Animal y Seguridad
Alimentaria de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria).

26



Revision bibliogrdfica

Entre las enfermedades parasitarias mds importantes nos encontramos:

[l Infestacion por Cryptocaryon irritans: parasito ciliado de peces marinos

gue causa la enfermedad del punto blanco en peces de regiones tropicales
y subtropicales. En peces salvajes, este parasito produce infecciones de
baja intensidad, en cambio, puede causar infecciones severas con alta
mortalidad en peces de acuarios y piscifactorias, sobretodo con alta
densidad (Luo et al., 2007). Los peces muestran dificultad respiratoria,
pueden presentar numerosos puntos blancos sobre la piel, junto con un
aumento de la produccion de mucosidad y hemorragias en dreas
localizadas. La cdérnea puede presentar sefales de opacidad corneal
(Colorni y Burgess, 1997). La inmunoprofilaxis es una alternativa a los

métodos quimioterapéuticos para controlar esta enfermedad (Luo et al.,

2007).

http://www.liveaquaria.com/images/articles/tfh ich fish.jpg

Lubina afectada por Cryptocaryon irritans
(Skretting, 2007)
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O

O

Infestacién por Amyloodinium ocellatum: parasito dinoflagelado que

afecta a numerosos peces marinos, incluyendo lubina, dorada o sargo
picudo. La enfermedad que produce se denomina enfermedad del
terciopelo, por la apariencia externa, ademads de anorexia y cambios en el
comportamiento. Se producen brotes en periodos de elevada
temperatura. A partir del estadio infectivo se fija a la piel o branquias
ocasionando dafios que conducen a estrés respiratorio pudiendo causar
mortalidad. Una buena medida preventiva es la limpieza (Alvarez-Pellitero
et al., 2007), eliminacién de materia orgdnica del fondo del tanque para

evitar el ciclo del parasito, limpieza de tuberias, etc.

http://www.merckvetmanual.com/mvm/serv
let/CVMHighLight?file=htm/bc/exIfh15.htm&
word=Amyloodinium,ocellatum

http://www.fosterandsmithaquatics.com/images/articles/tfh velvet.jpg

Infestacién _por Furnestinia _echeneis vy Sparycotyle chryrisophrii:

trematodos monogéneos que parasitan las branquias. Especialmente
virulentos en verano. Irritan las laminillas branquiales y el pez responde
con un aumento de la mucosidad e hiperplasia epitelial. Los peces

afectados boquean en la superficie del agua y se congregan en las zonas
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donde el agua contiene mas oxigeno. En casos agudos la mortalidad puede
ser subita y en casos de infestacion crénica las infecciones bacterianas

secundarias suelen ser la causa de mortalidad.

Grave anemia en dorada provocada por el parasito
Sparycotyle chrysophrii (Skretting, 2007)

[ Infestacidn por Enteromyxum leei: mixosporidio que a altas temperaturas

produce una enteritis hemorrdgica grave, originando un cuadro crénico
donde tipicamente se pierde toda la musculatura dorsal. La mortalidad no

suele ser alta. No existe tratamiento conocido (Skretting, 2007).

\

Pérdida de musculatura dorsal de una dorada
http://www.vetcare.gr/pics myxidiosis lesions.htm
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3. Agente responsable de la Vibriosis

La vibriosis es una enfermedad que esta producida por distintas
especies del Género Vibrio, asociada a condiciones ambientales estresantes
como cambios en la temperatura del agua, salinidad, manipulaciéon y baja
calidad del agua, incluyendo la disminucion en niveles de oxigeno vy

eutrofizaciéon (Austin y Austin, 1987; Sinderman, 1990).

Sinderman (1990) describié la vibriosis como el principal factor de
mortalidad de muchos peces de cultivo y salvajes, siendo responsable de
grandes pérdidas econdmicas para la acuicultura. Engloba un conjunto de
signos patoldgicos similares, manifestandose por lo general con septicemia
hemorragica (Hjeltnes y Roberts, 1993). Ademds, puede ser responsable de

mortalidades masivas durante brotes graves (Martinez y Vélez, 2002).

En la Familia Vibrionaceae y Género Vibrio encontramos el Vibrio
alginolyticus, bacteria que puede ser aislada de diferentes organismos
marinos como parte de la microbiota sapréfita (Carli et al., 1993). Sin
embargo, se ha sugerido que esta especie es patdgena para muchos animales
marinos y para la especie humana (Blake et al., 1980; Lee, 1995; Riguelme et

al., 1996; Balebona et al., 1998a,b; Gomez-Ledn et al., 2005).

Vibrio alginolyticus es uno de los agentes causales de la vibriosis en los
peces, siendo descrito por primera vez por Sakazaki (1968). Ha sido
considerado como un patégeno oportunista (Sakazaki, 1968), pero, en
muchos casos, aparece en la bibliografia como agente responsable de elevada

mortalidad en granjas de peces. Es controvertido el papel preciso del Vibrio
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alginolyticus como patégeno de peces (Balebona et al., 1998a), por este
motivo muchos autores actualmente consideran que debe revisarse su papel
como agente “oportunista o secundario”. Recientes estudios sugieren que es
un agente patégeno epizodtico de muchos animales acuaticos (Balebona et

al., 1998b; Chien et al., 2002; Liu, C.H. et al., 2004; Honghong et al., 2011).

Varios autores han demostrado que esta especie es genéticamente
heterogénea y exhibe un gran niumero de actividades enzimaticas, las cuales
permiten a la bacteria colonizar los drganos internos del pez y sobrevivir bajo

condiciones de estrés en el agua (Snoussi et al., 2009).

El patdgeno Vibrio alginolyticus es un bacilo corto o curvo Gram-

negativo, moévil por flagelos peritricos y polares, presentando el fendmeno de

swarming, tipica caracteristica de esta especie en la mayoria de sus cepas.

Visualizacion de Vibrio alginolyticus: 1) tincion de Gram (x1000) (Buller, 2004); 2) Ubicacion de
los flagelos peritricos y polares (http://www.revista.unam.mx/vol.6/num4/art36/int36.htm);
3) Crecimiento en BHI mostrando el caracterisitico swarming a las 24h (Caso clinico del
laboratorio de Enfermedades Infecciosas e Ictiopatologia — Instituto Universitario de Sanidad
Animal y Seguridad Alimentaria de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria)
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Presenta oxidasa y catalasa positivo, utiliza como fuente de carbono y
energia la D-glucosa. Ademas, produce acido a partir de: glucosa, maltosa,
manitol y sacarosa, entre otros. Presenta resistencia al agente vibrioestatico
0/129 de concentracion de 10 pg/ml (De Paola, 1991; Elliot et al., 1995) y una
elevada sensibilidad a la concentracion 150 pg/ml, al igual que a la

novobiocina.

150pg.

10pg.

http://www.scielo.org.ve/img/fbpe/rsvm/v23n2/imagel0l.jpg

Se ha descrito también resistencia a la ampicilina, meticilina,
lincomicina, penicilina y carbenicilina, asi como susceptibilidad a la
tetraciclina, cloranfenicol, gentamicina, kanamicina, estreptomicina vy
neomicina (Joseph et al.,, 1978, 1983; Baumann y Schubert, 1984). Otra
caracteristica es que es quimiorganotrofico. Las colonias que se forman son de
color grisaceo-transparentes. Dentro del Género Vibrio, Vibrio alginolyticus es
uno de los mas halofilicos de todos ya que es capaz de crecer a diferentes
concentraciones de NaCl. Como método de distincién entre Vibrio
alginolyticus y Vibrio parahaemolyticus, Molitoris et al. (1985) observaron el
crecimiento de los vibrios en presencia de 10% de NaCl, produccion de
acetoina y fermentacidon de arabinosa, siendo estas pruebas solo positivas

para el Vibrio alginolyticus (Tabla Il).
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Tabla ll.- Caracteristicas bioquimicas de Vibrio alginolyticus

Gram

Movilidad

Oxidasa

O/F Glucosa
B-galactosidasa
Arginina dehidrolasa
Lisina decarboxilasa
Ornitina decarboxilasa
Citrato

Sulfhidrico

Indol

Nitrato

Ureasa

Triptéfano desaminasa
Catalasa

Rojo de metilo

Voger Proskauer

Gelatinasa

Produccién de acido a partir de:

Glucosa
Manitol
Inositol
Sorbitol
Ramnosa
Sacarosa

Melobiosa

Amigdalina
Arabinosa
Esculina
Lactosa
Maltosa

+ + + o+

< < + +

+

Manosa

Salicina

Trehalosa

Xylosa

Glicerol
Crecimiento en:

Agar Marino

Agar BHI + NaCl

Agar sangre + NaCl

Agar McConkey

Agar TSA + NaCl

Agar TCBS + NaCl
Crecimiento a:

5°C

10°C

15°C

25°C

30°C

37°C
Crecimiento con:

0% de NaCl

1,5% de NaCl

7% de NaCl

10% de NaCl
Resistencia a:

Agente vibriostatico 0/129

(150ug/ml)
Novobiocina

Hemolisis
Lipasa
Chitina
Amilasa

+ + < + + +

+ + + +

+: Reaccion positiva;

-: Reaccidn negativa;

V: Reaccion variable
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En cuanto a la morfologia de su colonia, se describe en base a su
crecimiento en agar tiosulfato citrato sales biliares sacarosa (TCBS), como
colonias convexas de 2 a 6 mm de diametro, de color amarillo por la
fermentacion de la sacarosa presente en el medio. En la ultima década se han
descrito varios factores de virulencia de Vibrio alginolyticus relacionados con
su habilidad de producir hemdlisis, hemoglutinacién y la presencia de

proteasas (Zanetti et al., 2000).

En 1995, algunos autores demostraron que temperaturas bajas
favorecen el estado viable pero no cultivable de la bacteria, siendo ésta una
estrategia adaptativa de microorganismos frente a estrés medioambiental,
donde las bacterias se podrian recuperar una vez fueran restablecidas las
condiciones dptimas (Hug y Colwell, 1995; Oliver y Bockian, 1995). Baffone et
al. (2003) pasaron a este estado dos cepas salvajes, Vibrio alginolyticus y
Vibrio parahaemolyticus, cultivandolas en agua de mar e incubandolas a 5°C.
Después, una vez restablecidas sus condiciones éptimas de cultivo, crecieron
de nuevo y conservaron sus propiedades virulentas. La temperatura (Oliver et
al., 1991), la limitacion de nutrientes (Fouz et al., 1998), los niveles de
osmolaridad, humedad (Heidelberg et al., 1997) y aireacion (Rollins y Colwell,
1986), son factores importantes que contribuyen a la induccion del estado de
viable pero no cultivable (VBNC) de la bacteria. Sin embargo, el estrés
producido por la ausencia de nutrientes y las bajas temperaturas parecen ser
las principales causas de induccidon del estado VBNC de algunas de las

bacterias patogenas (Oliver, 1993; Colwell y Hug, 1994).
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Srinivasan y Kjellberg (1998) encontraron que en las condiciones de
limitacién de nutrientes e inanicién en ambientes naturales, la respuesta de
Vibrio spp. no es simplemente una detencién de todas las actividades
metabodlicas, sino que se puede argumentar que el ciclo de vida de las
bacterias, en general, consta de dos fases principales. La transicién entre estas
dos fases implica cambios drasticos en la expresion génica, fisiologia y
morfologia. Esta misma idea presentan Rosenberg y Ben-Haim (2002), que
postulan que se observan diferencias entre las bacterias VBNC y las bacterias
viables cultivables como reduccion del tamafio de la célula, aumento del
grosor de la pared celular, disminucion de la cantidad de ARN, ADN vy

formacion de biofilms.

Vibrio alginolyticus ha desarrollado estrategias que le permiten
sobrevivir en agua de mar en ausencia de nutrientes (Ben Kahla-Nakbi et al.,
2007). Bajo estas condiciones Vibrio alginolyticus puede entrar en el estado de
VBNC desde el cual puede resurgir después de la adicion de nutrientes,
manteniendo su potencial infectivo al pez. La bacteria conserva su perfil
bioquimico inicial tras 6 meses incubado en un ambiente marino, debido
probablemente, a que el tiempo de incubacién fue proporcional a la cantidad
de nutrientes que habia en dicho ambiente. Estos resultados estan en
concordancia con los obtenidos por estudios similares realizados sobre otras
especies de vibrios autdctonos de ecosistemas acudticos. Esto significa que
Vibrio alginolyticus es un patdégeno oportunista, cuyo principal reservorio

probablemente sea el medio acuatico.



Revision bibliogrdfica

Las diferentes alteraciones observadas en los patrones de proteinas de
la membrana externa (OMPs) en Vibrio alginolyticus y Vibrio
parahaemolyticus pueden confirmar la existencia de ciertas modificaciones en
la resistencia a algunos antibidticos (Ben Abdallah et al., 2009), al igual que se
ha descrito con otras bacterias (Chen y Livermore, 1993; Mushtaq et al.,
2004). Varios autores (Gauthier et al, 1988; Ben Abdallah et al., 2009)
observaron modificaciones enzimaticas, morfoldgicas, protedmicas en Vibrio
alginolyticus y Vibrio parahaemolyticus, al igual que observaron alteraciones
genéticas manifestandose con pérdida de 3 plasmidos. Ademds, algunas
bacterias marinas, al igual que pueden perder plasmidos de ADN en el agua de
mar, pueden obtener otros. Esto puede afectar a la estabilidad de los factores
de virulencia de la bacteria en el medio marino, al igual que a Ia

transformacién de cepas no patdgenas en cepas patogenas y viceversa.

Snoussi et al. (2009) observaron que la habilidad de tener formas viables
pero no cultivables permite a la bacteria persistir en toda la granja, poniendo
en serio peligro la salud de los peces y, consecuentemente, causar enormes

pérdidas en la productividad, especialmente, en los criaderos de alevines.

El hierro es un elemento esencial para el crecimiento de los
microorganismos, pero en los tejidos de los hospedadores se encuentra a
concentraciones bajas y normalmente quelado con proteinas. Los
microorganismos han desarrollado diversos mecanismos para adquirir el
hierro in vivo, incluyendo la produccion de sideréforos que pueden extraer el
hierro de las proteinas quelantes del hospedador, como la transferrina y

lactoferrina (Brock et al., 1991; Otto et al., 1992). La presencia de sideréforos
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es un factor de virulencia importante para los patégenos de peces, incluyendo
Photobacterium damselae subsp. piscicida (Magarifios et al., 1994), Listonella
anguillarum (Lemos et al., 1988; Gierer et al., 1992), Vibrio vulnificus (Biosca y

Amaro, 1996) y Aeromonas spp. (Esteve y Amaro, 1991).

Balebona et al. (1998b) comprobaron que las cepas con las que
trabajaron de Vibrio alginolyticus mostraban sideréforos sobre el agar CAS
(sulfato azurol cromo), indicando que Vibrio alginolyticus puede obtener
hierro de compuestos de alta afinidad y sugiere que podrian también obtener

hierro de proteinas quelantes con hierro del hospedador.

En el trabajo de Balebona et al. (1998b) analizaron la actividad
hidrolitica de los productos extracelulares de Vibrio alginolyticus. Dedujeron
que son muy hidroliticos, puesto que obtuvieron que los productos
extracelulares contenian entre 366 y 722 g de proteina/ml. Todas las cepas
fueron positivas a la fosfatasa alcalina y al acido fosfatasa, pero negativas a la
lipasa, O-galactosidasa, B-galactosidasa, B-glucuronidasa, a-glucosidasa, O-
manosidasa y a-fucosidasa. El sistema APl ZYM ha sido usado en muchos
estudios para discriminar microorganismos relacionados, los cuales exhiben
niveles altos de homogeneidad en sus perfiles bioquimicos convencionales
(Gruner et al., 1992; Biosca y Amaro, 1996). Se ha observado variabilidad
fenotipica en cepas de Vibrio alginolyticus aisladas de dorada cultivadas
(Balebona et al., 1995). Ademas, fueron detectadas actividades de caseinasa,
gelatinasa, amilasa, fosfolipolipasa y colagenasa en todas las cepas. Sin
embargo, la actividad de la elastasa no se detectd en los productos

extracelulares.
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Las actividades hidroliticas han sido consideradas factores de virulencia
porque permiten a la bacteria sobrevivir, proliferar e invadir tejidos de
hospedadores (Campbell et al., 1990; Ellis, 1991). Las actividades proteoliticas
de los productos extracelulares han sido correlacionados con la patogenicidad
de Listonella anguillarum (Inamura et al., 1984; Milton et al., 1992) y

Aeromonas salmonicida (Ellis, 1991).

Balebona et al. (1998b,c) demostraron que Vibrio alginolyticus tiene la
habilidad de adherirse a la piel, agallas y mucus intestinal de la dorada. Sus
productos extracelulares pueden degradar el mucus intestinal y son

citotoxicos para las lineas celulares de peces.

4. Agente responsable de la Pasterelosis

Esta enfermedad fue descrita por primera vez en una poblacién salvaje
de lubina blanca (Morone americanus) y lubina estriada (Morone saxatilis) en
1963, cuando un brote epidémico ocurrié en la bahia de Chesapeake (EEUU)
(Sniezko et al., 1964). El signo mas llamativo que aparecié fueron unos
granulomas en el bazo, por ello se la empezd a denominar
pseudotuberculosis.

Granulomas en bazo de Ilubina por
Photobacterium damselae subsp. piscicida
(Caso clinico del Ilaboratorio de
Enfermedades Infecciosas e Ictiopatologia

. — Instituto Universitario de Sanidad Animal
y Seguridad Alimentaria de la Universidad

de Las Palmas de Gran Canaria)
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A pesar del hecho de que la pasteurelosis ha sido reconocida hace
tiempo como enfermedad de peces, la posicidon taxondmica de su agente
etioldgico, Photobacterium damselae subsp. piscicida, fue objeto de
controversia y es en la década de los 90 cuando fue clarificado. Basandose en
sus caracteristicas fisioldgicas, como la tincidon de Gram, la actividad oxidasa,
ausencia de movilidad y la tipica forma bacilar bipolar, la bacteria fue

inicialmente asignada al Género Pasteurella (Sniezko et al., 1964).

Poco después, Janssen y Surgalla (1968) propusieron el nombre de
Pasteurella piscicida para designar este patégeno, aunque algunos aspectos
no coincidian con este género, como por ejemplo la incapacidad de reducir
nitrato y la sensibilidad a bajas temperaturas y valores de pH. Pasteurella
piscicida fue hasta ese tiempo el Unico miembro halofilico del género. A
principios de los afios 70 algunos autores japoneses sugirieron diferentes
géneros, como Corynebacterium (Kimura y Kitao, 1971) y Arthrobacter (Simidu
y Egusa, 1972) basandose en el metabolismo de carbohidratos, pleomorfismo
y sensibilidad a la penicilina. Técnicas inmunoldgicas mostraron que
Pasteurella piscicida no presenta antigenos comunes con los dos géneros
anteriores (Kusuda et al., 1978). Sin embargo fue observada una relacién con
un aislado de Pasteurella plecoglosicida de ayu (Plecoglossus altivelis altivelis),
siendo la base para la asignacién de la bacteria al Género Pasteurella. Se ha
descrito que Pasteurella piscicida comparte mayores caracteristicas
fenotipicas con otros patégenos de peces como Listonella anguillarum vy
Aeromonas salmonicida que con Pasteurella multocida y Pasteurella
haemolytica (Magarifios et al., 1992). Esta bacteria se diferencia desde un

punto de vista bioquimico del resto de bacterias pertenecientes al Género
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Pasteurella por no crecer a 37°C, por ser haldfila y por no reducir los nitratos

(Magarifios et al., 1992).

Romalde et al. (1995) realizaron un estudio de perfiles de acidos grasos
metilester (FAME) por cromatografia de gases revelando la homogeneidad
con diferencias significativas en la mayor cantidad de acidos grasos en
diferentes cepas de Pasteurella piscicida. Ademds, comparando estos
resultados con los obtenidos para cepas de origen clinico, como Listonella
anguillarum, Aeromonas salmonicida, sugieren que este agente estd mas

cercano a la Pasteurella que a las otras dos especies.

Nicolas et al. (1994), basandose en estudios de ARN ribosémico,
reclasificaron a esta bacteria como una nueva subespecie de Vibrio damsela.
Gauthier et al. (1994) llevaron a cabo un exhaustivo estudio de la Familia
Vibrionaceae y organismos afines con las técnicas de secuenciaciéon ARN
ribosémico 16S e hibridacion ADN-ARN. Un afio mas tarde, Gauthier et al.
(1995) propusieron la reasignacion de Pasteurella piscicida como una nueva
subespecie de la recientemente creada Photobacterium damsela comb. nov.
(formalmente Vibrio damsela) (Smith et al., 1991), desde que los dos
organismos difieren en un nucleétido en la secuencia ARN ribosémico 16S y
muestran una hibridacidn ADN-ARN de aproximadamente un 80%. Estos
resultados fueron después confirmados por otros autores (Osorio et al.,
1999), donde fue demostrada la alta similitud en la secuencia de ARN
ribosémico de otros miembros de este Género Photobacterium (98,1% a
Photobacterium histaminum). Por lo tanto, el nuevo nombre aprobado para el

agente causal de la pseudotuberculosis de peces fue Photobacterium damsela
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subsp. piscicida. Truper y De’Clari (1997) corrigieron el epiteto especifico
“damsela” (sustantivo) por “damselae” (genitivo), quedando el nombre final

de la bacteria como Photobacterium damselae subsp. piscicida.

Thyssen et al. (2000) caracterizaron cepas de esta bacteria empleando la
“Amplified fragment length polimorphism” (AFLP), y demostraron que existe
una homologia entre Photobacterium damselae subsp. piscicida y
Photobacterium damselae subsp. damselae de un 77%, lo cual confirma la

idea de una proximidad taxonémica.

La bacteria causante de esta enfermedad es un bacilo Gram-negativo
inmovil con tincidn bipolar (Austin y Austin, 1999), y no produce esporas. El
tamafio y morfologia de las células dependeran de las condiciones de cultivo,
Koike et al. (1975) describieron tamafios desde 0,6-1,2 x 0,8-2,6 um. Son

polimérficas pudiendo ser observados desde micrococos hasta largos bacilos.
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Tincion de Gram de Photobacterium damselae subsp. piscicida
(Caso clinico del laboratorio de Enfermedades Infecciosas e

Ictiopatologia — Instituto Universitario de Sanidad Animal y Seguridad
Alimentaria de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria)
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Para su cultivo se han usado diferentes medios como son el Agar
Infusion Cerebro Corazén (BHIA), Agar Triptona-Neopeptona, Agar Levadura-
Peptona, Agar leche y Agar Sangre, enriqueciendo todos los medios de cultivo
con un 1,5-2% de NaCl (Egusa, 1992). En estos medios se observan colonias
redondas, incoloras, semi-transparentes en forma de “gotas de rocio” y de
consistencia pegajosa. En Agar Nutritivo también se cultiva pero su
crecimiento no es 6ptimo, siendo también inadecuado en otros medios
liguidos como el Caldo Nutritivo y el Agua de Peptona. Aunque mal,
determinadas cepas pueden crecer en Agar MacConkey. No crece en Agar
Salmonella-Shigella. Photobacterium damselae subsp. piscicida presenta un

metabolismo anaerobio facultativo (Austin y Austin, 1999).

Sniezko et al. (1964), Janssen y Surgalla (1968), Kimura y Kitao (1971),
Simidu y Egusa (1972), Kusuda y Yamaoka (1972) describieron las
caracteristicas bioquimicas de Photobacterium damselae subsp. piscicida
coincidiendo de forma general en el comportamiento bioquimico de esta
bacteria, exhibiendo unas caracteristicas tipicas como que son inmoviles,
oxidasa y catalasa positiva, metabolismo fermentativo, sensible a la accién del
agente vibriostatico 0/129 (Austin y Austin, 1999), no produce gas a partir de
la glucosa y es haldfila (Janssen y Surgalla, 1968; Magarinos et al., 1992). Esta
bacteria produce hemdlisis de eritrocitos de oveja, salmdén y rodaballo, pero
no en los eritrocitos de trucha. Sakai et al. (1993) encontraron seis aislados
gue presentaban una superficie hidrofébica y que eran capaces de aglutinar

eritrocitos de oveja.
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El agente etiologico de la pasteurelosis en peces muestra arginina
dehidrolasa positiva y actividad lipasa y fosfolipasa. Muestra, ademas,
respuesta negativa a indol, reduccion de nitrato, ureasa, gelatinasa, amilasa y
produccion de sulfihidrico (Magarifios et al., 1996). En lo que se refiere al uso
de carbohidratos, esta bacteria produce acido solo a partir de glucosa,
manosa, galactosa y fructosa. Se encuentran resultados variables con respecto
a reacciones de rojo de metilo, Voges-Proskauer, sucrosa y maltosa (Robohm,
1983), como sugieren Koike et al. (1975), pudiendo dar origen a esta

variabilidad el empleo de diferentes medios basales.

Las caracteristicas bioquimicas de los diferentes aislados de
Photobacterium damselae subsp. piscicida se muestran en la Tabla lll (Janssen

y Surgalla, 1968; Yasunaga et al., 1983, 1984; Toranzo et al., 1991).
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Tabla lll.- Caracteristicas bioquimicas de Photobacterium damselae subsp. piscicida

Gram
Movilidad
Oxidasa

O/F Glucosa

Citrato
Sulfhidrico
Indol
Nitrato

Ureasa

Catalasa

Rojo de metilo

Gelatinasa

Glucosa
Manitol
Inositol
Sorbitol
Ramnosa
Sacarosa
Melibiosa
Amigdalina
Arabinosa
Esculina
Lactosa
Maltosa
Manosa

Salicina

B-galactosidasa
Arginina dehidrolasa

Lisina decarboxilasa

Voger Proskauer

Ornitina decarboxilasa -

Triptéfano desaminasa -

Produccion de acido a partir de:

+

Trehalosa

Xylosa

Glicerol

Galactosa

Fructosa
Crecimiento en:

Agar Marino

Agar BHI + NaCl

Agar sangre + NaCl

Agar McConkey

Agar TSA + NaCl

Agar TCBS + NaCl

Agar/Caldo nutritivo

Agua de peptona
Crecimiento a:

5°C

10°C

15°C

25°C

30°C

37°C
Crecimiento a:

0% de NaCl

1,5% de NaCl

7% de NacCl

10% de NaCl
Resistencia a:

Agente vibriostatico 0/129

Novobiocina
Hemdlisis
Lipasa
Amilasa

+: Reaccion positiva;

-: Reaccidn negativa;
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La capsula parece estar compuesta por un material denso y de finos
filamentos proyectados sobre la superficie de la célula. La elaboracion de la
capsula por esta bacteria parece depender de la disponibilidad de hierro y la
fase de crecimiento de la bacteria, la limitacidén de hierro en la fase temprana
de crecimiento induce una capsula distinta (do Vale et al., 2001). También
depende de la disponibilidad de glucosa en el medio (Acosta et al., 2006). La
presencia de la cdpsula en la bacteria le confiere resistencia e incrementa la
virulencia con respecto a cepas no encapsuladas (Arijo et al., 1998; do Vale et

al., 2001).

Jung et al. (2008) observaron diferencias en el perfil de glicoproteinas
entre bacterias cultivadas in vitro e in vivo, sugiriendo que la expresién de
estas proteinas depende de las condiciones de cultivo de la bacteria. Las
bandas de carbohidrato que identificaron en este estudio pueden representar
acidos sialicos (Jung et al., 2001). También encontraron en la bacteria
carbohidratos de alto peso molecular, quiza relacionados con la cdpsula que

aparece cuando la bacteria es cultivada in vivo.

Algunas caracteristicas bioquimicas que diferencian a Photobacterium
damselae subsp. piscicida de algunos patégenos comunes en acuicultura,
como Listonella anguillarum y Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida, asi
como de otras Pasteurella spp. se muestran en la Tabla IV (Magarifios et al.,

1992).
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Todos los aislados del continente europeo, Japén y Estados Unidos son
bioquimicamente y antigénicamente similares (Magarifios et al., 1992), a su
vez presentan patrones electroforéticos similares en sus lipopolisacdridos y

los perfiles de proteinas de las membranas.

Tabla IV.- Diferencias bioquimicas entre diferentes patégenos comunes en la acuicultura

Especies Ph. damselae L. A. salmonicida P. P.
P subsp. piscicida | anguillarum = subsp. salmonicida | multocida = haemolitica
Motilidad - + - - -
Produccion de
gas - - + - -
de glucosa
Arginina + . . ) )
dehidrolasa
Indol - + - + =
Reduccion de
) - + + + +
nitrato
Gelatinasa - + + - -
Crecimiento a v N N
37°C
Requerimiento
+ + - - -
de sal
Sensibilidad:
0/129 S S R S S
Novobiocina S S R S Vv
+: Reaccion positiva;  -: Reaccidn negativa;  V: Reaccion variable;  S:Sensible;  R: Resistente

— [ a6 1
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5. Estudio de la Nodavirosis

Durante las ultimas dos décadas se ha descrito frecuentemente un
proceso neuropatolégico de caracter infeccioso en cultivos marinos de peces,
que se ha ido extendiendo geograficamente a nivel mundial, y que representa
una fuerte amenaza econdmica para la industria de la acuicultura (Munday et
al., 2002). Recientemente, esta patologia, se ha descrito también en peces de
agua dulce como guppy (Poicilia reticulata) (Hedge et al., 2003) y esturion

(Acipenser gueldestaedi) (Athanassopoulou et al., 2004).

Esta enfermedad, conocida como necrosis nerviosa viral (VNN) o
encefalopatia y retinopatia viral (VER), se caracteriza por el desarrollo de
encefalopatias y retinopatias vacuolizantes detectadas mediante histologia y
asociadas a nataciones erraticas que desembocan en mortalidades muy
elevadas, pudiendo alcanzar el 100% fundamentalmente en estadios larvarios
y juveniles de las especies afectadas, como lubina (Bellance y Gallet de Saint-
Aurin, 1988) y pez loro japonés (Oplegnathus fasciatus) (Yoshikoshi e loue,

1990), entre otras, mostrando una amplia distribucion geografica.

Los sintomas clinicos mas comunes en algunas de las especies que se ha

detectado esta enfermedad viral se pueden ver en la Tabla V.
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Tabla V.- Sintomas clinicos mas comunes de la nodavirosis (O.l.E., 1997)

Natacidn rapida y no coordinada
Palidez
Anorexia

Lates calcarifer (Perca gigante)

Extenuacion

Movimientos giratorios
Dicentrarchus labrax (Lubina) Vejiga natatoria muy hinchada

anorexia

Oplegnathus fasciatus (Pez loro japonés) Nataclonieniespltal

Color oscuro

Epinephelus akaara (Mero de Hong Kong)  Movimientos giratorios

. Natacidon anormal
Pseudocaranx dentex (Jurel dentén)

Vejiga natatoria muy hinchada

Scophthalmus maximus (Rodaballo) Natacion en espiral

Descanso “panza arriba”

Recientemente esta enfermedad también fue detectada en
invertebrados marinos de la peninsula de Corea, sugiriendo que esta infeccion
sublclinica podria constituir una fuente de indculo causando mortalidades de

peces cultivados en esta region (Gémez et al., 2008).

En base a su forma, tamafio y organizacién gendmica, este virus se
clasific6 como perteneciente a la Familia Nodaviridae (Mori et al., 1992).
Hasta ese momento la Familia Nodaviridae estaba compuesta por un solo
género, Nodavirus, aislado de insectos (Francki et al., 1991). A pesar de la alta
similitud entre los nodavirus aislados de peces y los aislados de insectos en
sus propiedades fisicas y en la organizacidon de su genoma, los aislados de
peces poseen unas caracteristicas especiales que obligaron a agruparlos

dentro de un nuevo género, Betanodavirus, perteneciente a la Familia
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Nodaviridae (Delsert et al., 1997; Tang et al., 2002). Recientemente se ha
descrito un nuevo miembro de esta familia de virus, el Macrobrachium
rosenbergii nodavirus, que presenta caracteristicas de la Familia Nodaviridae
pero presenta diferencias con los miembros de los géneros Alphanodavirus y
Betanodavirus (Bonami et al., 2005) con lo que no se puede incluir en ninguno
de los dos; este patégeno es el primer representante de la Familia

Nodaviridae aislado de invertebrados acuaticos.

El origen de esta enfermedad podrian ser las poblaciones de peces
salvajes de las que se obtienen los reproductores a partir de los que se inicia
el cultivo ya que se ha detectado la enfermedad en peces procedentes de la
pesca (Barker et al., 2002). No se sabe si estas poblaciones son susceptibles o

si solo actian como portadores aparentemente sanos de esta enfermedad.

Se ha demostrado experimentalmente la transmisidén horizontal de la
Necrosis Nerviosa Viral en muchas ocasiones en la bibliografia, como por
ejemplo, Glazebrook et al. (1990) demostraron la transmision de la
enfermedad por cohabitacién en larvas enfermas y sanas de perca gigante,
Arimoto et al. (1993) demostraron lo mismo en el caso del jurel dentdn.
También se ha demostrado la transmision en juveniles de lubina al ser
inyectadas intramuscularmente con homogenados de cerebro de peces
infectados (Thiery et al., 1997), al igual que también se ha demostrado la
transmisidon entre lubinas infectadas y esturiones sanos (Athanassopoulou et
al., 2004) y entre juveniles de fletan del Atlantico enfermos a salmones sanos

(Korsnes et al., 2005).
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La transmision vertical de esta enfermedad se ha demostrado tanto en
el jurel dentén como en la lubina (Breuil et al., 1991; Nishizawa et al., 1996).
Mediante la técnica de la PCR se detecté el virus en los tejidos de ovario y

consecuentemente en las larvas obtenidas de dichos reproductores.

Ademas se ha descrito que algunas especies de peces como la dorada
pueden ser portadores asintomaticos de esta enfermedad, es decir, que
contienen el virus, por lo que lo pueden transmitir, pero no sufren los

sintomas producidos por el mismo (Castric et al., 2001).

El diagndstico de la nodavirosis se puede realizar mediante la replicacion
del nodavirus en cultivo celular (lwamoto et al., 1999; Qin et al., 2006),
microscopia optica (O.l.E., 1995) y electrdnica, técnicas inmunoldgicas (Le
Breton et al., 1997, O.l.E., 1997; Huang et al., 2001) o técnicas de biologia
molecular (Grotmol et al., 2000; Starkey et al., 2004). Este ultimo método es
mas fiable ya que es capaz de detectar |la presencia del virus en estadios de la
enfermedad en los que los antigenos virales no son detectados por los otros

métodos de diagndstico.
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6. Mecanismos de defensa frente a una infeccion en los

teledsteos

6.1. Sistema inmune. Generalidades

Recientemente, los estudios sobre la respuesta inmune de peces son
cada vez mayores en especies econdmicamente relevantes en la acuicultura y
la pesca, principalmente salmdnidos, ciprinidos, peces planos, gdadidos,

ictaluridos, moronidos o esparidos.

La respuesta inmune se ve afectada por numerosos procesos que
dependen del hospedador, del medio y del patdgeno. Entre los factores que
dependen del hospedador se presentan diferencias en la respuesta humoral y
celular, que son propios de cada especie y que pueden variar entre los
individuos de una misma poblacién (Ruiz et al., 2003). La edad es uno de los
factores intrinsecos o inherentes al pez mas importantes, existiendo
evidencias de aparicion de células inmunes entre los 5-28 dias posteclosidon en
varias especies de peces como falso halibut del Japdn (Paralichthys olivaceus),
bacalao del Atlantico (Gadus morhua), rodaballo, dorada, lubina, carpa y pez
cebra (Danio rerio), pero se cree que esas células no son inmunolégicamente
competentes hasta varias semanas después de la eclosién (Klesius et al., 2004,
Mulero et al., 2007). Aungue esto esta ligado con la especie, es posible que se
establezca tolerancia inmunoldgica si existe exposiciéon al antigeno en los

estadios larvarios (Mulero et al., 2007).
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Otro de los factores determinantes en la respuesta inmunoldgica es el
estrés. Se ha descrito en los peces un sindrome de adaptacion o de huida
similar al de los mamiferos, estimulado en los peces por hipoxia, altas
densidades, manipulacién, temperatura, téxicos y modulado en los teledsteos

por los niveles de cortisol (Ellis, 1981; Jeney et al., 1992; Wendelaar, 1997).

Los efectos mas relevantes sobre el sistema inmune tienen que ver con
alteraciones de los tejidos superficiales del pez y depresion de la respuesta
leucocitaria algunas de ella son, incremento de la permeabilidad epitelial,
incremento en el recambio celular y a su vez desarreglo estructural en la piel y
branquias, incremento en los neutrdfilos circulantes en contraste con los
bajos niveles plasmaticos de linfocitos y macréfagos ocasionado por la
exudacion de estas células en las branquias, la piel y el intestino (Wendelaar,
1997), disminucién de los linfocitos de memoria B y T, aumento en la
fagocitosis y la explosion respiratoria de los leucocitos renales (Wendelaar,
1997; Ruiz et al., 2003b), alteracion de la migracion, fagocitosis y presentacién
de antigenos por parte de los macréfagos y disminucién de la actividad de
mieloperoxidasa (MPQO) y la produccion de trampas extracelulares (NETs) por
parte de los neutrdfilos (Palic et al., 2007). Todos estos efectos se traducen en
la susceptibilidad a enfermedades principalmente de tipo infeccioso y

particularmente de origen bacteriano (Ndong et al., 2007).

El estado nutricional también afecta al sistema inmunoldgico de los
peces. Las deficiencias de las vitamina C y E alteran el funcionamiento de los
macrofagos y el complemento (Blazer, 1991); los desajustes de acidos grasos

pueden alterar la fagocitosis debido a la modificacion de las caracteristicas de
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la membrana celular de leucocitos (Blazer, 1991) y disminuir marcadamente la
flora intestinal y a su vez la resistencia a la adhesion y translocacion

bacteriana (Ringg et al., 2001).

En lo que concierne a los factores extrinsecos, la temperatura es
trascendental en los peces cuando deben responder a un agente patdgeno (Le
Morvan, 1998; Ferguson, 2006). La temperatura del agua afecta a la respuesta
inmune en mayor o menor medida segun la especie del pez y la adaptacion
previa a la misma. Los efectos de las bajas temperaturas sobre el sistema
inmune son principalmente sobre el componente celular. Se ha documentado
la disminucién de la respuesta mediada por linfocitos, principalmente sobre el
tipo celular T helper sin afectar la funciones de procesamiento de antigeno y
produccion de IL-1 por parte de las células presentadoras de antigeno (Le
Morvan, 1998). Ademas, se ha descrito la alteracion de la fagocitosis y de la
citotoxicidad (Ellis, 1981; Le Morvan, 1998), el bloqueo de la activacion de las
células Ty B, y la disminucion de la respuesta primaria de anticuerpos (Miller
y Clem, 1984). Estudios in vitro han demostrado que la respuesta
linfoproliferativa del pez gato a concanavalina A (ConA) y fitohemaglutinina se
reduce en temperaturas inferiores a 22°C. Algunos autores coinciden en que
las temperaturas bajas suprimen la respuesta primaria de anticuerpos, pero la
respuesta secundaria es adecuada a temperaturas bajas siempre y cuando la
memoria inmunoldgica se establezca en temperaturas confortables para la
especie (Miller y Clem, 1984; Le Morvan, 1998). Por otro lado, las
temperaturas bajas cambian la relacidén entre acido oleico y estearico a favor
del primero y de este modo aumenta la rigidez de la membrana celular y

disminuye o se impide la fagocitosis, la migracién transepitelial y otras
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funciones de leucocitos (Le Morvan, 1998, Montero et al., 2008). Ademas, la
activacion de la proteina quinasa C y la sintesis de otros componentes de la
membrana plasmatica tales como proteinas y glicidos (principalmente acido

sialico) son afectados in vitro por las temperaturas bajas (Le Morvan, 1998).

Las fluctuaciones de temperatura tienen un efecto doble en relacion con
la presentacion de enfermedades infecciosas, por un lado altera los
mecanismos de respuesta del pez y por otro, presiona el crecimiento de los
patégenos en el ambiente (Le Morvan, 1998). Los principales problemas se
presentan cuando se producen fluctuaciones subitas de temperatura, y casi
siempre en estos casos, la enfermedad y la mortalidad se asocian a procesos

de origen bacteriano (Ferguson, 2006; Ndong et al., 2007).

Algunos metales pesados como mercurio, cadmio y cobre, insecticidas
como los organoclorados y organofosforados, y el amoniaco, nitritos y cianuro
en dosis subletales, tienen efecto sobre componentes celulares y humorales
del sistema inmune, ya sea en forma directa, o como consecuencia de su
efecto estresante, pero los mecanismos involucrados en esas reacciones no

han sido clarificados (Zapata et al., 1992).

Por otra parte, los factores que dependen del patdgeno son diversos,
dependen de las caracteristicas bioldgicas de cada agente, de las
particularidades de sus antigenos y de sus interacciones con el sistema

inmune.
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Una caracteristica del sistema inmune de los peces es la presencia en
rifidn, higado, gdénadas, tiroides y timo, pero sobre todo en el bazo, de los
centros melanomacrofagicos (CMMs) (Ferguson, 2006), que estdn
constituidos por macrofagos, células reticulares, linfocitos y células
plasmaticas. De forma especulativa se dice que su papel en infecciones
bacterianas intracelulares resistentes a fagocitosis como Streptococcus,
Mycobacterium y Renibacterium, en infecciones por Myxobolus spp. y en
infecciones por Nodavirus, aumentan en nimero y sus macréfagos atrapan
grandes cantidades de antigeno o de bacterias completas (Agius y Roberts,
2003; Ferguson, 2006; Hernandez et al., 2008). Press et al. (1996)
demostraron que algunos elementos vacunales de Aeromonas salmonicida se

acumulan en CMMs después de la inoculacidn intraperitoneal.

6.2. Sistema inmune. Divisidon

El sistema inmune se divide en dos, inespecifico y adaptado.
Generalmente el sistema innato o inespecifico precede al sistema adaptativo
o especifico, activa y determina la naturaleza de la respuesta adaptativa y
coopera en el mantenimiento de la homeostasis (Fearon y Locksley, 1996;
Fearon, 1997). En este trabajo nos vamos a centrar en el sistema inmune

inespecifico.

Como en otros vertebrados, el sistema inmune inespecifico en peces es
la primera linea de defensa. Esto es debido a la ineficiencia intrinseca de la
respuesta inmune adquirida del pez por su posicion evolutiva y su naturaleza

poiquiloterma. Esto se traduce en que la respuesta de anticuerpos es limitada,
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la afinidad y la memoria de la respuesta inmune adquirida va madurando
poco a poco y la proliferacion de linfocitos es lenta. La respuesta inmune
adquirida del pez es lenta (mads de 12 semanas) y relativamente
independiente de la temperatura (Du Pasquier, 1982; Alexander e Ingram,

1992; Ellis, 2001).

El sistema inmune adaptativo se basa en la generacién aleatoria de
diversos receptores de linfocitos T y B codificados por los genes de activacion
recombinante (RAGs) y contribuye a una mayor respuesta especifica y
eficiente frente a infecciones (McGuinness et al., 2003; Medzhitov, 2007).
Hay, sin embargo, cada vez mas pruebas de la integracion de los mecanismos
inmunolégicos diferentes en una red de multiples niveles, que cuestiona la
dicotomia artificial entre el sistema inespecifico y adaptativo (Flajnik y Du

Pasquier, 2004).

Segun Newman (1993), el sistema inmune de los peces es comparable al
de los mamiferos, pero no es igual, ya que los primeros carecen de médula
Osea y ganglios linfaticos, lo que hace que no se pueda diferenciar claramente
entre érganos hematopoyéticos y linfoides primarios y secundarios. Por ello
se habla solo de drganos linfoides primarios y secundarios (Fernandez et al.,

2002b).
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O Organos linfoides primarios:

Rifidn anterior

El rindn cefalico o pronefros es el principal 6rgano hematopoyético de
los peces y el principal lugar de diferenciacién de eritrocitos, granulocitos,
linfocitos B y monocitos. Es el principal 6rgano productor de anticuerpos (Ellis,
1989). Es un drgano de filtracién conteniendo macréfagos que fagocitan los
diferentes antigenos, contiene componentes linfomieloides, renales y
endocrinos suplementados por la sangre de las arterias y de la vena porta
caudal. Sirve como un andlogo de la médula ésea, de los ganglios y en parte
de la glandula adrenal de los vertebrados superiores (Fange, 1992). El rifidn

cumple también con funciones de equilibrio hidrosalino.

Timo

El timo es un dérgano par, bilateral, situado debajo del epitelio faringeo,
dorso lateral y alojado en la parte superior interna de las camaras branquiales.
El principal componente celular es el timocito (linfocitos en maduracion). En él
se produce el conjunto de linfocitos inmaduros que luego migran para
juntarse con los linfocitos periféricos en la circulacion y otros organos
linfoides. No participa en la produccién de anticuerpos o en la captura de
antigeno. También pueden estar presentes macréfagos y eosindfilos
(Ferguson, 1989). Como en los mamiferos, la involucidon de este 6rgano se
observa en ejemplares de mayor edad. En salmdnidos jovenes, el timo estd
totalmente diferenciado y separado del medio externo por una capa de

células epiteliales simples, que, por ejemplo, en la trucha arcoiris poseen
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poros de 20 um de didmetro, en los ejemplares mas viejos estos poros se
cierran y se engrosa el epitelio. Su localizacion superficial sugiere una cierta

vulnerabilidad a severas infecciones micoticas y bacterianas.
O Organos linfoides secundarios:

Bazo

El bazo contiene menor numero de células hematopoyéticas y linfoides
en comparacion con el rifidn y estd compuesto principalmente por sangre
alojada en cavidades. Esta formado por capilares de paredes gruesas,
compuestos por una trama de fibras reticulares y macrdfagos. Las fibras se
especializan en atrapar complejos inmunes y antigenos particulados (Vallejo
et al., 1992), mientras que los macréfagos son altamente fagociticos (Ellis,

1980).

Un rasgo particular del bazo de los teledsteos es la presencia de
macrofagos que contienen pigmentos de color oscuro, principalmente
melanina, denomindndose melanomacréfagos. Estos se agrupan y forman
agregados llamados centros melanomacrofagicos (CMM). Su numero y
tamafio aumenta en peces cronicamente enfermos, cuando el catabolismo ha
sido excesivo (Ferguson, 1989). Sirven como depésito de los productos finales
del metabolismo (ej. los fosfolipidos) y también de antigenos y material
particulado (Herraez y Zapata, 1986). Ademds, se sabe que la melanina tiene
la habilidad de atrapar los radicales libres de oxidacion y eso protege a los

tejidos contra estos productos liberados por las células fagociticas como son
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los neutrdfilos. Se les encuentra también en el rifidn e higado y

ocasionalmente en las génadas y el tiroides (Ferguson, 1989).

Tejido linfoide asociado al intestino

El tejido linfoide asociado al intestino también denominado GALT o
MALT no es un érgano linfoide como tal, pero es un tejido con importantes
funciones defensivas. Al igual que en el mucus de piel y branquias, en el
mucus intestinal se ha demostrado la presencia de leucocitos capaces de
producir anticuerpos tras la inmunizacion del pez (Georgopoulou y Vernier,

1986).

Davidson et al. (1991) demuestran las distintas funciones de los
leucocitos aislados a partir de este tejido en trucha arcoiris. Estos leucocitos
son capaces de producir factores de activaciéon de macréfagos (MAF), funcion
asignada a los linfocitos T (Graham y Secombes, 1990), y liberan sustancias
quimiotacticas para la migraciéon de los leucocitos de rifidn. Por otra parte,

existen fagocitos con capacidad de liberacién de radicales libres de oxigeno.

6.3. Sistema inmune inespecifico

Los peces se encuentran en intimo contacto con su medio ambiente, el
cual contiene bacterias y virus. Muchas de ellas son saprofitas, algunas son
patégenas y ambas son muy capaces de digerir y degradar los tejidos del pez.
Sin embargo, en condiciones normales los peces se mantienen en estado
saludable defendiéndose frente a estos potenciales invasores mediante un

complejo mecanismo de defensa innato. Este mecanismo de defensa es
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constitutivo y sensible, proporcionando una proteccion no especifica e
independiente del reconocimiento de la estructura molecular identificativa de
la especie invasora. Ademads actua con rapidez, incluso las defensas inducibles,
como la inflamacion, responden en 1-2 dias, haciendo que los patdgenos

tengan poco tiempo de establecerse.

El sistema inmune inespecifico de todos los organismos pluricelulares
atiende a una variedad de receptores de reconocimiento de patrones
codificados (PRR) o proteinas de reconocimiento de patrones (PRP) (Janeway,
1989; Kaisho y Akira, 2001; Elward y Gasque, 2003). A diferencia de las
moléculas de reconocimiento de la resistencia adquirida, los receptores de
reconocimiento del sistema innato son relativamente pocos y de transmisién
vertical, lo que refleja las luchas de defensa evolutivo de la especie y su

adaptacidn a condiciones ambientales especificas.

Se cree que hay dos categorias de patrones moleculares para inducir la
respuesta inmune: patrones moleculares asociados a patdgenos y patrones
moleculares expuestos mediante el dafo de los tejidos propios del
hospedador debido a una infeccién, cambios necrdéticos y muerte celular

natural, indicando peligro para el sistema inmunolégico (Magnadottir, 2006).

Los patrones moleculares que son reconocidos por estos pardmetros
son por ejemplo, peptidoglucanos y LPS de las paredes celulares de las
bacterias, B-1,3-glucano fungico, doble cadena viral de ARN y ADN bacteriano.
El patron molecular asociado a patdgenos es el término colectivo empleado
para estas moléculas altamente conservadas que en general no se expresa en

los organismos pluricelulares (Elward y Gasque, 2003).
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Los componentes del sistema inmune inespecifico se dividen en tres
grupos:

X/

** Barreras fisicas.

Las escamas de los peces, las superficies mucosas de la piel y branquias
y la epidermis actian como la primera barrera contra la infecciéon (Ingram

1980; Shephard, 1994; Ellis, 2001).

Al sistema inmune inespecifico pertenecen las mucosas desde los
primeros estadios de vida de los peces (Olafsen y Hansen, 1992). Sumado al
pH gastrico y a la accién de las enzimas digestivas de la bilis y del mucus, el
sistema inmune de mucosas en los peces incluye propiedades defensivas
como la activacion y aumento del nimero y tamafo de las células de mucus
branquial e intestinal en respuesta a infecciones bacterianas o irritantes
presentes en el agua (Stoskopf, 1993; Lodemel et al., 2001), la migracién de
células productoras de anticuerpos a las mucosas branquial e intestinal (St.
Louis-Cormier et al., 1984; Davidson et al., 1993; Lin et al., 2000; Fernandez et
al., 2002a), la existencia de poblaciones bacterianas nativas asociadas al
epitelio intestinal y pildrico que interfieren en la adhesion y posiblemente en
el ingreso de bacterias patogenas a los tejidos del pez (Lodemel et al., 2001;
Ringp et al., 2001), y por ultimo la facultad por parte de los enterocitos de
hacer endocitosis de particulas intactas, macromoléculas (Dalmo et al., 1997),
y bacterias y sus antigenos, tanto de la flora nativa (Lodemel et al., 2001;
Ringg et al.,, 2001, 2006) como de patdgenos (Olafsen y Hansen, 1992;

Lodemel et al., 2001) en todos los segmentos intestinales de larvas y adultos.
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A parte de la eficiente captura y desprendimiento de los patdgenos, el
mucus del pez contiene parametros inmunes como lectinas, pentraxinas,
lisozimas, proteinas complemento, aglutininas, péptidos antibacterianos e
inmunoglobulinas IgM (Fletcher, 1981; Alexander e Ingram, 1992; Rombout et
al., 1993; Aranishi y Nakane, 1997).

Las variaciones en la resistencia a las enfermedades entre las especies
de peces pueden, en algunos casos, ser atribuidas a diferencias genéticas en el
elemento protector de la mucosa. Esto se demuestra en las diferencias en la
susceptibilidad de, por ejemplo, los salménidos a una inoculacion
intraperitoneal de un patégeno en particular, y a un desafio por inmersion

(Secombes y Olivier, 1997).

+»+ Células del sistema inmune inespecifico.

Las células clave del sistema inmune inespecifico son las células
fagociticas (monocitos/macrofagos, granulocitos y neutrdfilos) y las células
citotdxicas no especificas (Frgystad et al., 1998; Evans et al., 2001; Neumann
et al., 2001). También participan células epiteliales y dendriticas en la defensa

innata del pez (Press et al., 1994; Dalmo et al., 1996; Ganassin y Bols, 1996).

El principal componente celular en este tipo de respuesta son los
macrofagos, que son presentadores primarios de antigenos en el sistema
inmune adquirido, ademas de ser los principales fagocitos de los peces que
liberan citoquinas proinflamatorias (Blazer, 1991; Dalmo et al., 1997).
Asimismo, aparecen en los eventos tempranos de inflamacion en diferentes

enfermedades y juegan un papel importante en la patogénesis de algunas
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entidades particulares como la estreptococosis y la aeromoniasis, en las
cuales son usados por los patéogenos como vehiculo para llegar a multiples
organos y evitar ser destruidos (Zlotkin et al., 2003; Pulido et al., 2004; Ewart
et al., 2008).

Por otra parte existen leucocitos granulares, denominados neutréfilos,
eosindfilos y basofilos. Los primeros tienen funciones fagociticas,
quimiotacticas y bactericidas, actividad de mieloperoxidasa, explosion
respiratoria y poseen capacidad de degranulacion de granulos primarios
(Hine, 1992; Fernandez et al., 2002a,b; Palic et al., 2007). Los neutrofilos
tienen también la habilidad de sintetizar trampas extracelulares (NETSs)
compuestas por granulos de proteina y componentes nucleares que atrapany
destruyen bacterias (Palic et al., 2007). Las funciones fagociticas y bactericidas
son reducidas en algunas especies y su participacion en procesos agudos es
menor a la de los mamiferos, lo que explicaria la tendencia de los peces a
manifestar inflamaciones necroticohemorragicas mas que de licuefaccidon

(Ellis, 1981; Ferguson, 2006).

Los eosindfilos granulares homogéneos (EGHs) o células granulares
eosinofilicas (CGEs) se encuentras asociados al tejido conectivo, sobre todo en
el tracto intestinal y las branquias (Noya y Lamas, 1996; Ferguson, 2006). Se
encuentran en procesos inflamatorios, donde liberan su contenido granular
(Ferguson, 2006). Asimismo, no poseen actividad de mieloperoxidasa ni de
fosfatasa acida, pero se movilizan en sangre y llegan al peritoneo y otros
tejidos en respuesta a infecciones bacterianas (Noya y Lamas, 1996). Parece

que su actividad principal es pinocitica y excretora y su funcién es la de
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modular la respuesta inmune de superficies (Mainwaring y Rowley, 1985;

Noya y Lamas, 1996).

Los basdfilos son células con citoplasma ligeramente baséfilo y grandes
granulos redondeados que a menudo ocultan el nucleo. Segun estudios
ultraestructurales y citoquimicos se pueden confundir con eosindfilos y no se
pueden hacer analogias con las células de mamiferos. Se les considera
ausentes en la circulacion de la mayoria de especies salmdnidas (Ellis, 1977

Campbell y Murru, 1990; Hine, 1992).

X/

** Parametros humorales.

La clasificacion de los parametros humorales se basa en sus

caracteristicas de reconocimiento de patrones o funciones efectoras:

O Inhibidores de crecimiento de bacterias, como la transferrina o el
interferén (Dalmo et al., 1997; Sakai, 1999; Heppell y Davis, 2000;
Fernandez et al., 2002a).

[l Inhibidores de proteasas, presentes en el suero y otros fluidos corporales
del pez (Hjelmeland, 1983; Dabrowski y Cieroszko, 1994; Bowden et al.,
1997; Aranishi, 1999). La funcién principal de estos inhibidores se
encuentra en la homeostasis de los liquidos corporales. También estan
implicados en las reacciones de fase aguda (Bayne y Gerwick, 2001) y en la
defensa contra agentes patdgenos, que secretan enzimas proteoliticas
(Ellis, 1987; Salte et al., 1993; Zuo y Woo, 1997).

[0 Hidrolasas como la lisozima y quitinasa, catepsinas, via litica del sistema

del complemento u otros bacterioliticos o enzimas hemoliticas que se



Revision bibliogrdfica

encuentran en tejidos y fluidos corporales de los peces, actian de forma

individual o en cascada contra las bacterias (Alexander e Ingram, 1992).

6.3.1. El sistema interferén (IFN)

Los IFNs son glicoproteinas pH resistentes producidas por macréfagos,
linfocitos, fibroblastos y células natural killer (NK) en respuesta a una
infeccion viral, una estimulacién inmune o diferentes estimuladores quimicos
(Dorson et al., 1975; Graham y Secombes, 1990). La mayoria de los virus
producen ARN de doble cadena en el momento de su replicacién (Jacobs y
Langland, 1996) y parece que los animales han desarrollado una habilidad de
reconocer este tipo de moléculas y responder a ellas por este mecanismo

inespecifico.

En mamiferos se han encontrado tres tipos de IFN, o, B y y, de los cuales
los dos primeros son muy similares y constituyen el IFN tipo I, mientras que el
IFN vy, que no esta relacionado con ellos, constituye el IFN tipo Il. El tipo |
puede ser producido por cualquier tipo celular y es inducido por una infeccién
viral. Se le atribuyen funciones antivirales. Sin embargo, el tipo Il lo producen
principalmente los linfocitos T y es inducido tras la estimulacién de los mismos
con un antigeno o un mitdgeno. Es sensible a altas temperaturas y pH acido, y
sus funciones se relacionan con la regulacion, diferenciacién y comunicacion

celular (Graham y Secombes, 1990).

El sistema IFN-I es un mecanismo de defensa antiviral rapido y potente
en vertebrados (Samuel, 1991). Los IFNs son inducidos en las células en

respuesta a los productos intermediarios de la replicacion viral (ARNdSs)
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(Jacobs y Langland, 1996; Goodbourn et al., 2000). Una vez en el torrente
circulatorio se unen al receptor de IFN a/B de las células nucleadas (Der et al.,
1998; Biron y Sen, 2001; de Veer et al., 2001) y desencadenan a través de la
via JAK-STAT la transcripcidén de cientos de genes, que pueden ser clasificados
en diferentes categorias funcionales como antiviral, antiproliferativa,
modulacion inmune, procesamiento de antigenos, presentacién de antigenos,

sefializacion y muchas otras funciones (de Veer et al., 2001).

Las proteinas antivirales inducidas por IFN mdas estudiadas son PKR
(proteina kinasa R), OAS (2’,5’-oligoadenilato sintetasa) y proteinas Mx
(Secombes et al., 1996; Leong et al., 1998; Stark et al., 1998; Samuel, 2001;
Ellis, 2001).

En los peces, se ha demostrado la actividad de moléculas tipo IFN frente
a infecciones viricas en el suero de trucha arcoiris (de Kinkelin et al., 1982).
Las caracteristicas fisicoquimicas de esta molécula y la forma de inducir su
produccién mediante infeccién virica, hacen pensar que se trata de una

molécula similar al IFN-I de mamiferos.

El IFN fue descubierto por primera vez como una sustancia antiviral
liberada por células de pollo bajo un tratamiento de virus de influenza
inactivado por calor (Isaacs y Lindenmann, 1957). El primer IFN clonado fue en
1980 en humanos (Taniguchi et al., 1980a,b), y en peces, la actividad IFN fue
detectada por primera vez en 1965 en células y dérganos de numerosas
especies de peces tras infecciones virales o ARN de doble cadena sintético
(Gravell y Malsberger, 1965; Kelly y Loh, 1973; de Kinkelin y Dorson, 1973; de
Sena y Rio, 1975; de Kinkelin et al., 1982; Graham y Secombes, 1990; Eaton,
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1990; Renault et al., 1991; Dorson et al., 1975, 1992; Pinto et al., 1993;
Snegaroff, 1993; Rogel-Gaillard et al., 1993; Nygaard et al., 2000). Hasta 2003
no se clonaron los primeros genes de IFN de peces (Altmann et al. 2003;
Lutfalla et al., 2003; Robertsen et al., 2003). Aunque los IFNs de peces tienen
secuencias de aminodcidos similares al IFN-a de los mamiferos, los genes de
IFN de peces tienen una estructura génica similar al IFN-y. Estos
descubrimientos han inspirado la hipdtesis que tanto el IFN de los peces como
el IFN-y de los mamiferos poseen la estructura génica de IFN ancestral,
mientras que el IFN-a/B de los mamiferos, se piensa que surgieron por una
insercion retrotransposicion de un ADN ciclico IFN ancestral en el genoma

durante la evolucidn de los tetrapodos (Luftalla et al., 2003).

La produccién de IFN ocurre muy rapido tras una infeccidn virica, y asi,
por ejemplo, en trucha arcoiris infectada con el virus de Septicemia
Hemorragica Viral (VHS) (Dorson et al., 1994) y en alevines se produce 2 dias
postinfeccion (Boudinot et al., 1998). En aislados de macroéfagos de salmén
del Atlantico estimulados con poly I:C, la maxima produccién de IFN la

encontramos a las 24 horas (Nygaard et al., 2000).

6.3.2. Proteina antiviral Mx

En el sistema IFN son regulados mas de 300 genes, siendo uno de los
mas estudiados el gen Mx. El Mx es una proteina antiviral inducida por IFN
(Robertsen, 2006) y, a dia de hoy, es el gen estimulado por IFN (ISG) mas
estudiado que confiere resistencia al virus de influenza en ratones vy

determina la susceptibilidad al virus de la hepatitis C, hepatitis B y sarampidn
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en humanos (Lau y Horvath, 2002; Haller et al., 2007; Sadler y Williams, 2008).
Se ha demostrado que la proteina Mx de salmdn del Atlantico posee actividad
antiviral frente a infecciones como Necrosis Pancreatica Infecciosa Viral (IPN)
(Larsen et al., 2004), Anemia Infecciosa del Salmon (ISA) (Kibenge et al., 2005)
y rhabdovirus (Caipang et al.,, 2003). Ain mas recientemente se ha
demostrado actividad antiviral de Mx frente a nodavirus y birnavirus en meros
(Epinephelus malabaricus) (Lin et al., 2006) y perca gigante (Wu y Chi, 2007).
Esta proteccidn la realiza interfiriendo con la replicacién viral mediante la
inhibicion de las polimerasas virales en el nucleo y vinculando componentes
virales en el citoplasma (Haller y Kochs, 2002; Turan et al., 2004). Se ha
confirmado que el Mx es un gen estimulado por IFN en salmdn del Atlantico y
trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) (Nygaard et al., 2000; Robertsen et al.,
2003; Zou et al., 2007). Ademas, recientemente se ha demostrado que el IFN
recombinante de salmon es capaz de inducir la activacion del promotor Mx de

trucha en funcién de la dosis (Jgrgensen et al., 2007).

La expresion de los genes Mx e IFN ocurren inmediatamente después de
la infeccion viral (Lockhart et al., 2007; McBeath et al.,, 2007) o de la
estimulacion con ARN de doble cadena sintético, poly I:C (Lockhart et al.,
2004), y otros inmunoestimulantes como CpG (Jorgensen et al., 2003) y LPS o
ADN de Vibrio spp. (Acosta et al.,, 2004). Recientemente también se ha
descubierto que la expresion de estos genes se produce en la fase de pre-
adaptacion a la vida marina del salmén del Atlantico (Das et al., 2007) en
ausencia de cualquier estimulo, suscitando la posibilidad de que los factores
medioambientales como el fotoperiodo, que actuando a través del sistema

endocrino, pueda también inducir respuestas de IFN.
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Han sido clonados los genes que codifican la proteina Mx de numerosas
especies de peces, incluyendo trucha arcoiris (Trobridge y Leong, 1995;
Trobridge et al., 1997a,b), salmén del Atlantico (Robertsen et al., 1997),
halibut (Jensen y Robertsen, 2002), pez cebra (Altmann et al., 2004), falso
halibut del Japdn (Lee et al., 2000), pez gato (Ictalurus punctatus) (Plant y
Thune, 2004), dorada (Tafalla et al., 2004), perca (Perca fluviatilis) (Staeheli et
al., 1989) y lenguado (Fernandez-Trujillo et al., 2006).

La deteccion del gen ARN mensajero Mx por RT-PCR (Robertsen et al.,
1997) o la deteccidon de la proteina Mx utilizando anticuerpos marcados
(Trobridge et al., 1997a,b; Nygaard et al., 2000) son técnicas que han sido

usadas como métodos sensitivos a la respuesta de IFN en peces.

Existe poca informacion sobre la persistencia de la proteina Mx en
peces. Algunos articulos hablan de niveles basales, como si el gen Mx fuera un
gen constitutivo, que segun la FAO (2004), es un gen que se expresa

continuamente en todas las células de un organismo.

Nygaard et al. (2000) observaron que el maximo de produccién de la
proteina Mx se encontraba pasadas 48 horas en aislados de macréfagos de
salmén del Atlantico estimulados con poly I:C. Afios antes, Robertsen et al.
(1997) trabajando con la misma especie y con el mismo inmunoestimulante,
observaron la proteina Mx en varios tejidos después de 2 dias hasta los 14

dias tras la inoculacion.
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Recientemente, Das et al. (2007) encontraron que en salmones del
Atlantico sanos que se encontraban en la fase marina, mediante el uso de la
técnica de inmunohistoquimica, la proteina Mx era abundante en tejidos
como rifidon, higado y agallas a las 4-5 semanas después del paso al agua de
mar, disminuyendo después a niveles basales a las 8 semanas. Esto implica
que la transcripcién del gen Mx en el periodo de pre-adaptacion a la vida
marina trae como consecuencia la persistencia de la proteina Mx en los
tejidos de los peces que se encuentran en la fase marina durante 6-8
semanas. Salinas et al. (2004) describieron en juveniles sanos de salmén del
Atlantico que se encontraban todavia en la fase de agua dulce no expresaban
transcriptores de Mx constitutivamente, pero que se inducian rapidamente
con una inoculacion de poly I:C, con un alto nivel de expresidon desde las 24
horas hasta el dia 3, descendiendo hasta niveles indetectables en el dia 9. Sin
embargo, Jensen et al. (2002) describieron en juveniles sanos de salmén del
Atlantico en fase de agua dulce, que la expresion de la proteina Mx se
encontraba a bajos niveles, sugiriendo que puede reflejar niveles basales de
IFN o que el medio ambiente con virus puede inducir respuestas a niveles
bajos de IFN. Se han descrito también niveles basales de la proteina Mx que es

producida constitutivamente por monocitos de humanos (Ronni et al., 1993).

Das et al. (2009) indicaron que en salmones del Atlantico juveniles que
se encuentran todavia en la fase de agua dulce, la proteina Mx se expresa en
tejidos como rifion, higado y agallas mdas de 5 semanas tras la inoculacion de
poly I:C, para después disminuir a niveles basales, detectandolo por
inmunohistoquimica. El hecho de que en esta experiencia todas las muestras

de peces inoculados con poly I:C y control mostraran bajos niveles o nulas
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expresiones de la proteina Mx a las semanas 6 y 7, sugiere que la produccion
constitutiva en tejidos es poco probable y que la estimulacion ambiental
puede ser posible. Estos resultados fueron corroborados con la técnica de
gRT-PCR en el mismo trabajo, ya que en la primera semana los niveles de
transcripcidon en los tejidos de peces inoculados con poly I:C fueron mucho
mas elevados que en los controles. Sin embargo, los niveles de transcripcion
en los tejidos de los peces control fueron relativamente mayores en la
primera semana que en las semanas 2, 3, 5, 6 y 7. Ademads, los niveles de
transcripcién en los peces inoculados con poly I:C presentaron bajos niveles

basales en la semana 2, como describieron previamente Salinas et al. (2004).

En el trabajo de Das et al. (2009) en los monocitos de las muestras de
sangre recogidas se observd el gen Mx en todos los peces, control e
inoculados con poly I:C, sugiriendo que existe expresidn constitutiva de este
gen en este tipo de células. Posiblemente, se puede producir un bloqueo por
parte de la proteina Mx, y puede hacer que el virus IPN sea capaz de infectar
los macréfagos de salmdn, pero no replicarse en ellos (Munro et al., 2006). A
la primera semana se observaron solo monocitos, pero en las semanas 2-4 lo
gue predominan son linfocitos y granulocitos en ambos grupos de peces.
Estos resultados sugieren que la produccién de proteina Mx por linfocitos y

granulocitos puede ser inducida por respuestas IFN.

En el estudio que hicieron Fernandez-Trujillo et al. (2008) cuantificaron
las cantidades absolutas de moléculas de Mx en lenguados después de
tratamientos con poly I:C o desafios frente a solevirus (aquavirnavirus aislado

de lenguado). Los perfiles de expresion fueron diferentes, mientras que
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encontraron una rapida e intensa respuesta (12 horas) después de la
inoculacion de poly I:C, de la inoculacion de solevirus observaron una
respuesta tardia y moderada. Estas respuestas fueron similares en otras
especies (Plant et al., 2005). Por el contrario, la produccion del gen Mx fue
retrasada en respuesta al virus del bagre del canal (CCV) con niveles elevados
a los 3 dias después de la inoculacién (Plant et al., 2005). Resultados similares
se observaron en salmoén del Atlantico y en trucha con un retraso en la
respuesta a IPN e IHN, respectivamente, y con poly I:C (Purcell et al., 2004;
Lockhart et al. 2007). Aunque las diferencias en las respuestas de expresion
del gen Mx frente al poly I:C y algunos virus parece ser comun en los peces,
hay otros factores como la especie, edad, escenario ambiental o condiciones
ambientales, como la temperatura, que pueden modular esta respuesta
(Salinas et al., 2004). Por esto debe ser la diferencia que se encuentra entre
este estudio de Fernandez-Trujillo et al. (2008) y otro estudio anterior del
mismo autor (2006), que hicieron en la misma especie pero con diferencias en
el sistema de produccion (extensivo vs intensivo), en las dosis (15 vs 10

mg/Kg) y en las temperaturas (20-22°C vs 18°C).

En el pez gato, Milev-Milovanovic et al. (2009) observaron una
regulaciéon de Mx en las lineas celulares CCO (fibroblastos ovaricos del pez
gato), 3B11 (linea celular clonada) y 42TA (macréfagos), 6 horas después de la
estimulacion con poly I:C. De modo interesante, aunque la expresién del gen
Mx fue inducida a las 6 horas en las células 3B11, los mayores niveles de

expresion fueron a las 12 horas disminuyendo después.
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Se ha encontrado que la infeccién con Septicemia Hemorragica Viral
(VHS) induce Mx en aislados de leucocitos de trucha arcoiris por el método de
hibridacién sustractiva por supresion, que consiste en identificar los genes
gue se expresan diferencialmente sin necesidad de clonar previamente el
ADNc (O’Farrell et al., 2002). EI VHS indujo transcripciones de las tres
isoformas de Mx en las células RTG-2, leucocitos de trucha arcoiris y en la
linea celular macrofdgica RTS-11 (Tafalla et al., 2007a,b). Se detecté un
retraso en la expresién de Mx en la linea celular RTG-2, sugiriendo efectos
antagonicos del virus sobre la induccion de Mx. Sin embargo, la exposicion
previa de RTS-11 a VHS no impidio al poly I:C inducir los transcriptores de Mx
(Tafalla et al., 2007a).

Los primeros estudios mostraron que la infeccion con Necrosis
Hematopoyética Infecciosa Viral (IHN) induce la expresion de los
transcriptores de Mx en érganos de trucha arcoiris, pero los resultados
indican que el virus no es un buen inductor de proteinas Mx en la linea celular
RTG-2 (Trobridge et al., 1997b). Estudios realizados con la RT-PCR a tiempo
real han confirmado que el IHN induce Mx1 en el bazo de la trucha arcoiris

(Purcell et al., 2004).

La alta capacidad del virus de la Anemia Infecciosa del Salmén (ISA) de
inducir Mx ha sido demostrado a niveles de transcripcion y proteina en
cultivos celulares y peces vivos (Jensen y Robertsen, 2002; Kileng et al., 2007).
El virus ISA induce Mx muy rapidamente a altos niveles en la linea celular TO,
en cambio, el IFN es inducido mds tarde (Kileng et al., 2007). McBeath et al.

(2006) propusieron al ISA como inhibidor de la induccién de Mx a través de
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una proteina, pero la inhibicidon de la produccidon de Mx no se ha observado
durante un infeccidon viral en lineas celulares (Jensen y Robertsen, 2002;

Kileng et al., 2007).

El que el virus ISA induzca mads rapidamente el gen Mx que el IFN se
podria explicar por la presencia de diferentes elementos responsables de la
estimulacion de IFN en los promotores del gen Mx, que indican su conexion
en la tipica via de IFN; sin embargo, como se ha descrito en ratoén, el poly I:Cy
el Virus de Estomatitis Vesicular (VSV) inducen directamente la expresion de
Mx sin la sintesis de proteina, sugiriendo que el correspondiente control
transcripcional puede ser mas complejo. Las diferencias temporales vy
espaciales entre el gen Mx y otros genes estimulados por IFN, como el ISG17,
también podrian explicar una regulacion transcripcional “dual” especial para

los genes de Mx (Collet et al., 2004).

El IPN induce tanto el IFN como el Mx en salmén del Atlantico in vivo
(McBeath et al., 2007). Sin embargo, el IPN no induce ni IFN ni Mx durante la
infeccion de lineas celulares como TO y CHSE-214 (Kileng et al., 2007; Rokenes
et al., 2007). Se ha comprobado que el IPN suprime la activacién del promotor

Mx en la linea celular RTG-2 (Collet et al., 2007).

Varios autores han localizado los elementos responsables de la
estimulacion del IFN en la region promotora de los genes Mx en trucha
arcoiris y pez cebra. Ademas, demostraron que el IFN y el poly I:C inducen la
expresion de luciferasa junto a los promotores (Collet y Secombes, 2001;
Altmann et al., 2004; Johansen et al., 2004). Las proteinas de Mx en peces, al

igual que en mamiferos, se expresan tanto en el citoplasma como en el nucleo



Revision bibliogrdfica

(Trobridge et al., 1997a; Nygaard et al., 2000; Bergan y Robertsen, 2004;
Larsen et al., 2004).

Ingerslev et al. (2009) desarrollaron una experiencia para intentar
explicar las diferencias de las respuestas inmunes entre salmones del
Atlantico que se encuentran en la fase pre-adaptativa a la vida marina
inoculados intraperitonealmente con IPN y salmones que fueron infectados
por cohabitacion. En el citado estudio comprobaron que la expresion de Mx
presentaba un pico en la ultima muestra (dia 37 después de la inoculacidon) de
los cohabitantes, pudiendo ser resultado de la activacion del IFN-a e IFN-y en
el momento de la segunda muestra (dia 24 después de la inoculacién).
Ademas, la expresion de Mx fue mayor en el higado de la dltima muestra,
pudiendo ser debido a una produccion local de Mx en el higado y sugiriendo
gue este érgano es importante en la respuesta antiviral. También observaron
grandes diferencias en la expresion de Mx entre los cohabitantes y los
inoculados, pudiendo ser debido a la elevada replicacion viral en los

cohabitantes en los ultimos puntos de muestreo.

Las proteinas Mx han sido usadas como marcadores de la produccién de
IFN e infeccidn de virus en mamiferos y peces (Trobridge et al., 1997a; Chieux
et al., 1998; Bergan y Robertsen, 2004). En los peces, la expresién de las
proteinas Mx podria también servir como un marcador para la produccion in
vivo de IFN y la infeccidn por virus. Esto seria particularmente util, ya que los
patégenos virales son un problema importante en la industria de la

acuicultura (Jensen et al., 1998).
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Ademads, han sido identificadas las vias de inhibicidon antivirales
mediadas por Mx, en una de las cuales implica la estructura intrinseca de Mx
del pez, que contribuye a la localizacién intracelular de las proteinas Mx con
una diferencia en el espectro antiviral de estas proteinas (Lee y Vidal, 2002).
Varios factores celulares que dependen del tipo de célula en la que se expresa
el factor podrian explicar los diferentes resultados de la actividad antiviral
(Schneider-Schaulies et al., 1994). Entre esta actividad antiviral Lin et al.
(2006) encontraron que las proteinas de Mx del mero podian inhibir la

propagacion del nodavirus.

7. Importancia del control de las enfermedades

La acuicultura debe hacer frente, una vez superadas las primeras
expectativas de produccion, a nuevos retos relacionados con la sanidad y
seguridad de los productos. Uno de ellos son las enfermedades de los peces,
gue se han convertido en un principal obstaculo para el crecimiento de la
acuicultura y es responsable de graves repercusiones tanto, en el desarrollo
econdmico como en el socioecondmico de muchos paises del mundo. Cada
vez llegan mas noticias de la existencia de importantes problemas sanitarios
en diferentes areas, como Noruega, Chile o el Sudeste asiatico, al igual que en

nuestro pais.

A diferencia de lo que ocurre en las granjas de animales terrestres,
donde todos los parametros estan controlados, en el cultivo de peces las

condiciones son altamente variables. Aparte de la calidad del alevin y el
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manejo, existen interacciones medioambientales (oxigeno, temperatura,

salinidad, calidad del agua, disponibilidad de hierro, pH) y bioldgicas

(depredadores, peces salvajes, agentes patdgenos) que pueden estresar al

pez, causando una reduccidon de crecimiento y una depresion inmunoldgica,

haciendo al pez mds susceptible a enfermarse (Hansen y Olafsen, 1999;

Verschuere et al., 2000; Winton, 2001).

Varios factores han contribuido a los problemas de salud que

actualmente se enfrenta la acuicultura:

Durante las tres ultimas décadas, la acuicultura se ha expandido,
intensificado vy diversificado, basandose en gran medida en los
movimientos de animales y sus productos, tales como reproductores,
huevos y piensos. Estos movimientos estan reconocidos como factores
fundamentales en la introduccién y propagacion de agentes patégenos y
enfermedades en el sector de la acuicultura. Ademds, aumenta el periodo
de permanencia de una instalacion en un lugar determinado, lo que hace

que el tiempo de residencia de los patégenos sea mayor y se “asienten”.

La intensificacion de la acuicultura ha implicado un aumento de la carga
de poblacion, induciendo ambientes desfavorables para la salud de los
peces, como una alta densidad de poblaciéon, problemas de estrés,
manipulacion y perturbaciones fisicas (Bullock y Mclaughlin, 1970;
Tarazona y Munoz, 1995). La superpoblacion acarrea una deficiente
calidad del agua debido a la disminucion del nivel de oxigeno, a productos
metabdlicos y acumulacion de excrementos, a un rdpido crecimiento y

transmisién de parasitos nocivos, hongos, bacterias y virus (Zhao, 2001).
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Hasta un 10% de los animales acuaticos cultivados mueren exclusivamente

a causa de patdégenos (Leong y Fryer, 1993).

El avance en el desarrollo de la acuicultura a escala comercial e
industrial ha llevado a los principales paises productores y consumidores a
normalizar y reglamentar el sector para asegurar la calidad e inocuidad del
producto acuicola y reducir al maximo las consecuencias sociales y
ambientales de la produccién. Ademas, se ha incrementado el interés en las
enfermedades propias de las especies de cultivo por la importancia
econdmica en las pérdidas de produccién. Asi, el Acuerdo sobre la Aplicacion
de Medidas Sanitarias y Fitosanitarias de la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO, 1999), establecié una serie
de normas minimas de calidad e inocuidad para los organismos acuaticos
comercializados y establece, entre otros puntos, una lista de enfermedades
infecciosas de notificacidn obligatoria que se va actualizando periddicamente
(Tabla VI). Dentro de las enfermedades infecciosas que afectan a los peces
cultivados, los virus constituyen uno de los problemas mds importantes,
debido a las altas mortalidades que producen, asi como al hecho de que no

existen medidas de control eficaces.

La produccién de peces tiene que ser sostenible, lo cual significa que
deben utilizarse medidas preventivas aceptables desde un punto de vista
biolégico y ambiental para mantener los problemas sanitarios en la

acuicultura a un nivel tolerable.
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Tabla VI.- Lista de enfermedades infecciosas de notificacidon obligatoria de peces de la OIE

2011.

Anemia infecciosa del salmén

Girodactilosis (Gyrodactylus salaris)

Herpesvirosis de la carpa koi

Iridovirosis de la dorada japonesa

Necrosis hematopoyética epizoédtica

Necrosis hematopoyética infecciosa

Septicemia hemorragica viral

Sindrome ulcerante epizoético

Viremia primaveral de la carpa

Virus cuya especie pertenece al género
Isavirus y a la familia de los
Orthomyxoviridos.

Ectoparasito viviparo de agua dulce
Gyrodactylus salaris (platelminto
monogenético).

Virus de la especie herpesvirus koi,
clasificado provisionalmente en la
subfamilia de herpesvirus de los
ciprinidos de la familia de los
Herpesvirus.

Virus cuya especie pertenece a la
familia de los Iridoviridos.

Virus cuya especie pertenece al género
Ranavirus y a la familia de los
Iridoviridos.

Virus cuya especie pertenece al género
Novirhabdovirus y a la familia de los
Rhabdoviridos.

Virus Egtved, virus cuya especie
pertenece al género Novirhabdovirus 'y
a la familia de los Rhabdoviridos.
Hongo oomiceto Aphanomyces
invadans.

Virus cuya especie pertenece
probablemente al género Vesiculovirus
y a la familia de los Rhabdoviridos.

Debido a que pocas enfermedades icticas tienen un potencial zoonético,

el aspecto de la seguridad alimentaria de las enfermedades en los animales

acuaticos es menor que en los animales terrestres. Con el fin de controlar la

proliferacién de bacterias oportunistas, se han utilizado cominmente agentes

guimioterapeuticos en la acuicultura intensiva durante anos. Sin embargo, el

uso de antibidticos de amplio espectro ha dado como resultado un
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incremento de residuos y de la resistencia microbiana a éstos (Ruo-Yun et al.,
2009). Se han descrito resistencias a uno o dos antibidticos usados en
acuicultura en todos los patdgenos bacterianos de peces (Holmstrom et al.,
2003). Por tanto, el manejo eficaz de los riesgos es crucial para reducir los
costes econdmicos, sociales y ambientales derivados de las enfermedades

graves en la acuicultura (Hastein et al., 1999; Woo et al., 2002).

Los antibidticos son un remedio a muy corto plazo, debido a que se
produce resistencia bacteriana mediada por la presion selectiva ejercida por
los propios antibidticos y por la presencia de genes de resistencia (Dixon,
1994; Levy, 1994; Mazel y Davies, 1999; Skold, 2000; Uhland y Higgins, 2006),
aparte de la acumulacion del producto en el musculo del pez y contaminacion
de los ambientes acuaticos (Dixon, 1994; Heppell y Davis, 2000; Shao, 2001;
Furushita et al., 2003). Ademads, desde que los productos de acuicultura son
consumidos por los humanos y desde que determinadas resistencias a
antibidticos han sido decodificadas por plasmidos transferibles, los peces
cultivados pueden servir como un vehiculo de transmision de resistencia a
antibidticos de bacterias que son comensales o patdgenas para los humanos
(Rhodes et al., 2000). Al mismo tiempo, en ciertos paises se estan limitando
las opciones de tratamiento de las enfermedades icticas bacterianas con
antibidticos (Uhland y Higgins, 2006). El uso de antibidticos tampoco es
rentable por los costos de implementacion y el hecho de que estas sustancias
se administran en el alimento que los peces enfermos no comen o casi no
comen por tener apetito reducido o nulo (Dixon, 1994; Heppell y Davis, 2000;

Shao, 2001; Furushita et al., 2003).
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Por esto, la profilaxis mediante el diagndstico y la utilizacion de medios
alternativos para la prevencién de las patologias, como las vacunas, son una
alternativa real y una necesidad irremediablemente ligada al desarrollo de la
acuicultura (Evelyn, 1997; Shoemaker y Klesius, 1997; Gudding et al., 1999;
Shao, 2001; Bowden et al., 2003a; FAO, 2006).

Actualmente, la vacunacion es una de las medidas mas importantes para
prevenir enfermedades bacterianas en los peces cultivados. El mejor indicador
del efecto de la vacunacion como medida profilactica es la reduccién del uso

de antibidticos en el cultivo de peces.

Aunque las vacunas son muy eficientes en la prevencién de infecciones
en humanos y animales, su papel en la proteccion de la salud humana, en el
progreso de la acuicultura y en alimentacion animal, es limitada debido a que
las vacunas disponibles actualmente son, generalmente, serotipo especificas o
propias de cada especie (Maione et al., 2005). La eficacia de las vacunas
serotipo especificas suele estar reducida por el estrecho margen de los
serotipos bacterianos que epidémicamente causan varias enfermedades en
una distribucidon geografica. Cualquier vacuna propia de cada especie puede
prevenir las infecciones causadas por el patégeno especifico, pero no la de
otras especies bacterianas. Sin embargo, los patdgenos tienen una variedad
de serotipos que pertenecen a géneros y familias distintas clasificdndose en
primarios o patdgenos oportunistas. Por lo tanto, el desarrollo de vacunas de
proteccién cruzada y antisuero pueden luchar frente a tantos patégenos como

sea posible en caso de necesidad (Li et al., 2010).
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A pesar de encontrarse algunas similitudes en la respuesta a la
vacunacion, por ejemplo entre especies que crecen en el mismo rango de
temperatura, es imposible extrapolar los resultados de la inmunizacién de una
especie a otra. Los niveles de respuesta y/o proteccion dependeradn de los
factores intrinsecos y extrinsecos de la especie, de las particularidades del
agente patdgeno, del tipo de vacuna y del método de vacunacién utilizado

(Penagos et al., 2009).

Se ha concluido que la edad minima en la que el pez gato inicia la
inmunocompetencia es a los 28 dias posteclosion, pues en esta edad se
consiguié la mejor respuesta inmune humoral en peces vacunados
parenteralmente con bacterinas. Sin embargo, varios autores demostraron
que 7 dias posteclosion es la edad minima para obtener una inmunizacion
exitosa con vacunas administradas por inmersién en el pez gato (Klesius et al.,

2004).

En tilapias vacunadas contra Streptococcus iniae se producen altos
niveles de anticuerpos sin importar la via de administracion vacunal (Klesius et
al., 2000) y el pico de respuesta de anticuerpos contra Streptococcus iniae y
Streptococcus agalactiae se da entre los 30-65 dias. Debido a esto, los
desafios bacterianos en experimentos de inmunizacién se hacen en ese
periodo (Klesius et al., 2000; Evans et al., 2004; Pasnik et al., 2005). A pesar de
esto, se han encontrado diferencias marcadas entre el nivel de anticuerpos
postvacunales y la proteccidn frente a algunos patégenos como Streptococcus
agalactiae o Edwardsiella tarda (Swain et al., 2002), debido a su permanencia

intracelular y su capacidad de transportarse viables dentro de los macréfagos



Revision bibliogrdfica

blogueando los procesos de fagocitosis, presentacién de antigenos y memoria
inmunoldgica (Zlotkin et al., 2003; Pulido et al., 2004; Ewart et al., 2008), y en
la proteccién frente a algunos patégenos, con cierta deficiencia en Ia
produccion de anticuerpos por parte de las larvas y pequefios alevines. Este
hecho hace pensar en la necesidad de evaluar la proteccion frente a
determinados microorganismos a través de pruebas distintas a las seroldgicas
0 en zonas organicas diferentes a la sangre como el mucus o la bilis (St. Louis-

Cormier et al., 1984; Davidson et al., 1993; Lin et al., 2000; Ruiz et al., 2003).

En relacion con el peso, a pesar de que algunas investigaciones
muestran resultados aceptables de proteccién contra Edwardsiella tarda en
larvas, alevines y juveniles de carpa (Swain et al., 2002), la proteccién contra
Streptococcus agalactiae en tilapias de 5 g es notablemente menor que en
peces de 30 g, sin importar la via de inmunizaciéon (inmersiéon o

intraperitoneal) (Evans et al., 2004).

La induccidn de la respuesta inmune es mas rapida en especies de aguas
templadas o cdlidas. Por ejemplo, la lubina inicia la produccion de anticuerpos
a la semana postinmunizacion y alcanza el pico hacia las 2 semanas, mientras
qgue el salmon del Atlantico, especie de agua fria, invierte 6 semanas para
iniciar la produccién de anticuerpos y alcanza el pico a las 10 semanas
postvacunacién. De esta forma, si es necesario movilizar peces a un darea
endémica, deben ser vacunados previamente teniendo en cuenta estas
diferencias marcadas entre especies y entre temperaturas de cultivo (Bowden

et al., 2003a).
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La ruta de inmunizacion es fundamental a la hora de estimular la
proteccidn contra bacterias y virus. Es necesario conocer especificamente los
tejidos por los que ingresa el patdgeno para asegurar la estimulacién del
sistema inmune en esos puntos (Midtlyng, 2005). La mayoria de las bacterias
gue causan enfermedad en los peces, ingresan principalmente por el tracto
gastrointestinal (Aeromonas spp., Vibrio spp., Edwardsiella spp., Lactococcus
spp., y varios Streptococcus spp., entre otras) y para actuar contra ellas seria
indicada la vacunacién oral, pero algunas como las flavobacterias y varios
Streptococcus spp., entre ellos el Streptococcus iniae, y Aeromonas spp. en la
forma cutanea de la enfermedad, penetran facilmente por la piel y/o las
branquias en cuyo caso adquiere peso el método de vacunacién por

inmersion.

Como vemos, algunos patdgenos tendrian potencial para estimular la
respuesta inmune por las dos vias (oral e inmersién) y la eleccién de la via se
determinara entonces por la viabilidad técnica y econdmica del proceso; por
ejemplo la vacuna contra vibriosis y pasterelosis es altamente efectiva cuando
se administra por inmersién, y esta ruta es la mas utilizada en la mayoria de
las especies marinas (Bowden et al., 2003a). Sin embargo, se le debe prestar
especial atencién a la vacunacién contra algunos patdégenos, por ejemplo
contra el Streptococcus agalactiae. En experimentos de vacunacidon por
inmersién, los peces desafiados con esta bacteria no presentan el mas leve
signo clinico (Saeed y Plumb, 1986) y las tilapias del Nilo vacunadas por
inmersién presentan niveles de proteccién dos veces menor que los obtenidos
por la via intraperitoneal (Evans et al, 2004). Adicionalmente, se tienen

evidencias de que Streptococcus agalactiae ingresaria en los peces a través



Revision bibliogrdfica

del estémago vy el intestino (Comas e Iregui, 2005). Teniendo en cuenta estas
particularidades, la Unica via plausible de vacunacién contra este patogeno

seria la oral.

A pesar de que algunos autores consideran que en acuicultura una Unica
vacunacion es suficiente para inducir proteccidon hasta que los peces son
capturados (Heppell y Davis, 2000; Bowden et al., 2003a), y esto puede tener
validez en inmunizaciones via intraperitoneal, la vacunacion de poblaciones
de cientos de miles de individuos requiere de métodos masivos de
inmunizacién (inmersién y oral) los cuales requieren, en la mayoria de los
casos, revacunacion (Romalde et al.,, 2004; Vandenberg, 2004). En algunos
peces se alcanzan niveles adecuados de proteccidn solo cuando se emplean
vacunas vivas modificadas, como en el caso de la vacuna contra Edwardsiella

ictaluri en cultivos de pez gato de los Estados Unidos (Shoemaker et al., 2002).

A pesar de la aparente seguridad de las bacterinas, el uso de estos
productos para la vacunacion de los peces informé de un incidente en el 2001,
cuando en una explotacion de trucha arcoiris en Israel, la utilizacion de una
bacterina contra la estreptococosis indujo la aparicion de un isotipo de mayor
virulencia, con modificaciones en las proteinas de membrana, capaz de hacer

enfermar y matar a los peces vacunados (Bachrach et al., 2001).

El uso de vacunas en acuicultura, si se compara con los adelantos en
humanos y en animales de granja, esta aun en sus inicios. Con todo, en los
ultimos afios se han hecho grandes avances en vacunacién de peces,
especialmente de salmoénidos (Penagos et al., 2009). La primera vacuna

comercial fue producida en Colorado, EEUU, en 1976, después del
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descubrimiento de que cultivos de Yersinia ruckeri y Listonella anguillarum
inactivados con formalina podian ser efectivos para proteger a los peces de la
enfermedad entérica de la boca roja (ERM) y contra la vibriosis a través de
una simple inmersion (Bowden et al., 2003a). En el cultivo de salmén del
Atlantico, la vacunacién ha sido muy exitosa para controlar enfermedades
bacterianas (Gudding et al., 1999). En contraste, la vacunacion de especies de
aguas calidas, particularmente de tilapias es aun reducida y casi todas las
vacunas producidas son experimentales (Klesius et al., 2000; Swain et al.,

2002; Evans et al., 2004).

La mayoria de las vacunas utilizadas en acuicultura han sido vacunas
inactivadas (Gudding et al., 1999). Se dispone comercialmente de bacterinas
inactivadas con formalina contra las bacterias Gram-negativas Listonella
anguillarum, Vibrio ordalii, Vibrio salmonicida, Yersinia ruckeri, Aeromonas
hydrophila, entre otras, y contra las Gram-positivas Lactococcus garvieae,
Streptococcus iniae y Streptococcus agalactiae (Klesius et al., 2000; Evans et
al., 2004; Pasnik et al., 2005). La Unica vacuna viva modificada permitida es la
desarrollada contra Edwardsiella ictaluri para la inmunizacién del pez gato de

cultivo en Norteamérica (Shoemaker et al., 2002; Klesius et al., 2004).

A veces, algunos productos extracelulares (EPCs) de las bacterias se
prueban con discutibles resultados en la vacunacién de peces contra
Streptococcus spp. Klesius et al. (2000), Evans et al. (2004) y Pasnik et al.
(2005), compararon en tilapias (Oreochromis niloticus) el efecto protector de
bacterinas convencionales y bacterinas enriquecidas con EPCs contra

Streptococcus iniae y Streptococcus agalactiae y encontraron niveles de
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proteccién adecuados Unicamente cuando las vacunas eran adicionadas con

los EPCs concentrados.

Podemos citar, entre otros, tres métodos de control de enfermedades:
guimioterapia, vacunacidn e inmunoestimulacion. Las dos Ultimos son
empleados para prevenir enfermedades infecciosas. Sin embargo, no se
puede esperar que los efectos marcados o de largo plazo observados con las
vacunas se produzcan con los inmunoestimulantes. A pesar de que los
inmunoestimulantes pueden utilizarse para combatir enfermedades
infecciosas, no son tan efectivos como muchos tratamientos

guimioterapéuticos.

La membrana externa de las bacterias patdégenas Gram-negativas juega
un importante papel en el establecimiento de la infeccién y los mecanismos
de patogenicidad sobre el hospedador (Tsolis, 2002). Se compone
basicamente de proteinas, lipidos y azucares, los cuales pueden ser
reconocidos facilmente como sustancias extrafias por los sistemas de defensa
inmunoldgica del hospedador. De estos componentes, las proteinas de
membrana (OMPs) juegan un papel crucial en muchos procesos celulares y
fisioldgicos, y son especialmente atractivas para el desarrollo de vacunas vy

métodos de diagndstico (Ding et al., 1996; Pizza et al., 2000).

OmpW pertenece a una pequeia familia de OMPs que es comun en las
bacterias Gram-negativas. Forma una estructura de ocho cadenas de tipo B-
barril con un canal hidrofébico largo y estrecho (Baldermann et al., 1998;
Hong et al., 2006), participa en la osmorregulacion (Xu et al., 2004, 2005) y el

transporte de pequenas moléculas hidrofébicas a través de la membrana
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externa bacteriana (Albrecht et al., 2006). OmpW es un antigeno importante
en las infecciones bacterianas y ha demostrado ser inmunogénica en Vibrio

cholerae (Nandi et al., 2000; Kurupati et al., 2006).

Aunque la vacunacién es el método mas fiable para controlar algunas
enfermedades, hasta hoy no hay vacunas eficaces frente a la mayoria de las
enfermedades viricas, por lo que los inmunoestimulantes pueden ser capaces
de compensar la limitacion de la quimioterapia y las vacunas. Se cree que los
inmunoestimulantes son mas seguros que los agentes quimioterapéuticos y su
rango de cobertura mayor que las vacunas. La combinacion de la vacunacién y
la administracion de inmunoestimulantes podria aumentar la eficacia de las

vacunas (Sakai, 1999).

El control de enfermedades viricas cuya transmision es tanto horizontal
como vertical, es complicado. Un ejemplo es el intento que se ha hecho a lo
largo de los ultimos afios de controlar la enfermedad producida por nodavirus
cuando se ha instalado en una piscifactoria. La manera mas simple es evitar la
enfermedad testando stocks y eliminando los que estén infectados, pero este
procedimiento no descarta por completo la posibilidad de que algun pez
infectado pueda no ser detectado. Asi que, una vez presente la enfermedad
en la piscifactoria se ha intentado controlar con tratamiento fisicos y quimicos

con mayor o menor éxito (Arimoto et al., 1996; Frerichs et al., 2000).

Se ha probado un tratamiento térmico contra nodavirus en lubina
reduciendo el titulo viral un 99,9%. El problema es que a efectos practicos en
una piscifactoria, ese 0,1% del titulo viral no inactivado puede ser suficiente

para producir una infeccion in vivo (Frerichs et al., 2000). También se han



Revision bibliogrdfica

experimentado cambios de pH, pero se ha visto que estos virus son muy

resistentes a dichos cambios (Arimoto et al., 1996; Frerichs et al., 2000).

Como tratamiento quimico para combatir el nodavirus se ha probado el
formol, pero resultd ineficaz en dos estudios realizados con lubina y jurel
dentén (Arimoto et al.,, 1996; Frerichs et al., 2000), al contrario de lo que
ocurrid con otros virus donde si se detectd actividad antiviral producida por
esta sustancia. (Jgrgensen, 1973; Frerichs, 1990). También se han empleado
cloro y yodo en lubina, pero su efectividad se ve disminuida en presencia de
materia organica (Frerichs et al., 2000). Un buen desinfectante ha resultado
ser el ozono, debido a su eficacia y al bajo impacto ambiental que supone su

uso (Honn y Chavin, 1976; Arimoto et al., 1996).

Se ha intentado desarrollar una vacuna eficaz contra el nodavirus con
resultados preliminarmente positivos. Tanaka et al. (2001) inyectaron peces
intramuscularmente con la proteina recombinante de la capside del nodavirus
y consiguieron una reduccion significativa de la mortalidad en meros. Husgard
et al. (2001) desarrollaron una vacuna con la proteina T2 recombinante,
obteniendo resultados satisfactorios para rodaballo y halibut, con un posible
efecto a largo plazo de la vacuna. Sommerset et al. (2003) demostraron que
una vacuna producida con ADN de una glicoproteina de un rhabdovirus
producia proteccién a corto plazo contra nodavirus en rodaballo. Mas
recientemente, Sommerset et al. (2005) probaron, en juveniles de rodaballo,
una vacuna consistente en una proteina recombinante de la capside del

nodavirus de halibut y otra del fragmento de ADN de la misma region que
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codifica para la proteina anterior; la eficacia fue demostrada con la primera

vacuna, no asi con la segunda.

8. Uso de inmunoestimulantes

Numerosos estudios han mostrado que los inmunostimulantes pueden
proteger a los peces frente a patégenos bacterianos, y se ha empleado un
amplio rango de inmunoestimulantes en acuicultura para mejorar el
crecimiento y la resistencia frente a patdgenos durante las condiciones de

estrés en las granjas (Kunttu et al., 2009).

Los inmunoestimulantes son aditivos que aumentan las respuestas de
los sistemas inmune inespecifico y adaptativo y son considerados como una
promesa en el suplemento a la vacunacion y en el cultivo selectivo, el cual
persigue las estrategias de prevencion de enfermedades en peces de

acuicultura (Djordjevic et al., 2009).

El desarrollo de inmunoestimulantes es complicado debido al
conocimiento limitado que se tiene en sus mecanismos de accion. Una
evaluacién definitiva de la eficiencia de los inmunoestimulantes requiere un
desafio con patdgenos activos, pero estos experimentos ofrecen altos costes y
conciernen asuntos éticos. Un desafio debe ser precedido con una exploracion
de candidatos a inmunoestimulantes, la cual evalia sus impactos en la
inmunidad y predice la eficiencia bajo diferentes condiciones, como por
ejemplo, infecciones con bacterias y virus con diferentes medios de accion y

patogénesis. Es necesaria la evaluacidn precisa de las respuestas adecuadas a

90
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patdgenos para escoger entre distintos procesos inmunoldgicos. Por tanto, los
inmunoestimulantes deben mejorar los beneficios y disminuir las respuestas
adversas mas que activar o suprimir la inmunidad en general (Djordjevic et al.,

2009).

Muchos estudios, mediante el uso de inmunoestimulantes, han buscado
la modulacion de la respuesta inmune con el objeto de prevenir a los peces de
las enfermedades de origen bacteriano (Sakai, 1999; Sealey y Gatlin, 2001).
Han sido desarrollados como inmunoestimulantes efectivos en peces varias
sustancias (Anderson, 1992; Raa et al., 1992; Sealey y Gatlin, 2001; Galindo-
Villegas y Hosokawa, 2005; Kunttu et al., 2009), y entre ellas encontramos
agentes quimicos sintéticos como el levamisol (Kajita et al., 1990; Siwiki et al.,
1990), componentes de origen microbiano como polimeros de glucano
(Jergensen et al., 1993; Thompson et al., 1995) y LPS (MacArthur et al., 1985;
Neumann et al., 1995), derivados de animales, extractos de plantas (Davis y
Hayasaka, 1984; Noya et al., 1995), factores nutricionales como las vitaminas
Cy E (Thompson et al., 1993; Wise et al., 1993), hormonas como la prolactina
y la hormona de crecimiento (Kajita et al.,, 1992; Sakai et al.,, 1996) vy
citoquinas como el IFN y la IL-2 (Tamai et al., 1992, 1993).

El uso de sustancias inmunoestimulantes en acuicultura esta muy
extendido. Aunque se han demostrado sus efectos beneficiosos para la salud y
bienestar de los peces cultivados, también es preciso conocer en qué
condiciones (dosis, tiempo de administracidn, etc.) se consiguen los mejores
resultados. Ademas, la incorporacion de nuevos inmunoestimulantes ayudard

al desarrollo de la acuicultura al poder emplear mds y mejores sustancias.
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En esta blusqueda de inmunoestimulantes, el uso de sustancias
naturales no perjudiciales ni para el medio ambiente ni para los peces ni, por
supuesto, para los consumidores estd haciendo avanzar este campo. En este
sentido, a las conocidas y probadas vitaminas, quitina y glucanos se estan
afiadiendo el uso de probidticos, prebidticos y productos bacterianos (Sakai,

1999).

Los peces tratados con inmunoestimulantes normalmente muestran un
aumento de las actividades celulares fagociticas, como ocurre por ejemplo
con sustancias como glucanos (Yano et al., 1989; Chen y Ainsworth, 1992;
Jgrgensen et al., 1993), lactoferrina (Sakai et al., 1993), levamisol (Kajita et al.,
1990), FK-565 (Kitao y Yoshida, 1986), quitina (Sakai et al., 1992) y EF203
(Yoshida et al., 1993).

El uso de inmunoestimulantes puede proteger al pez de ciertas
enfermedades infecciosas y disminuir las tasas de mortalidad; sin embargo,
los peces no pueden ser protegidos de todas las enfermedades infecciosas por
los estimulantes del sistema inmune. Los peces que reciben
inmunoestimulantes muestran un aumento de la resistencia frente a
infecciones bacterianas como Listonella anguillarum, Vibrio salmonicida,
Aeromonas salmonicida y Streptococcus spp., infecciones viricas como IHN y
baculovirus, e infecciones parasitarias como la enfermedad del punto blanco

(Sakai, 1999).

Los inmunoestimulantes no aumentan la resistencia frente a
enfermedades provocadas por Renibacterium salmoninarum, Photobacterium

damselae subsp. piscicida o Edwardsiella ictaluri. Estas bacterias son
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resistentes a la fagocitosis y pueden sobrevivir en macroéfagos (Nelson et al.,

1989; Baldwin y Newton, 1996; Gutenberger et al., 1997).

Tanto una bacterina de la bacteria Gram-negativa Listonella anguillarum
y una vacuna polivalente con adyuvante oleoso resultaron ser potentes
inductores de las transcripciones de Mx (Salinas et al., 2004; Haugland et al.,
2005). Las moléculas activas pueden ser a la vez LPS y ADN de la bacteria,
dado que estos componentes también indujeron una fuerte respuesta Mx por
si mismos (Acosta et al., 2004). No se han encontrado LPS de Escherichia coli
capaces de inducir la transcripcion de Mx en el salmdn, lo que sugiere que el
LPS de Listonella anguillarum tiene propiedades Unicas a este respecto

(Salinas et al., 2004).

8.1. ADN

Entre las estructuras quimicas tipicas de los microorganismos
potencialmente peligrosos se encuentran elementos estructurales (como los
glucanos, LPS, etc.) y, mas recientemente acidos nucleicos (ARN viral de doble
cadena y ADN bacteriano) ricos en secuencias CpG (regiones de ADN que
responden a la estructura citosina-fosfato-guanina) (Lipford, 1998; Krieg,
2002). Todas estas sustancias tienen en comun su conservacion a través de la
evolucién de los microorganismos, pero que no son constituyentes habituales
de los organismos superiores. Se cree que la razdén por la que esos polimeros
poseen efecto inmunomodulador es porque el sistema inmunitario
inespecifico se ha desarrollado hacia el reconocimiento de estructuras

conservadas en los microorganismos.
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Durante décadas se pensd que el ADN bacteriano era
inmunoldgicamente inerte, pero por el contrario, hoy en dia se sabe que hay
receptores del sistema inmunitario (PRRs) que reconocen el ADN de
microorganismos como peligroso. En concreto, detectan dinucleétidos CpG no

metilados, en un contexto de bases particular.

La vacuna de ADN se define como la transferencia intencionada de
material genético a las células somaticas con el fin de influir en el sistema
inmunolégico (Foss, 2003). La expresion a corto plazo es suficiente para

evocar una respuesta inmune con la vacunacion de ADN.

Tras la vacunacién de ADN, el sistema inmune se activa por las células
presentadoras de antigeno (APC), como las células dendriticas (DCs) (Restifo
et al., 2000). Se ha demostrado que las APCs, como los macrdfagos, y DCs

contienen ADN plasmidico después de la vacunacion intramuscular.

En los ultimos anos, se ha estudiado la inoculacion directa de plasmidos
de ADN que codifican inmunogenes para la produccién de vacunas efectivas
frente a enfermedades virales en acuicultura, un proceso que esta aun al
comienzo de su desarrollo (Kurath, 2005; Tonheim et al., 2008). Mientras que
la mayoria de los experimentos en este campo han sido realizados en trucha
arcoiris usando vacunas de ADN frente a rhabdovirus, y a la infeccién por
Necrosis Hematopoyética Infecciosa Viral (IHN) o Septicemia Hemorragica
Viral (VHS) (Anderson et al., 1996; Heppell et al., 1998; Lorenzen et al., 1998),
recientemente se han usado otras especies no salmdnidas (Yasuike et al.,

2007).
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Se han investigado vacunas de ADN contra una amplia gama de
patdégenos en varias especies de peces y se han desarrollado vacunas
convencionales o vacunas de subunidades para muchos de estos patdgenos
con éxito limitado (Leong y Fryer, 1993; Newman, 1993; Anderson et al., 1996;
Lorenzen y Olesen, 1997; Traxler et al., 1999; Corbeil et al., 1999, 2000; Kim et
al., 2000; LaPatra et al., 2000, 2001; Lorenzen et al., 1998, 1999, 2000, 2001,
2002a,b; Mclauchlan et al., 2003; Nusbaum et al., 2002; Sommerset et al.,
2003; Mikalsen et al., 2004, 2005; Garver et al., 2005; Vazquez-Juarez et al.,
2005; Caipang et al., 2006; Kanellos et al., 2006; Kurath et al., 2006; Seo et al.,
2006; Zheng et al., 2006; Kumar et al., 2007) (Tabla VII).

Por su parte, las vacunas de ADN se consideran las mas eficaces para
inducir proteccion y respuesta del sistema inmune en los peces por disparar
mecanismos inmunoldgicos inespecificos (activacidon de genes de leucocitos) y
adaptativos (expresion del antigeno intacto) que aseguran respuestas

efectivas tanto humorales como celulares (Heppell y Davis, 2000).

La transcripcidon eucaridtica y la produccion de plasmidos de ADN que
codifican una proteina no glicosilada es altamente factible, pero no la
transcripciéon y la produccion de carbohidratos y proteinas altamente
glicosiladas. Esto sugiere que la vacuna de ADN no puede ser un sustituto para
las vacunas mas tradicionales que contienen polisacaridos, que evocan la
respuesta inmune contra los microbios que tienen una membrana externa
hecha de, por ejemplo, LPS (Minor, 1995). A raiz de que el ADN plasmidico
contiene CpGs, pueden actuar como adyuvantes (Krieg et al., 1995; Pisetsky et

al., 1995; Klinman et al., 1996).
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Tabla VIl.- Resumen de patdgenos frente a los que se han utilizado vacunas de ADN.

Patdégeno

Hospedador

Nodavirus del halibut del

AHNV (. Rodaballo Scophthalmus maximus
Atlantico
ccv Virus bagre del canal Bagre del canal Channel catfish
HIRRV Hirame Rhabdovirus Halibut del Japén | Paralichthys olivaceus
Trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss
Salmoén del
IHNV Necrosis Hematopoyética | atjantico Salmo salar
Infecciosa Viral )
Salmén real Oncorhynchus tshawytscha
Salmén rojo Oncorhynchus nerka
PNV Necro.5|s Par.1creat|ca Salr’no.n del Salmo salar
Infecciosa Viral Atlantico
ISAV Anen?la Infecciosa Viral del Salr’no.n del Salmo salar
salmén Atlantico
LCDV E'nferrpe'dad Viral de Halibut del Japén | Paralichthys olivaceus
Linfocistis
RSIV Iridovirus Dorada del Japén | Pagrus major
Virus de la Viremia
svev C y Cypri j
Primaveral de la Carpa arpa comun yprinus carpio
VHSV Virus deIS(-eptlcgmm Trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss
Hemorragica Viral
Listonella . .
anguillarum Perca gigante Lates calcarifer
Aeromonas . Paralabrax
. Cabrilla arenera .
veronii maculatofasciatus

La tolerancia parece ser un problema en los individuos neonatos, ya que

un sistema inmunolégico inmaduro podria reconocer la vacuna de ADN

codificando la proteina como una proteina libre (Mor et al., 1996; Mor, 1998;

Bot, 2000; Smith y Klinman, 2001). Sin embargo, durante la vacunacion con

ADN neonatal, la tolerancia es la excepcion y no la regla (Bot, 2000). La

susceptibilidad a la induccién de la tolerancia disminuye en el plazo de una

semana después del nacimiento en ratones y aumenta al aumentar la dosis de
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ADN plasmidico (Ichino et al., 1999). Aunque probablemente no se produzca,
cabe la posibilidad de que la integracion del ADN plasmidico en el ADN
cromosomico podria dar lugar a mutaciones, inestabilidad gendmica vy

anormalidades (Taubes, 1997; Gregoriadis, 1998; Smith y Klinman, 2001).

Algunos estudios con vacunas de ADN frente a IHN han mostrado que
no solo estimulan la produccién de anticuerpos y protegen, sino que también
inducen la expresion del gen Mx en tejidos musculares de trucha arcoiris en el
punto de la inyeccidn y en drganos internos durante los primeros 3-7 dias tras
la inoculacién (Boudinot et al., 1998; Purcell et al., 2004, 2006). La vacuna de
ADN frente a VHS induce intensamente la regulacion de Mx en el higado de
salmén del Atlantico y trucha arcoiris con maximas respuestas a los dias 12 y
14 tras la inoculacién, respectivamente (Acosta et al., 2005). Ademas, se
puede apreciar proteccién frente a VHS a la semana post-vacunacion con
ADN, tiempo en el que el gen Mx ya se ha expresado y los anticuerpos frente a
VHS aun no se detectan hasta las semanas 4-8 tras la vacunacién (Boudinot et

al., 1998).

Se han investigado varios parametros para optimizar la eficacia de las
vacunas de ADN contra IHN y VHS, como la dosis, el tamafio del pez (Corbeil et
al., 2000; LaPatra et al., 2000; Lorenzen et al., 2000, 2002a,b) y la via de
administracion optima (Corbeil et al., 2000; Fernandez-Alonso et al., 2001;
McLauchlan et al., 2003). Parece ser que la via de administracion dptima de
estas vacunas ADN es intramuscular y da buenos resultados para vacunar a los
peces cuando son pequefos, ya que los peces mas grandes requieren una

dosis mas alta de la vacuna (LaPatra et al., 2000; Lorenzen et al., 2001). Al
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principio la protecciéon implica corta duracion y mecanismos de defensa
inespecificos antivirales, como la inducciéon de los IFNs y las proteinas Mx (Kim
et al., 2000; LaPatra et al., 2001; Lorenzen et al., 2002a,b; MclLauchlan et al.,
2003), que pueden ser importantes en la proteccidon contra virus
heterogéneos (Lorenzen et al.,, 2002a,b; Sommerset et al., 2003). Sin
embargo, la proteccion especifica puede durar hasta 2 afios después de la

administracion intramuscular (Kurath et al., 2006).

Los trabajos realizados en peces en este campo, demuestran el efecto
estimulante de los CpG ODNs (oligodeoxinucleéticos CpG, cadenas sintéticas
cortas de ADN que contienen secuencias de CpG) sobre diversas respuestas
inmunitarias de varias especies de peces teledsteos (Carringhton y Secombes,
2006) in vitro y/o in vivo. Sin embargo, estos estudios muestran datos

contradictorios y no definitivos.

8.2.LP

El grupo de los lipopolisacdridos (LPS) engloba a un conjunto
relativamente homogéneo de sustancias tdéxicas formadas por complejos
polisacarido-lipido-fésforo, que se encuentran en bacterias Gram-negativas

(Thomas, 1954).

Por lo general los LPS son sustancias de gran peso molecular con una
Unica estructura quimica, compuesta por tres regiones: una regidn
polisacdrida mas externa denominada antigeno-O (componente lineal o
ramificado de residuos de oligosacaridos), una regidén base de polisacaridos

(azlcares cortos en cadena) y una region nuclear rica en acidos grasos
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denominada lipido A, que esta unida covalentemente a la regidn anterior,
anclando asi toda la molécula de LPS a la membrana externa bacteriana
(Raetz, 1990; Rietschel y Brade, 1992; Morrison y et al., 1999; Seydel et al.,
2000; Gronow y Brade, 2001; Erridge et al., 2002). El lipido A esta formado por
dos glucosaminas sustituidas con fosfatos y un nimero variable de acidos
grasos. Esta presente en todas las bacterias independientemente de la cepay
su patogenicidad, pero es pobremente reconocida por el sistema inmune
(Robertsen, 1999; lliev et al., 2005a,b; Akira et al., 2006) (Figura V). Se ha
demostrado que el lipido A es responsable de la mayoria de los efectos
inmunomodulatorios del LPS (Robertsen, 1999; lliev et al., 2005a,b). La
mayoria de los LPS estudiados en bacterias Gram-negativas tienen regiones O-
polisacaridicas de distinta longitud y se denominan LPS lisos, mientras que
algunas bacterias y muchos mutantes han perdido la cadena O-polisacaridica
total o parcialmente, por lo que se les denomina LPS rugosos (Preston et al.,

1996).

Bioldgicamente, el LPS es una endotoxina que causa una gran variedad
de efectos patofisioldgicos (Thomas, 1954; Rietschel et al., 1994). Los
animales superiores son extremadamente sensibles a las endotoxinas aunque
se encuentren a bajas dosis. Sin embargo, los vertebrados inferiores como las
ranas o peces se caracterizan por ser resistentes al shock de endotoxinas
(Berczi et al., 1966). Ademas, se ha visto en algunas ocasiones que las
endotoxinas/LPS son responsables de la patogenicidad de numerosos agentes
bacterianos, especialmente las bacterias Gram-negativas, en peces (Rodkhum

et al., 2006).
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Figura V.- Componentes moleculares de un
LPS (Swain et al., 2008).

En mamiferos, la respuesta inmune al LPS y el fendbmeno de shock
endotéxico son mediados por la proteina de unién de LPS (LBP),
transferencia del complejo LBP-LPS a CDi4, la activacién del sistema de
reconocimiento toll-like receptor 4 (TLR;) en leucocitos y la liberacion en
cascada de sustancias como citoquinas proinflamatorias (factor de necrosis
tumoral, TNF-q, interleuquinas, IL-1B, IL-12, los IFNs antivirales, IFN-I) (lliev et
al., 2005a). En los peces, las proteinas homodlogas a la LBP no transfieren
proteinas al CDy4, lo cual conduce a la neutralizacién del LPS e interfiere en la

activacion del TLRs.

Se han empezado a tener en cuenta en la buUsqueda de mejores
respuestas vacunales en peces algunos componentes estructurales esenciales
para la supervivencia de los microorganismos denominados genéricamente
patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs), asi como la interaccién
de éstos con el sistema inmune inespecifico a través de los receptores de
reconocimiento de patrén del sistema inmune (PRRs) (Robertsen, 1999; lliev

et al., 2005a).

100



Revision bibliogrdfica

Después de la estimulacidn por diferentes PAMPs incluyendo zimosan,
muramil dipéptido (MDP), B-glucanos y ARN de doble cadena (ARNds), los
monocitos de truchas modularon la produccion de citoquinas proinflamatorias
con la misma sensibilidad que la observada en células de mamiferos, pero en
el caso de los LPS, la produccién del TNF, solo se dio cuando las células se
expusieron a 1.000 veces la concentracion usada en monocitos de mamiferos

(lliev et al., 2005b).

En el trabajo de Djordjevic et al. (2009) aplicaron una inyeccion de LPS
de Escherichia coli como un modelo de inflamacién. El LPS es el mayor
constituyente de la capa externa de las bacterias Gram-negativas y un
prototipo inductor de inflamacién en varias especies. Los LPS estimulan la
produccion de quimiocinas y citoquinas proinflamatorias, las cuales activan el
reclutamiento y la diferenciacion de las células inmunes y activan los
mecanismos antibacterianos incluyendo el complemento, las proteasas
extracelulares y las especies reactivas del oxigeno (ROS). En mamiferos, los
LPS causan septicemias y fallos orgdnicos. A pesar de la tolerancia
notablemente mayor en comparacion con los vertebrados superiores
(MacKenzie et al., 2004), los peces desarrollan respuestas inflamatorias a gran

escala hacia los LPS.

A pesar de que los LPS en los peces tienen poco potencial
proinflamatorio, las células y componentes del sistema inmune tanto
sistémicos como de superficie (intestinal y branquial) se activan y movilizan en

respuesta a los LPS (Cahill, 1990; Dalmo y Bogwald, 1996; Press et al., 1996).
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Los estudios de los autores anteriores consistieron en administrar LPS
por via intravenosa e intraperitoneal en bacalaos y los LPS se detectaron en
corazoén, bazo y rifdn durante 7 dias. Algunos autores también emplearon la
inoculaciéon oral y se encontraron LPS en gran cantidad en intestino y en
menor cantidad en drganos internos. En el rodaballo, después de Ia
inoculacioén intravenosa, se encontraron LPS en bazo, higado y rifidon, y en el
bazo e higado cuando se administraron via oral. En varias especies marinas,
los macrofagos de rifidon y bazo y los elipsoides esplénicos acumulan grandes
cantidades de LPS. También se detectaron LPS en tejido conectivo intestinal y
branquial y en células del epitelio intestinal y ldmina propia después de la

inoculacion intraperitoneal y oral, respectivamente (Dalmo et al., 1998).

Sumado a la movilizacion hacia diferentes tejidos, los extractos de LPS
purificados o incluidos en vacunas, son recogidos por células linfoides y
sistema reticuloendotelial y estimulan la activaciéon y movilizacidon de los
macrofagos, neutréfilos y CMMs (Dalmo y Bogwald, 1996; Press et al., 1996;
Dalmo et al., 1997; Agius y Roberts, 2003), ademas, activan los linfocitos B aun

estando a bajas temperaturas (Le Morvan et al., 1998).

La inoculacién de extractos purificados de LPS o bacterinas que incluyen
LPS, inducen elevadas respuestas de anticuerpos que protegen y estimulan la
proteccion en inmunizaciones contra diversos patégenos y en diferentes
especies acuicolas de agua dulce y salada, como por ejemplo: Vibrio
salmonicida vy Listonella anguillarum en salmones (Bggwald et al., 1991),
Edwarsiella ictaluri en pez gato (Saeed y Plumb, 1986) y Aeromonas

hydrophila en carpa (Selvaraj et al., 2004) por lo que se sigue utilizando como
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inmunoestimulante o como componente de vacuna (Shao, 2001; Bowden et

al., 2003b)

Como los LPS son un fuerte estimulador de macréfagos, activan varias
vias de transduccion de sefiales para producir una variedad de citoquinas
inflamatorias en los seres humanos y animales, incluidos los peces (Secombes
y Fletcher, 1992; Fujihara et al., 2003). Sin embargo, la produccion excesiva de
citoquinas en respuesta a LPS es a menudo mortal y considerada como la
causa del shock séptico (Callery et al., 1990). Por otra parte, los macrofagos
cuando son expuestos a dosis por debajo de la tolerancia de LPS se hacen
tolerantes a su posterior exposicion y manifiestan una respuesta alterada
(Fujihara et al., 2003). También pueden causar pronunciada expansion de la
membrana y aumento del contenido en orgdnulos en los macréfagos de los
peces (Dalmo y Seljelid, 1995). Algunos efectos in vitro que han encontrado
varios autores en dorada, trucha arcoiris, lubina, carpa comun, salmén del
Atlantico y carpa dorada son: estimulaciéon de la produccion de IL y TNF,
aumento de la expresion del ARNm de CD83, los niveles amiloide sérico A,
induccion de la produccién de o6xido nitrico, prostaglandina, lisozima vy
cortisol, aumento de la produccion de anién superdxido, la actividad
respiratoria y fagocitosis (Jang et al., 1995; Neumann et al., 1995; Rowley et
al., 1995; Neumann y Belosevic, 1996; Campos-Pérez et al., 1997; Verburg-
Van et al., 1999; Zou et al., 1999, 2002; Engelsma et al., 2001; Qin et al., 2001;
Fujihara et al., 2003; Paulsen et al., 2003; Saeij et al., 2003; Goetz et al., 2004;
Sarmento et al., 2004; Donate et al., 2007).
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Neumann y Belosevic (1996) documentaron un incremento gradual en
los macrofagos de la carpa dorada inducido por LPS, pero la mayor actividad
registrada fue cuando fueron coestimulados con los factores de activacién de
macrofagos. Por otro lado, Sarmento et al. (2004) encontraron un incremento
inicial en la reaccién intermedia de oxigeno por la estimulacién de macréfagos

con LPS seguido de un descenso de regulacién a las 24 horas de incubacion.

Los LPS estimulan en peces la proliferacion de linfocitos B tanto en
condiciones in vivo como in vitro (Salati et al., 1987, Kodama et al., 1994,
Dalmo y Seljelid, 1995, Verburg-Van et al., 1999). Se ha visto que los LPS
estimulan los linfocitos in vitro en peces como halibut del Japdn, pez cebra y
carpa comun (Hirono et al., 2000; Park et al., 2003; Selvaraj et al., 2004; Bei et
al., 2006; Igawa et al., 2006).

La concentracién de LPS varia dependiendo de si son condiciones in vivo
o in vitro. Para el halibut japonés se necesitd una dosis alta de 500 pg/ml de
LPS para estimular los leucocitos periféricos (Hirono et al., 2000; Park et al.,
2003). Selvaraj et al. (2004) observaron un aumento de leucocitos en la carpa
comun cuando se le administraron LPS de Aeromonas hydrophila obtenidos
por el método de fenol-cloroformo. Aunque hubo un aumento significativo de
neutrofilos y monocitos, incluso con la dosis 10 pg/pez en el grupo de los
inoculados con LPS, no hubo cambios significativos en la cantidad de linfocitos
con respecto a las dosis (10, 50 y 100 pg/pez) hasta el final del experimento

gue fue al dia 17 tras la inoculacién.

En estudios in vitro, se necesitaron dosis extremadamente altas (ug/ml)

de LPS para estimular la respuesta de leucocitos y concentraciones de LPS
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1.000 veces superiores que las requeridas en mamiferos para inducir en los
fagocitos mononucleares la regulacién de la produccion de TNF (Zou et al.,
2003; Hirono et al., 2004). Estos hallazgos han llevado a afirmar que los peces
son resistentes o insensibles al LPS (Cahill, 1990; Dalmo y Bogwald, 1996; Iliev
et al., 2005a).

Los leucocitos son activados solo en altas concentraciones de LPS,
posiblemente a través de agregados de LPS con un mecanismo dependiente

de las B-2 integrinas (lliev et al., 2005a).

Zapata et al. (1997) hipotetizaron que la tolerancia al LPS en peces
jovenes puede ser Unicamente a antigenos T-dependientes y solo a
inyectados, pero no a aquellos administrados por inmersion. Algunos autores
sostienen que las células B de la trucha arco iris pueden ser estimuladas por
antigenos T-independientes, como los LPS cuando los alevines tienen 4
semanas de edad (0,13 g; Zapata et al., 1997). Cuando las truchas tienen 8
semanas (0,26 g), desarrollan memoria inmunoldgica y memoria a largo plazo

solo cuando superan los 4 g de peso.

Hay varios articulos que describen la inmunizacién con LPS y bacterias
completas de alevines, juveniles (Dalmo y Bogwald, 1996; Press et al., 1996;
Dalmo et al., 1998; Selvaraj et al., 2004) o incluso de larvas (Dalmo et al.,
2000). En esos estudios los antigenos fueron administrados
intraperitonealmente o por inmersion e indujeron respuestas inmunes
especificas o en algunos casos, aumento en la proteccién frente al desafio con
el microorganismo, que descartan la posibilidad de respuestas de

inmunotolerancia. En contraste, Penagos et al. (2009), hicieron referencia a
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gue algunos autores encontraron altas mortalidades en alevines de salmén
del Atlantico (Sa/lmo salar) alimentados desde los 2 g con una dieta que incluia
LPS, tras el desafio con Aeromonas salmonicida y Listonella anguillarum. Estos
autores creen que las mortalidades pudieron presentarse por tolerancia al
LPS, por delecion de componentes del complemento causado por la repetida

exposicidn a la sustancia o por los niveles excesivos de LPS administrados.

En relacidon con el efecto biolégico en especies de consumo (salmédn,
carpa, trucha, pez gato) la inoculacion de dosis de LPS que serian letales para
cualquier mamifero, en la mayoria de los casos no induce cuadros clinicos
(Cahill, 1990; Dalmo y Bggwald, 1996; lliev et al., 2005a). En el salmén del
Atlantico se inocularon dosis de LPS de 2 mg/kg y 50 mg/kg por las vias
intraperitoneal e intragastrica, respectivamente, pero no se evidenciaron
ningun tipo de signos clinicos, lesiones histopatoldgicas o mortalidad (Dalmo y
Bpgwald, 1996). En este trabajo también se menciona que la inoculacién de
200 mg/kg de LPS en carpas no produjo muerte ni signos clinicos y que el
salmén coho (Oncorhynchus kisutch) y la trucha arcoiris son insensibles al LPS

de Escherichia coli y Aeromonas salmonicida.

De acuerdo con lo que se ha publicado en mamiferos (Koyama et al.,
2000), los LPS de Pseudomonas aeruginosa son mas letales que los LPS de
Escherichia coli. Se ha comprobado que el pretratamiento de larvas de pez
cebra con diferentes concentraciones de LPS de Pseudomonas aeruginosa no
protege frente a una exposicién posterior de una concentracién letal con el
mismo LPS. Por el contrario, el pretratamiento con una dosis no letal de LPS

de Escherichia coli protegid cuando los peces fueron expuestos a los LPS de
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Pseudomonas aeruginosa. Esto indica una diferencia en los mecanismos

moleculares (Novoa et al., 2009).

La IL-1 ha sido propuesta como mediador de tolerancia in vivo en
mamiferos (Henricson et al., 1991). Los resultados de Novoa et al. (2009)
muestran que la expresion de IL-1 incrementa cuando los peces son tratados
con altas concentraciones de LPS, los cuales podrian imitar la sobreproduccion
de citoquinas proinflamatorias que se producen en los casos de septicemia.
Sin embargo, la IL-1 decrece en el estado de baja tolerancia inducida por las
bajas concentraciones de LPS, lo cual esta en concordancia con lo
documentado sobre la inhibicion de la expresion de varias citoquinas, como
por ejemplo, TNFa, IL-1B, IL-6 e IL-12 en los casos de tolerancia de LPS
(Medvedev et al., 2000).

A pesar de su bajo potencial proinflamatorio, los LPS tienen excelentes
propiedades inmundgenas (Dalmo et al., 1998) que validan su empleo como
adyuvante o antigeno para la inmunizacién de peces (Shao, 2001; Bowden et

al., 2003a).

En Aeromonas hydrophila asi como en otros patdgenos de peces se ha
demostrado que el LPS juega un papel importante en la toxicidad, actuando
directamente sobre los eritrocitos del pez (Lee y Ellis, 1991; Huntly et al,
1992) o en relacion con distintas caracteristicas como la adherencia, la
hidrofobicidad y la resistencia al suero, que son importantes para el
establecimiento de la infeccion en peces (Merino et al., 1992, 1998; Jacques,

1996; Linnerborg et al., 1996; Aguilar et al., 1997; Boesen et al., 1999).
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A pesar de que la inclusion de LPS o sus componentes en vacunas no es
una practica comun en sistemas de produccion piscicola (Shao, 2001; Bowden
et al.,, 2003a), se recomienda determinar para cada especie de interés
productivo las dosis de LPS que tendrian efecto inmunoestimulante y la fase
de desarrollo del pez a la cual se debe iniciar la inmunizaciéon con esta
molécula, particularmente los estadios de larva y de alevinaje temprano que

suponen deficiencias en las funciones inmunes (Penagos et al., 2009).

Las vacunas (bacterinas) contra vibriosis (Listonella anguillarum y Vibrio
salmonicida) y contra yersiniosis (Yersinia ruckeri) contienen como antigeno
inmundgeno al LPS y han dado muy buenos resultados en la acuicultura
marina del salmdn, lubina, rodaballo, dorada y halibut. De forma similar, el
LPS en conjunto con la proteina de capa A de la Aeromonas salmonicida
induce niveles protectores contra la furunculosis del salmén (Shao, 2001;
Bowden et al., 2003a). El peptidoglucano demostré que puede amplificar la
resistencia de la trucha arcoiris contra Listonella anguillarum y la del medregal
del Japdn contra Enterococcus seriolicida aun cuando se administraron en el
alimento de los peces. El componente activo muramil dipéptido administrado
por via intraperitoneal aumenté la resistencia del salmdén coho y de la trucha

arcoiris contra la infeccién por Aeromonas salmonicida (Robertsen, 1999).

Se ha demostrado que los LPS inoculados a dorada del Japén (Pagrus
major) pueden estimular la proliferacion de células B y aumentar la actividad
fagocitica de los macrofagos (Salati et al., 1987). MacArthur et al. (1985)
vieron que los LPS inoculados a la platija (Pleuronectes platessa) aumentan la

actividad migratoria de los macrofagos. In vitro, los LPS estimulan la
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fagocitosis y la produccidon de anidnes superdxido en macréfagos de salmén
del Atlantico (Solem et al. 1995). Ademas, de la produccién de factores de
activacion de macréfagos en los linfocitos de carpa dorada (Neumann et al.,

1995) y la produccién de IL-1 en monocitos del pez gato (Clem et al., 1985).

Acerete et al. (2007) corroboraron que los LPS pueden inducir
transcripciones de Mx en dorada, con altos niveles de expresion en rifién
anterior, bazo e intestino. Estos resultados se encuentran en contraposicién a
los realizados en salmén del Atlantico, en el cual, los LPS inducen respuestas
muy bajas en higado los dias 2-3 después de la administracion de LPS. Los
resultados de Acerete et al. sugieren que la proteina Mx puede también
contribuir a la defensa antibacteriana en el pez ademas de la funcién antiviral

descrita en otros casos.
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1. Primera fase: Intensidad y duracion in vivo de la respuesta

inmune inducida por productos bacterianos

I. Instalaciones y peces de experimentacion

Para realizar esta fase del trabajo se han empleado peces de la especie
Dorada (Sparus aurata L.), de diferentes origenes, en funcién de la época del
ano en que se realizd la experiencia. Unos se obtuvieron de la empresa de
acuicultura PROCRIA, S.A., situada en mar abierto en Castillo del Romeral, al
Sureste de la isla de Gran Canaria, con un peso medio de 45 g. Esta
explotacién recibe alevines de 5-11 g sin vacunar de Tinamenor, empresa de
acuicultura encargada de la produccion de alevines asociada a la

anteriormente mencionada, que se encuentra situada en Pesués (Cantabria).

Otros ejemplares se obtuvieron de la Planta Experimental de Cultivos
Marinos del Instituto Canario de Ciencias Marinas (ICCM), perteneciente a la
Agencia Canaria de Investigacién, Innovacion y Sociedad de la Informacién
(ACIISI), situada en el muelle de Taliarte, municipio de Telde, al este de la isla

de Gran Canaria. Estos peces sin vacunar tenian un peso medio de 60 g.

Los peces se transportaron en tanques con oxigeno a nuestro modulo
experimental situado en el Instituto Canario de Ciencias Marinas de Taliarte.
Fueron organizados en lotes de 12 individuos, en tanques de 500 |, con flujo
continuo de agua a 20°C, mantenidos bajo un fotoperiodo de 12 horas de luz

y 12 horas de oscuridad y alimentados con pienso comercial (Skretting).
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Durante las 2 semanas previas a la realizacion de la experiencia los
peces se aclimataron bajo las condiciones antes mencionadas,
comprobdndose la ausencia de cualquier signo que hiciera sospechar el
desarrollo de alguna enfermedad y se sometieron a un chequeo para verificar
gue su estado de salud era el dptimo y que no eran portadores de ningln

agente infectocontagioso.

Este chequeo se basd en el cultivo a partir de diferentes 6érganos
internos de algunos ejemplares tomados al azar de cada lote, en Agar Sangre
y Agar Infusién Cerebro Corazéon (BHIA) (Pronadisa) suplementado con un
1,5% de NaCl (Panreac Quimica, S.A.), los cuales se prepararon segun las
instrucciones del fabricante. Para enriquecer el medio de Agar Sangre se

empled sangre desfibrinada de oveja (Oxoid) en un porcentaje del 5%.

Para la manipulacion de los peces se empled el anestésico 2-

fenoxietanol (Panreac Quimica, S.A.) con una dosis de 300 pl/I de agua.
Il. Cepas bacterianas empleadas

En esta primera fase se utilizaron dos patégenos muy comunes en las
aguas canarias, Vibrio alginolyticus y Photobacterium damselae subsp.
piscicida (94/99), el primero de la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT)
(Miyamoto et al., cuyo afio de aislamiento es desconocido) y la segunda
perteneciente a nuestra coleccidn de cepas clinicas (Real et al., 1999, aislada

de dorada).
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lll.  Extraccidon de ADN y LPS de las cepas de estudio

Los inmunoestimulantes empleados en esta fase son dcido
desoxirribonucleico (ADN) y lipopolisacaridos (LPS) de la pared bacteriana de
los patégenos Vibrio alginolyticus y Photobacterium damselae subsp.

piscicida.
Il.a. Extraccion de ADN bacteriano

Para la extraccion de ADN bacteriano se empled el kit de extraccion

Wizardd Genomic (Promega). La metodologia es la siguiente:

Cada patégeno se cultivdo en 500 ml de medio de cultivo Caldo Infusion
Cerebro Corazén (BHIB) (Pronadisa), suplementado con un 1,5% de cloruro de
sodio, preparado segun las instrucciones del fabricante. Se incubd en
agitacion durante 24 horas a 25°C cuando trabajamos con Vibrio alginolyticus

y durante 48 horas a 25°C con Photobacterium damselae subsp. piscicida.

Transcurrido ese tiempo se centrifugd a 10.000 rpm durante 15 minutos
a 4°C, se retird el sobrenadante, para posteriormente lavar el precipitado con
tampodn fosfato salino estéril (PBS), centrifugando nuevamente a 10.000 rpm

durante 15 minutos a 4°C.

Se retird el sobrenadante y el precipitado se resuspendié en 10 ml de
Nuclei Lysis Solution (Promega). La muestra se incubé a 80°C durante 5
minutos para lisar las células, y se enfrié hasta alcanzar temperatura

ambiente.
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Posteriormente se afiadié 1 ml de RNAsa A Solution (USB Corporation) y
se mezcld la muestra invirtiendo el tubo 25 veces. Después se incubd a 37°C
durante 45 minutos y se afadieron 3 ml de Protein Precipitation Solution
(Promega). Para mezclar se agitd fuertemente durante 20 segundos y se paso

a incubar en hielo durante 5 minutos.

Se centrifugd a 10.000 rpm durante 5 minutos a 4°C y se paso el
sobrenadante a un tubo limpio. Colocamos el mismo volumen de isopropanol
(Sigma), mezclamos suavemente y centrifugamos a 10.000 rpm durante 10
minutos a 4°C. Se retira el sobrenadante y se afladen 5 ml de etanol frio al
75%. Invertimos el tubo varias veces para lavar el precipitado y centrifugamos
a 10.000 rpm durante 5 minutos a 4°C. Retiramos el sobrenadante y secamos

la muestra a 37°C durante 15 minutos.

Finalmente se afiaden 3 ml de agua destilada estéril y se incuba la
muestra a 65°C durante 10 minutos. Para mezclar la muestra agitamos

durante 5 segundos.

La muestra es cuantificada utilizando un espectrofotémetro Genesys
10UV (Thermo), con una cubeta (trUView™ Cuvette, Biorad), a la absorbancia
de 260 nm (teniendo en cuenta que a esta longitud de onda, 1 A,g0 = 50 ng/pl)

y almacenada a -20°C.
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I1l.b. Extraccion de LPS bacteriano

Para la extraccién de lipopolisacarido bacteriano se empled el método

de Westphal y Jann (1963) modificado:

La cepa empleada se sembré en 4 litros para Vibrio alginolyticus y 12
litros para Photobacterium damselae subsp. piscicida de medio de cultivo
Caldo Infusion Cerebro Corazén (BHIB) (Pronadisa), suplementado con un
1,5% de cloruro de sodio (Panreac Quimica, S.A.), preparado segun las
instrucciones del fabricante. Se incubé bajo las mismas condiciones que en el

apartado anterior.

Transcurrido dicho tiempo se centrifugd a 10.000 rpm durante 10
minutos a 4°C, se retird el sobrenadante y el precipitado se resuspendié con
25 ml de PBS. El producto resultante es liofilizado para eliminar la humedad y

pesar el extracto seco de bacteria.

La cantidad de 3 g de extracto seco fueron mezclados con 35 ml de agua
destilada estéril a 65°C y se afiadieron 35 ml de fenol a 68°C, mezclando
fuertemente. La muestra es tratada a 65°C durante 15 minutos y enfriada en
hielo. Posteriormente, centrifugamos a 3.000 rpm durante 45 minutos y
obtenemos tres fases: una acuosa, otra de fenol y una ultima de residuos

insolubles.

Recogemos la fase acuosa y la dializamos, empleando una membrana
porosa. Esta membrana la dejamos suspendida y agitandose en un litro de
agua destilada estéril, para retirar el fenol y pequeiias cantidades de

sustancias bacterianas de bajo peso molecular. El producto dializado, que
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contiene lipopolisacaridos y acido ribonucleico, lo retiramos a las 48 horas y lo

liofilizamos, obteniendo unos 200 g de muestra.

Para eliminar el acido nucleico, el producto liofilizado se disolvié en
agua destilada estéril para obtener una solucion al 3% y se mezclé con 1 ml de
RNAsa por cada 10 ml de solucién al 3%. Incubamos a 37°C durante 1 hora y
centrifugamos a 105.000 xg durante 4 horas. Retiramos el sobrenadante y
resuspendemos en 1 ml de agua destilada estéril. Esta suspension se liofilizé y
se obtuvo un producto de lipopolisacarido bacteriano con un 3% de &acido

nucleico.
V. Extraccion de ARN

La extraccion de ARN se realizé siguiendo el protocolo modificado de

extraccion del reactivo empleado para este proceso, TRIPURE (Roche):

Se afaden 500 pl de TRIPURE a 50 mg de tejido y se incuban las

muestras durante 5-10 minutos para disociar los complejos nucleoproteicos.

Anadimos 100 ul de cloroformo (Sigma) y mezclamos con vértex
durante 15 segundos. Centrifugamos a 12.000 rpm a 4°C durante 15 minutos.
Después de este paso se nos quedan 3 fases, la primera que nos encontramos
es una fase acuosa incolora, donde se encuentra el ARN, la segunda es la
interfase, de color blanquecino, donde se encuentra el ADN y la ultima fase es

la fase organica, de color rojo, donde podemos encontrar las proteinas.
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Recogemos la fase acuosa y la colocamos en un microtubo nuevo,
donde precipitamos el ARN con 300 pl de isopropanol (Sigma). Mezclamos
invirtiendo los microtubos y centrifugamos a 12.000 rpm a 4°C durante 10

minutos y retiramos el sobrenadante.

Lavamos el precipitado con 1 ml de etanol (EtOH) al 75%, centrifugamos
a 12.000 rpm a 4°C durante 5 minutos. Retiramos el sobrenadante y secamos
el precipitado. Resuspendemos el precipitado en 75 ml de agua libre de

RNAsas (agua DEPC). Mantenemos las muestras de ARN a -80°C.

Para medir la concentracion del ARN extraido se utilizd un
espectrofotémetro Genesys 10UV (Thermo), con una cubeta (trUView™
Cuvette, Biorad). La concentracidn se calculé en base a la absorbancia medida
a una longitud de onda de 260 nm (teniendo en cuenta que a esta longitud de
onda, 1 Ayg = 40 ng/ul). Por otro lado, la relacién entre las absorbancias a 260
y 280 nm representa una estimacion de la pureza del ARN; asi el ARN puro
presenta un ratio de 2 entre ambas absorbancias y se consideran medidas
aceptables que corresponden a ARN altamente puro a los valores del ratio

entre 1,7 y 2 (Ausubel et al., 1995).
V.  Transcripcion inversa (RT-PCR)

Este paso consiste en convertir el ARN extraido en ADNc, debido a que
el ARN es mucho mas fragil y menos estable en el tiempo que el ADNc, para
ello es necesaria la enzima transcriptasa inversa, la cual se encarga de
construir la cadena complementaria de acidos nucleicos de la cadena de ARN

molde. La cadena iniciadora hibridara en el extremo 3’ de la cadena molde.
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En este paso tomamos 2 ug de ARN, 5 pl tampdn 10X y 12 pl de agua
DEPC, incubamos 10 minutos a 70°C y ponemos las muestras en frio mientras
afiadimos 1 pl de enzima transcriptasa inversa (iScript-Biorad) y 5 pl de agua
DEPC. Posteriormente la mezcla se incubd 10 minutos a 25°C, 50 minutos a

42°Cvy 15 minutos a 70°C, el ciclo acab6 en 4°C o hielo.

VI. Amplificacion del gen Mx mediante la Reaccion en Cadena de la

Polimerasa (PCR)

Para la amplificaciéon del gen Mx se empled la técnica PCR, con el
termociclador RoboCycler Gradient 96 (Stratagene) y los cebadores de la
Tabla VIII. Todos los cebadores fueron empleados a una concentracién de 0,5
pg/|l (Roche), y se disefiaron con el programa de disefio de cebadores
AllelelD 6.0. Como control de la técnica se empled el gen que amplifica la

proteina B-actina, que es constitutiva de los tejidos de todo ser vivo.

Tabla VIII.- Cebadores utilizados para amplificar los genes B-actina y Mx en el presente

estudio. (pb = pares de bases)

B-actina forward GGGATGGGCCAGAAAGACA

302 pb
B-actina reverse CCAGAGGCGTATAGGGACAACA &
Mx forward AATCAGGCTTGGTGGTTGTT R
Mx reverse TCTGTATGAATCCGTGCTA P

La amplificacion fue realizada en 25 pl de volumen, conteniendo 1,5 pl
de ADNc, 2,5 pl de tampdn 10X, 0,5 pl de mezcla de dinucleétidos-fosfato
(20mM) (Bioron), 0,75 pl de MgCl,, 1 ul de cada cebador, 0,125 pl de Taq
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polimerasa (Bioline) y el resto de agua DEPC hasta completar un volumen

total de 25 pl, por cada reaccién.

El protocolo se describe en la Tabla IX.

Tabla IX.- Protocolo de ciclos de PCR empleados para la primera fase del presente estudio

Temperatura (°C) Tiempo N2 de ciclos

95 4’30” 1

95 30”
58 (B-actina) / 54 (Mx) 30” 35
70 30”

70 10 1

Los productos de PCR se almacenaron a 4°C o -20°C hasta su

visualizacién mediante electroforesis en geles de agarosa al 2%.

VII.  Electroforesis en geles de agarosa

Los productos de PCR se visualizaron mediante electroforesis en geles
de agarosa. Para ello, se mezclé un volumen de 4 Hl de producto de
amplificacién, 4 pl de agua DEPC con 2 pl de tampdn de carga (Gel Loading
Solution, Sigma) y la mezcla se cargd en un gel de 2% de agarosa (Pronadisa)
con una concentracidon de bromuro de etidio de 0,5 pg/ml en tampdn TBE 1X
(Tris base 45 mM; acido bérico 45 mM; EDTA 1 mM, pH 8,0). La electroforesis
se llevd a cabo a 140 V durante 30-40 minutos en la fuente de energia Power
Pac 300 (Biorad); a continuacion las bandas se visualizaron en un
transiluminador de 1luz U.V. (Biorad) con ayuda del sistema de

fotodocumentacién Quantity One™ (Biorad).
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El tamafio de los productos de amplificacion se determind mediante
comparacién con el marcador de pesos moleculares (AmpliSize™ Molecular

Rules, 50-2000 pb, Biorad).

1.1. Experiencia |.- Efecto de los inmunoestimulantes obtenidos de la cepa
CECT 521 de Vibrio alginolyticus sobre la expresion del gen Mx en

dorada (Sparus aurata, L.)

Esta experiencia consisti6 en inocular a los peces los
inmunoestimulantes ADN y LPS de la cepa Vibrio alginolyticus CECT 521, con
la finalidad de establecer la intensidad y la duracién de la respuesta inmune

inducida por los mismos.

Para el desarrollo de esta primera experiencia se emplearon los peces
provenientes de la empresa de acuicultura PROCRIA, S.A. y se aclimataron en
las instalaciones del muelle de Taliarte durante las 2 semanas previas a la
realizacion de la experiencia. Se repartieron en 16 tanques de 500 | cada uno,
conteniendo 15 peces cada tanque. Por cada inmunoestimulante analizado
habia 4 tanques, con el fin de obtener resultados por cuadruplicado. Los
diferentes grupos inoculados y sus dosis se disefaron en base a la

metodologia descrita por Acosta et al. (2004):

Grupo control de animales inoculados con 100 [l por pez de tampdn
fosfato salino estéril (PBS). Este grupo fue nuestro control negativo de

estimulacion.
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Grupo control de animales inoculados con 500 Hg por pez de Acido
poliinosinico-policitidinico (Poly I:C) (Sigma), doble cadena sintética de
ARN con efecto conocido como inmunoestimulante (Lockhart et al., 2004).
Por ello, se empled como control positivo de estimulacion.

Grupo inoculado con ADN de Vibrio alginolyticus, con una dosis de 100 ug
por pez.

Grupo inoculado con LPS de Vibrio alginolyticus, con una dosis de 100 ug

por pez.

Como una de las finalidades era establecer la duracién de la respuesta
inmune inducida por los inmunoestimulantes, los peces se fueron sacrificando
alas 0, 12, 24 y 72 horas, a los 6, 12, 18, 24 y 31 dias post inoculacion,
extrayéndoles a cada uno alrededor de 50 mg de tejido hepdtico por
individuo, conservandolos en TRIPURE y manteniéndolos congelados a -80°C

para su posterior procesado (Esquemall).

El procesado de estas muestras consistié en la extraccion de ARN,

transcripcién inversa y PCR siguiendo los protocolos anteriormente descritos.

Los productos de la PCR se analizaron a través de geles de agarosa al 2%
tefiidos con bromuro de etidio (0,5 pg/ml), empleando como marcador de
peso molecular el de 50-2000 pares de bases (Biorad). Para poder ver la
variacion de la calidad de RNA y la eficiencia de la transcripcién inversa entre
muestras, la intensidad de los productos de PCR fueron cuantificados por el

sistema de analisis Quantity One™ (Biorad).
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1.2. Experiencia ll.- Efecto de los inmunoestimulantes obtenidos de la cepa
Photobacterium damselae subsp. piscicida 94/99 sobre la expresion

del gen Mx en dorada (Sparus aurata L.)

Esta experiencia consisti6 en inocular a los peces los
inmunoestimulantes ADN y LPS de la cepa Photobacterium damselae subsp.
piscicida (94/99), con la finalidad de establecer la intensidad y la duracién de

la respuesta inmune inducida por los mismos.

Para el desarrollo de esta segunda experiencia se emplearon los peces
provenientes de la Planta Experimental de Cultivos Marinos del Instituto
Canario de Ciencias Marinas, en Taliarte y se aclimataron en otras
instalaciones de Taliarte durante las 2 semanas previas a la realizacion de la
experiencia. Se repartieron en 16 tanques de 500 | cada uno, conteniendo 15
peces cada tanque. Por cada inmunoestimulante habia 4 tanques, con el fin
de obtener resultados por cuadruplicado. Los diferentes grupos inoculados y
sus dosis se diseflaron en base a la metodologia descrita por Acosta et al.

(2004):

Grupo control de animales inoculados con 100 [l por pez de tampdn
fosfato salino estéril (PBS). Este grupo fue nuestro control negativo de
estimulacion.

Grupo control de animales inoculados con 500 Mg por pez Acido
poliinosinico-policitidinico (Poly I:C) (Sigma).

Grupo inoculado con ADN de Photobacterium damselae subsp. piscicida,

con una dosis de 100 Ug por pez.
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Grupo inoculado con LPS de Photobacterium damselae subsp. piscicida,

con una dosis de 100 Ug por pez.

Como una de las finalidades era establecer la duracién de la respuesta
inmune inducida por los inmunoestimulantes, al igual que en la experiencia
anterior en los mismos puntos de muestreo, las muestras se recogieron y se

procesaron de igual forma (Esquema Il).
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Doradas inoculadas Doradas inoculadas Doradas inoculadas con ADN Doradas inoculadas con LPS
con PBS con Poly I:C de Photobacterium damselae de Photobacterium damselae

(4 tanques} (4 tanques} subsp. piscicida (4 tanques) subsp. piscicida (4 tanques)

Toma de muestras alas 0,12, 24y 72 horas, a los 6, 12, 18, 24, 31 dias tras la inoculacién

Obtencidn de tejidos (higado}

Deteccién del gen que expresa la proteina Mx por PCR

Esquema ll.- Esquema de la experiencia Il
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2. Segunda fase: Respuesta inmune a infecciones viricas inducida

por la activacion del sistema interferén

I. Instalaciones y peces de experimentacion

Para realizar esta fase de este trabajo se han empleado doradas (Sparus
aurata), con origen en de la empresa hatchery de Tinamenor, con un peso

medio de 8 g.

Estos peces fueron transportados en tanques con oxigeno al laboratorio
de investigacidn localizado en el Instituto Universitario de Sanidad Animal
(IUSA) en el municipio de Arucas, Gran Canaria, que tiene el grupo de
investigacion “Enfermedades infecciosas e Ictiopatologia”. Para esta
experiencia se adecud una zona del laboratorio donde los peces fueron
organizados en 3 lotes, distribuidos en tanques de 80 |, con circuito cerrado de
agua a 22°C. Se mantuvieron bajo un fotoperiodo natural y alimentados con

pienso comercial (Skretting).

Durante la semana previa a la realizacién de la experiencia los peces se
aclimataron bajo las condiciones mencionadas anteriormente y fueron
sometidos a los mismos controles que los descritos en las experiencias | y I,
ademds de emplear la técnica de PCR para comprobar que los peces que se
iban a utilizar para esta experiencia no estaban pasando la enfermedad de

nodavirosis o no eran portadores de dicha enfermedad.

Para la manipulacion de los peces se empled el anestésico 2-

fenoxietanol (Panreac Quimica, S.A.) con una dosis de 300 i/l de agua.
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Il.  Patdgeno virico empleado

En el presente trabajo se utilizd el patégeno Nodavirus. La cepa
empleada es Nodavirus SGWak97, perteneciente a la coleccién de la Unidad
de Virologia del Instituto de Acuicultura de la Universidad de Santiago de
Compostela y cedida gentilmente por dicho laboratorio para la realizacion de

esta fase de la tesis doctoral.

Para el cultivo de esta cepa viral se empled la linea celular E-11 con
medio L-15 medium (Leibovitz) suplementado con suero fetal bovino (SFB) al
5%. Una vez que los frascos de cultivo celular tuvieron tapices
semiconfluentes, se procedié a la inoculacién de 100 Ml de virus a una
multiplicidad de infeccién (MOI) de 0,1-0,01. La incubacidn se realizé a 25°C
hasta la visualizacion de un efecto citopdtico (ECP) avanzado, momento en el
que se recogieron los restos del tapiz en suspension (virus crudo),

conservandose a -80 °C hasta su utilizacion.

La titulacion virica se realizd en placas de cultivo celular de 24 pocillos
con monocapas confluentes de células, mediante el método de dosis infectiva
50 (TCIDsp). Para ello se realizaron diluciones decimales seriadas de la
suspension virica, preparadas en medio L-15 suplementado con SFB al 2%, y
se inocularon, por triplicado, alicuotas de 100 [l por pocillo de cada dilucién.
La visualizacién de los pocillos con ECP se llevd a cabo transcurridos 8 dias de
incubacidn. Los titulos se calcularon siguiendo el método descrito por Reed y
Miench (1938) y se expresaron como la dilucion del virus que produjo ECP en

la mitad de los pocillos inoculados (TCIDsg/ml).
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lll.  Diagnodstico de Nodavirus mediante PCR

Para la deteccion de Nodavirus por PCR se emplearon los cebadores de

la Tabla X a una concentracién 10 UM (Invitrogen).

Tabla X.- Cebadores para detectar Nodavirus en el presente estudio. (pb = pares de bases)

Cebadores Secuencia (5’-3) Tamaiio fragmento
NODA 1 reverse CGAGTCAACACGGGTGAAGA

427 pb
NODA 2 forward CGTGTCAGTCATGTGTCGCT

La amplificacion fue realizada en 25 pl de volumen, conteniendo 5 il de
ADNc, 2,5 pl de tampdén 10X, 0,5 pl de mezcla de dinucleétidos-fosfato
(20mM) (Bioron), 0,75 pl de MgCl,, 1 pl de cada primer, 0,125 pl de Taq
polimerasa (Bioline) y el resto de agua DEPC hasta completar un volumen
total de 25 pl, por cada reaccion. Para ello se utilizd el termociclador

MyCycler™ ThermalCycler (Biorad).

El protocolo se describe en la Tabla XI.

Tabla XI.- Protocolo de ciclos de PCR utilizados para la segunda fase de este trabajo

Temperatura (°C) Tiempo N2 de ciclos

94 4’30” 1

94 30”

58 30” 35
68 30”

68 10’ 1

Los productos de PCR se guardaron a 4°C o -20°C hasta su visualizacion

en electroforesis en gel de agarosa al 2%.
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Al producto de PCR anterior se le aplicd una Nested-PCR para este virus.
Para ello se empled la pareja de cebadores internos que amplifican el
producto de PCR obtenido de los cebadores de la Tabla X y que generan un

producto de amplificacion de 159 pb (Tabla XIl).

Tabla XII.- Cebadores utilizados para realizar una Nested-PCR para detectar Nodavirus en

este estudio. (pb = pares de bases)

R31 reverse AGTGTCTCCAGCTTTCTTCT

159 pb
F21 forward GATTTCGTTCCATTCTCTTG

Los cebadores fueron empleados a una concentracion de 50 UM

(Invitrogen).

La amplificacion fue realizada en 25 pl de volumen, conteniendo 3 il de
producto de PCR de Nodavirus, 2,5 Ul de tampdén 10X, 0,5 Yl de mezcla de
dinucleétidos-fosfato (20mM) (Bioron), 0,75 pl de MgCl,, 1 pl de cada primer,
0,125 pl de Taq polimerasa (Bioline) y el resto de agua DEPC hasta completar
un volumen total de 25 pl, por cada reaccion. Empleandose el mismo

termociclador MyCycler™ ThermalCycler (Biorad).

El protocolo es el mismo descrito en la Tabla XI.
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IV.  Electroforesis en geles de agarosa

Los productos de PCR y de la Nested-PCR se visualizaron mediante
electroforesis en geles de agarosa. Para ello, se empled la misma metodologia
descrita en la primera fase de este estudio. En el caso de la Nested-PCR se
empled el marcador de peso molecular Simply Load(R) 100 bp DNA Ladder

(Lonza).

2.1. Experiencia lll.- Proteccion del inmunoestimulante frente a una

infeccidon por Nodavirus

Esta experiencia consisti6 en inocular a los peces el mejor
inmunoestimulante obtenido de las experiencias anteriores, con el fin de
analizar como responden los peces inmunoestimulados frente a un desafio

virico, frente a Nodavirus.

Para el desarrollo de esta experiencia se emplearon los peces
provenientes de la hatchery de Tinamenor descritos en el punto | de esta fase
y se trasladaron al laboratorio en el IUSA. Alli se aclimataron 1 semana,
repartidos en 6 tanques de 80 | cada uno, conteniendo 36 peces cada tanque.

Los grupos con los que se trabajé fueron los siguientes:

Grupo control de animales inoculados con 100 [l por pez de tampdn
fosfato salino estéril (PBS). Seran nuestro control negativo.

Grupo control de animales inoculados con una dosis de 100 I de virus por
pez (10” TCIDso/ml). Con este grupo se observa la evolucion de la

enfermedad. Seran nuestro control positivo.
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Grupo inoculado con 100 pg por pez de LPS de Vibrio alginolyticus y dias
mas tarde inoculado con 100 Wl de virus por pez (10”° TCIDso/ml). Serd

nuestro grupo prueba.

En esta experiencia los peces fueron inoculados con el
inmunoestimulante correspondiente y en los primeros 6 dias se recogieron
muestras de higado, para el posterior andlisis de la expresion de Mx con la

técnica de PCR (Esquema llI).

Pasados los 6 dias, a los grupos control positivo y prueba, se les inoculd
el virus, al grupo control negativo se les inoculéd medio L-15 estéril. A partir de
este dia se recogieron muestras de cerebro para detectar el virus con la

misma técnica anterior (Esquema lll).

La toma de muestras de higado se realizdé de 4 peces por grupo a las 0
horas, 3, 6, 9, 13 y 23 dias post inoculacién. Las muestras de cerebro se
recogieron de 4 peces por grupo a las 0, 4, 24 horas, 3, 7 y 17 dias después de
la inoculacién del virus. (Esquema lll). Siendo el procesado de estas muestras

de igual forma que en las experiencias anteriores.

Para la cuantificacién de la carga virica que encontramos en cada
muestra de cerebro se empled la Real Time-PCR (CFX96™ Real-Time PCR
Detection System, Biorad). El protocolo empleado lo encontramos en la Tabla

Xill.
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Tabla XIll.- Protocolo de ciclos para Real Time-PCR utilizado para cuantificar la carga virica

por Nodavirus en los peces de este estudio

Temperatura (°C) Tiempo N2 de ciclos

95 2 1
95 15”

58 15” 50
82 15"

95 i 1
60 i 1

— T134l
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Doradas inoculadas Doradas inoculadas

con PBS
(2 tanques)

Doradas inoculadas con LPS
con PBS de Vibrio alginolyticus
(2 tanques) (2 tanques)

Transcurridos 6 dias inoculacién del virus

_ Toma de muestras de higado a las 0 horas,
a los 3 y 6 dias tras la inoculacién de LPS

Doradas inoculadas Doradas inoculadas

con medio L-15
(2 tanques)

con Nodavirus

(2 tanques)

de Vibrio alginolyticus

Doradas inoculadas
con Nodavirus

(2 tanques)

Toma de muestras de higado a los 3, 7 y 17 dias tras la inoculacién de Nodavirus.
Toma de muestras de cerebro a las 0, 4 y 24 horas y a los 3, 7 y 17 dias tras la inoculacién de Nodavirus.

Obtencidn de tejidos

Deteccidn de Nodavirus por PCR

Deteccidn del gen que expresa la proteina Mx por PCR

iencia lll

Esquema lll.- Esquema de la exper
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1. Experiencia |.- Efecto de los inmunoestimulantes obtenidos de la cepa
CECT 521 de Vibrio alginolyticus sobre la expresion del gen Mx en

dorada (Sparus aurata, L.)

1.1. Experimento preliminar

Esta experiencia consisti6 en inocular a los peces los
inmunoestimulantes ADN y LPS de la cepa bacteriana CECT 521 de Vibrio
alginolyticus, con la finalidad de establecer la intensidad y la duracién de la
respuesta inmune inducida por los mismos. Para ello empleamos la técnica de
PCR para amplificar el gen Mx, el cual se expresa en condiciones de

inmunoestimulacion.

A mitad de la experiencia se produjo la infeccién natural de los peces
por linfocistis, por este motivo se planted este experimento como preliminar,
permitiéndonos comprobar el estado de la PCR y aprovechar estos resultados
de extraordinario valor. El experimento se repitid posteriormente como

“definitivo”.
Los resultados se encuentran representados en la Tabla XIV - Figura VIII.

El gen constitutivo B-actina se expresd en todas las muestras recogidas,
con lo que se puede confirmar que las muestras estaban en buenas
condiciones y que la transcripciéon inversa y la PCR se realizaron

correctamente (Figura VI).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figura VI.- Electroforesis en agarosa 2% de la primera fase del presente estudio, donde se
observa: 3) Marcador de peso molecular 50-2000 pb (el peso de las bandas son:
2000 pb, 1500 pb, 1000 pb, 700 pb, 500 pb, 400 pb, 300 pb, 200 pb y 100 pb).
1,4,6,8 y 10) Expresion del gen B-actina en muestras de higado. 2,5,7) Expresion del
gen Mx en muestras de higado. 9 y 11) Ausencia del gen Mx en muestras de
higado.

Como observamos en la Figura VIII, encontramos diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) con respecto a los controles en el
grupo de peces estimulados con Poly I:C desde el dia 1 post-inoculacién hasta
el dia 9. Este mismo inmunoestimulante presenta diferencias significativas
(p<0,05) los dias 1 y 12 con respecto al estimulante de LPS. Los dias 1,9y 12
también existen diferencias significativas (p<0,05) entre el grupo de peces

estimulados con Poly I:Cy el grupo inmunoestimulado con ADN.

A nivel cuantitativo, la maxima estimulacién de la expresiéon del gen Mx
entre todos los inmunoestimulantes la obtenemos el dia 1 post inoculacion
(0,74 en relacion a la B-actina) con el inmunoestimulante de Poly I:C. A partir
de esta maxima expresion, va descendiendo lentamente hasta el dia 18 que se

encuentra a niveles basales (0,14 en relacidn a la B-actina).
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Se puede apreciar en la Figura VIII, que el ADN de Vibrio alginolyticus
CECT 521 estimula la expresiéon del gen Mx con diferencias significativas
(p<0,05) con respecto a los inmunoestimulantes Poly I:C y LPS los dias 1, 9y
12 post-inoculacion. Con respecto al grupo control, las diferencias las
encontramos los dias 3 y 12. La maxima expresiéon del gen Mx que
observamos con este inmunoestimulante lo encontramos el dia 3, con un
valor de 0,45 en relacién a la B-actina, descendiendo a niveles basales el dia

12 (0,15 en relacidn a la B-actina).

En los resultados obtenidos en el grupo de peces inmunoestimulados
con LPS de Vibrio alginolyticus CECT 521 podemos observar que no es con el
que se obtiene una maxima estimulacion (0,54 en relacién a la B-actina) pero
si es con el que dura mas tiempo dicha estimulacién, desde el dia 3 al dia 12
se muestra un valor medio de 0,50 en relacién a la B-actina, descendiendo
hasta niveles basales (0,14 en relacién a la B-actina) el dia 24. Este grupo
presenta diferencias significativas (p<0,05) los dias 1 y 12 con respecto al
grupo control, al grupo inoculado con ADN bacteriano y al grupo inoculado
con Poly I:C. Los dias 3, 6 y 9 presentan diferencias significativas (p<0,05)

Unicamente con respecto al grupo control.

Durante el tiempo que durd la experiencia, cada dia se realizaba una
inspeccién detallada del comportamiento y aspecto de los peces, y entre los
dias 9 y 12 empezamos a observar en distintos tanques individuos con
nddulos algodonosos en la piel (Figura VII). Se realizaron las pruebas
oportunas y se comprobd que los peces estaban afectados por linfocistis. Aun

asi, se siguieron tomando las muestras programadas y se puede apreciar en la
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Figura VIII que, ante esta infeccion, la mayor expresidon del gen Mx la
obtenemos con el inmunoestimulante LPS el dia 31 post infeccién, con un
valor de 0,56 en relacidn a la B-actina, y con el Poly I:C, 0,55 en relacién a la [3-
actina. Los peces inoculados con ADN bacteriano presentaron una respuesta
menor ante la infecciéon (0,35 en relacion a la B-actina) que con los dos
inmunoestimulantes anteriores, incluso menor que con el grupo control (0,37

en relacién a la B-actina).

Figura VII.- Nédulos algodonosos encontrados en los peces experimentales afectados por

linfocistis

— T1421
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Tabla XIV.- Valores de los niveles de expresion del gen Mx de la experiencia preliminar
obtenidos en el presente trabajo. Datos representados en la Figura VII.

@ Grupo inoculado
con Poly I:C e
Xts

Grupo inoculado  Grupo inoculado
con ADN ¥ con LPS )
Xts Xts

Tiempo Grupo control
- Xts

0 0 0 0

0 0,74 £0,15 0 0,17 £ 0,05

0 0,42 +0,23 0,45+0,10 0,51+0,03
0,02 £ 0,04 0,31 +0,05 0,34+0,48 0,53+0,12

0 0,36 £0,24 0 0,54+0,16
0,22+0,01 0,25+ 0,03 0,13 +£0,06 0,43 +0,05
0,23+0,18 0,12 +0,02 0,27 £0,19 0,30+0,25
0,16 + 0,08 0,11+0,04 0,12+0,11 0,14 +£ 0,02
0,37 +0,47 0,55+0,10 0,35+0,13 0,56 + 0,08

(1) Tiempo transcurrido después de la inoculacion de los inmunoestimulantes.
(2) Grupo de peces control (recibi6 PBS).

(3) Grupo de peces que recibid el inmunoestimulante Poly I:C.

(4) Grupo de peces que recibid el inmunoestimulante ADN.

(5) Grupo de peces que recibi6 el inmunoestimulante LPS.
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1.2. Experimento definitivo

Como el objetivo de esta primera experiencia era conocer la respuesta a
los inmunoestimulantes en los 31 primeros dias post inoculacidn, y no se pudo
observar dicha evolucion por la enfermedad que sufrieron los peces, se volvié

a repetir dicho experimento.

Se repitié la inoculacién con los inmunoestimulantes anteriores y se
tomaron las muestras alas 0y 12 horas, y los dias 1, 3, 6, 9, 12, 18, 24 y 31.
Los resultados de esta experiencia se encuentran representados en la Tabla

XV - Figura IX.

Los peces inoculados con PBS muestran una ligera expresion del gen Mx,
la cual es similar a la que encontramos en las muestras recogidas a las 0 horas
tras la inoculacién, por ello, estos niveles son considerados como expresion

constitutiva (0,15 de media en relacidn a la B-actina).

El Poly I:C induce una fuerte y continua expresion del gen Mx en el
grupo de peces de esta experiencia. La maxima estimulacion de la expresion
del gen Mx la obtenemos a las 12 horas tras la inoculacién con un valor de
1,19 en relacion a la B-actina, con el inmunoestimulante de Poly I:C. Tras esta
sobre-expresion va descendiendo hasta niveles basales en el dia 18 (0,14 en

relacién a la B-actina).

Con el inmunoestimulante de Poly I:C se encuentran diferencias
significativas (p<0,05) con respecto al grupo control desde las 12 horas hasta

el dia 6 (0,56 en relacién a la B-actina). Con respecto a los grupos de peces
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inoculados con ADN y LPS de Vibrio alginolyticus se encuentran diferencias
significativas (p<0,05) a las 12 horas y al dia 1 tras la inoculacion (0,97 en

relacién a la B-actina).

Los peces inoculados con ADN bacteriano presentan diferencias
significativas (p<0,05) con respecto al grupo control desde el dia 1 (0,44 en
relacion a la B-actina) hasta el dia 6 (0,69 en relacién a la -actina). La maxima
expresion del gen Mx la encontramos en el dia 3 con un valor de 0,89 en
relacion a la [-actina, tras la inoculacion de este inmunoestimulante,

descendiendo a niveles casi basales el dia 24 (0,23 en relacidn a la B-actina).

El grupo de peces que fueron inoculados con LPS bacteriano presentan
diferencias significativas (p<0,05) en la expresiéon del gen Mx desde el dia 1
(0,47 en relacidn a la B-actina) hasta el dia 12 (0,58 en relacion a la B-actina)
con respecto al grupo control. En la Figura IX podemos observar cdmo la
curva de LPS muestra una meseta entre el dia 3, con un valor de 0,9 en
relaciéon a la B-actina y el dia 9, siendo este Ultimo dia donde encontramos la
maxima expresion del gen Mx en este grupo de peces (0,97 en relacion a la B-
actina). A partir del dia 9, disminuye hasta niveles basales el dia 31 (0,25 en
relacion a la B-actina). Ademads, este grupo presenta diferencias significativas
(p<0,05) con respecto al grupo inoculado con ADN bacteriano el dia 9 y con el

grupo inoculado con Poly I:C los dias 6 (0,88 en relacion a la 3-actina) y 9.
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Tabla XV.- Valores de los niveles de expresion del gen Mx del experimento definitivo
obtenidos en este estudio. Datos representados en la Figura IX.

@) Grupo inoculado
con Poly I:C e
Xts

Grupo inoculado  Grupo inoculado
con ADN ¥ con LPS )
Xts Xts

Tiempo Grupo control
- Xts

0 0,05+0,10 0 0,06+0,13
0,06 0,12 1,19+0,30 0,36 £0,19 0,24 +£0,10
0,06 0,12 0,97 £0,31 0,44+0,13 0,47 £0,21
0,25 +0,04 0,81+0,22 0,89 +£0,30 0,90+0,12
0,27 £ 0,06 0,56 + 0,07 0,69+0,13 0,88 +0,14
0,26 £ 0,32 0,45 + 0,09 0,46 £ 0,30 0,97 £0,17
0,21+0,18 0,30+0,12 0,43+0,16 0,58+0,16
0,10+0,20 0,14+0,24 0,38 £ 0,02 0,34 +£0,09
0,19 +£0,27 0,13 +£0,01 0,23+0,18 0,32 +0,06
0,13+0,11 0,19 +0,07 0,11+0,13 0,25+ 0,03

(1) Tiempo transcurrido después de la inoculacion de los inmunoestimulantes.
(2) Grupo de peces control (recibié PBS).

(3) Grupo de peces que recibié el inmunoestimulante Poly I:C.

(4) Grupo de peces que recibié el inmunoestimulante ADN.

(5) Grupo de peces que recibié el inmunoestimulante LPS.
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2. Experiencia ll.- Efecto de los inmunoestimulantes obtenidos de la cepa
Photobacterium damselae subsp. piscicida 94/99 sobre la expresion

del gen Mx en dorada (Sparus aurata, L.)

Esta experiencia consisti6 en inocular a los peces los
inmunoestimulantes ADN y LPS de la cepa Photobacterium damselae subsp.
piscicida 94/99, con la finalidad de establecer la intensidad y la duracién de la

respuesta inmune inducida por los mismos.
Los resultados se encuentran representados en la Tabla XVI - Figura X.

Como observamos en dicha figura, los peces inoculados con PBS
muestran una ligera expresién de Mx (media del ratio Mx/B-a = 0,15), lo que,
como en el caso anterior, consideramos que es constitutivo, por tanto,

representa una respuesta basal al estimulo.

La curva del inmunoestimulante Poly I:C vuelve a ser muy similar a la
experiencia anterior, presentando la maxima expresion de Mx a las 12 horas
(ratio Mx/B-a = 1,28) y disminuyendo hasta casi un tercio, pero sin alcanzar lo
que se consideran niveles basales (media del ratio Mx/B-a = 0,31). Este
estimulante presenta diferencias significativas (p<0,05) a las 12 horas y a los
dias 6 y 18 con respecto al grupo control y a los grupos estimulados con los
inmunoestimulantes naturales de ADN vy LPS bacterianos. A los dias 1, 3y 31

presenta diferencias significativas (p<0,05) con respecto al grupo control.

El inmunoestimulante de ADN de Photobacterium damselae subsp.
piscicida induce una fuerte expresién a las 24 primeras horas tras su

inoculacion (ratio Mx/B-a = 1,00). Posteriormente desciende, pero al igual que
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con el inmunoestimulante anterior, no desciende hasta niveles considerados

basales (media del ratio Mx/3-a = 0,30).

A las 12 horas y el dia 18 tras la inoculacién con el inmunoestimulante
ADN encontramos diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) con
respecto a los grupos control y Poly I:C. Al dia 1 solo encontramos diferencias
significativas (p<0,05) con respecto al grupo control y al dia 6 con respecto al

grupo estimulado con el inmunoestimulante Poly I:C.

Encontramos una expresiéon con el LPS de Photobacterium damselae
subsp. piscicida muy similar a la producida por el inmunoestimulante ADN,
siendo la expresion maxima del grupo inmunoestimulado con LPS menor que
en el grupo inmunoestimulado con ADN (ratio Mx/B-a = 0,84). Tras esta
expresion desciende, manteniéndose desde el dia 6 hasta el dia 24 (media del
ratio Mx/B-a = 0,30), y descendiendo hasta niveles basales el dia 31 (ratio

Mx/B-a = 0,13) tras la inoculacidn.
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Tabla XVI.- Valores de los niveles de expresion del gen Mx de la experiencia Il del presente
estudio. Datos representados en la Figura X.

@ Grupo inoculado  Grupo inoculado  Grupo inoculado
con Poly I:C ) con ADN con LPS ©

Xts Xts Xts
0,22 +0,19 0,06 +0,11 0,29 + 0,05

Tiempo Grupo contro

. Xts

0,14+0,19

0,21 +0,07 1,28 £0,25 0,76 £ 0,00 0,80+0,11
0,25 + 0,04 1,02+0,19 1,00+0,24 0,84 +£0,17
0,11 +0,20 0,81+0,22 0,50 +0,21 0,47 £ 0,07
0,15 +0,22 0,56 + 0,07 0,27 0,05 0,32 +0,02
0,18 +0,16 0,31+0,04 0,35+0,17 0,28 £ 0,04
0,18 + 0,06 0,30+0,10 0,33+0,10 0,35 +0,01
0,09+0,18 0,32 +0,05 0,32 0,05 0,28 + 0,05
0,06 +0,13 0,29+0,10 0,29 +£0,10 0,26 + 0,02
0,09 +£0,13 0,32 +0,04 0,25 + 0,05 0,13+0,15

(1) Tiempo transcurrido después de la inoculacion de los inmunoestimulantes.
(2) Grupo de peces control (recibié PBS).

(3) Grupo de peces que recibié el inmunoestimulante Poly I:C.

(4) Grupo de peces que recibié el inmunoestimulante ADN.

(5) Grupo de peces que recibié el inmunoestimulante LPS.
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3. Experiencia lll.- Proteccién del inmunoestimulante frente a una infeccién

por Nodavirus

Esta experiencia consistid en inocular a la dorada el inmunoestimulante
gue produjo mejores resultados obtenido de las dos experiencias anteriores,
con el fin de ver cdmo responden los peces inmunoestimulados frente a una

infeccion virica posterior con Nodavirus.

Los ensayos realizados previamente a la infecciéon experimental
confirmaron que los peces empleados estaban libres de Nodavirus. Los peces
empleados como control permanecieron vivos durante todo el experimento y
no mostraron sintomas externos e internos de enfermedad. Al final del
ensayo los peces control sobrantes fueron sacrificados, no detectandose

presencia de Nodavirus en ninguno de los individuos, mediante Nested-PCR.

En esta experiencia nos hemos centrado en la observacién de la
expresion del gen Mx en un grupo de peces inoculado con el Nodavirus y en
como este agente patdgeno afecta a la dorada (Figuras XI-XIlI). Ademas,
hemos analizado la proteccién que puede ejercer el inmunoestimulante de

LPS de Vibrio alginolyiticus a la dorada frente al patégeno Nodavirus.

Los resultados obtenidos mediante la técnica de Nested-PCR de las
muestras de cerebro procesadas de los tres lotes implicados en esta

experiencia los encontramos en la Figura XI.
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Figura XI.- Electroforesis en agarosa 2% de la Nested-PCR realizada en este estudio, donde se observa: 1,4,6,12 y
14) Muestras de cerebro negativas. 7 y 10) Controles negativos. 2,3,5,8,9,11 y 13) Muestras de cerebro
positivas. 15) Muestra control positiva. 16) Marcador de peso molecular 100 pb.

Para cuantificar estos resultados empleamos la Real Time-PCR (Tabla
XVII - Figura XlI), donde podemos observar que en el grupo de peces control
no se detecta la presencia del agente patégeno de estudio. Ademas se pueden
observar diferencias significativas (p<0,05) entre el lote de peces que han sido
inoculados inicialmente con el inmunoestimulante y posteriormente con el
agente patégeno y el lote de peces infectado solamente con el Nodavirus. En
el grupo inoculado con LPS se puede apreciar que la mayor titulacidn de virus

detectada se observa en el Ultimo punto de muestreo (TCDIso/ml = 37,91).

A partir de las 4 horas post inoculacion del agente patégeno, en el lote
de peces inoculados solo con el agente, se observa un aumento progresivo de
la titulacidon encontrada en las muestras, hasta el Ultimo dia de muestreo con

una valor de TCIDso/ml = 62,40.

La Figura XIlIl nos muestra la expresion del gen Mx a lo largo de la
experiencia en el grupo control (peces no inoculados con el

inmunoestimulante ni con el Nodavirus), en el grupo de peces inoculados con
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inmunoestimulante y con el agente patdégeno y en el grupo inoculado

Unicamente con el agente patogeno.

El gen constitutivo B-actina se expresé en todas las muestras de higado
recogidas, con lo que se puede confirmar que las muestras estaban en buenas
condiciones y que la transcripcién inversa y la PCR se realizaron

correctamente (Figura Xll).

1000
1500 p&

1000 ph
7040 ph

300 pa
A0 ey

200 p

1040 gh

Figura XII.- Electroforesis en agarosa 2%, donde se observa: 9) Marcador de peso molecular
50-2000 pb. 1,3,5 y 7) Expresion del gen B-actina. 2,4,6 y 8) Expresion del gen Mx.
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Tabla XVII.- Valores de titulacién virica de Nodavirus en dorada de la experiencia lll
obtenidos en este trabajo. Datos representados en la Figura Xlil.

Grupo inoculado
con inmunoestimulante
Xts

Grupo inoculado
Tiempo e Grupo control & con el patégeno e
Xts

(4)

0 0 0

0 2,90+1,30 3,61+0,82

0 8,42 +1,23 5,18+1,76

0 43,07 £ 0,89 8,54+1,41

0 54,66 + 0,76 15,22 +0,18
0 62,40+ 0,57 37,91+0,94

(1) Tiempo transcurrido después de la inoculacion con el agente patégeno.

(2) Grupo de peces control (recibié PBS y posteriormente L15).

(3) Grupo de peces que fue infectado con el agente patégeno (Nodavirus).

(4) Grupo de peces que recibié el inmunoestimulante (LPS) y posteriormente fue inoculado con el agente
patégeno (Nodavirus).
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70 +

=—$=PBS-L15

TCIDg/ml

i Nodavirus

— | DS,

Oh 4h 1d 3d 7d 17d

Dias post inoculacion

Figura XIll.- Titulacion virica de Nodavirus en dorada después de la infeccidn en los siguientes grupos: PBS-L15 (grupo control
negativo que solo ha sido inoculado con PBS y posteriormente inoculado con medio L-15), Nodavirus (grupo que
inicialmente fue inoculado con PBS y posteriormente infectado con Nodavirus) y LPS (grupo que inicialmente fue
inoculado con LPS de Vibrio alginolyitucs y posteriormente infectado con Nodavirus). Las letras marcan diferencias

significativas entre las muestras (p<0,05)
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En la Tabla XVIII - Figura XIV se puede observar que en el grupo de
peces control este gen se expresa en las muestras de higado desde el primer
punto de muestreo hasta el ultimo (media ratio Mx/B-a = 0,26), siendo

bastante uniforme a lo largo de la experiencia.

El grupo de peces inoculados con el inmunoestimulante de LPS de Vibrio
alginolyticus CECT 521 y posteriormente con el agente patdgeno, presentd
una curva similar a la que se obtuvo en la primera experiencia, comenzando la
meseta el dia 3 (ratio Mx/ B-a = 1,15) y finalizando, con un pico maximo el dia
13 tras la inoculacién con un valor de ratio Mx/ B-a = 1,26. El ultimo dia de
muestreo va descendiendo hasta valores de ratio Mx/ B-a = 0,96. Este grupo
de peces inoculados con LPS mostré durante toda la experiencia unos valores
mas elevados de la respuesta a la expresion de Mx en el higado, y a partir del
dia 13 los datos son estadisticamente significativos (p<0,05) con respecto al
grupo control y al grupo inoculado Unicamente con el patégeno. Los dias
previos presentan valores estadisticamente significativos solo con respecto al

grupo control.

El lote de peces inoculado solo con el agente patégeno no presenta casi
diferencia en la expresion del gen Mx frente al grupo control durante los 6
primeros dias. Después se observa como se produce un aumento de la
expresion hasta el dia 9 post infeccién (ratio Mx/ B-a = 1,05), siendo este
punto estadisticamente significativo (p<0,05) con respecto al lote control, y
posteriormente, un descenso gradual hasta alcanzar el valor de ratio Mx/ B-a
= 0,55, con valores estadisticamente significativos (p<0,05) con respecto a los

otros dos grupos.
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Tabla XVIIl.- Valores de los niveles de expresion del gen Mx de la experiencia Ill que se

(1)
(2)
3)
(4)

(*)

obtuvieron en este estudio. Datos representados en la Figura XIV.

Grupo inoculado
- . )

con inmunoestimulante '

Xts

Grupo inoculado
Grupo control @) con el patégeno 2!
Xts

)

0,22 + 0,05 0,23 £ 0,05 0,23 £ 0,09
0,26 + 0,08 0,27 £ 0,04 1,15+0,12
0,26 + 0,09 0,25+ 0,03 0,97 £ 0,03
0,33+0,05 1,05+0,12 1,04 £0,12
0,25 + 0,05 0,83 + 0,05 1,26 +0,12
0,23 +£0,04 0,55+0,11 0,96 + 0,08

Tiempo transcurrido después de la inoculacién con el agente patdgeno.

Grupo de peces control (recibié PBS y posteriormente L15).

Grupo de peces que fue infectado con el agente patégeno (Nodavirus).

Grupo de peces que recibié el inmunoestimulante (LPS) y posteriormente fue inoculado con el agente
patégeno (Nodavirus).

Momento en el que se inocula el agente patégeno (Nodavirus).

(**) Momento que coincide con los 3 dias transcurridos desde la inoculacién del agente patégeno (Nodavirus).
(***) Momento que coincide con los 7 dias transcurridos desde la inoculacién del agente patégeno (Nodavirus).
(****)Momento que coincide con los 17 dias transcurridos desde la inoculacion del agente patdgeno

(Nodavirus).
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Discusion

Los peces estan expuestos a una amplia variedad de agentes patdgenos,
provocando problemas en la produccién y comercializacion. Entre estos
patdégenos, los virus representan una seria amenaza debido a que infectan a
los peces en casi todas las fases de crecimiento. Una infeccion virica a nivel
celular desencadena la produccién de interferén, dando lugar a la creacion de
un estado antivirico (Caipang et al., 2009). En la actualidad, se carece de
tratamientos eficaces para combatir las enfermedades viricas de los peces de
interés en acuicultura, por eso una gran cantidad de estudios han sido

dirigidos a conocer el mecanismo de actuacion del interferén en los mismos.

El sistema interferdon es uno de los mas importantes mecanismos de
defensa antivirico y las proteinas Mx uno de sus efectores moleculares mejor
conocidos (Meier et al., 1990; Staeheli et al., 1993; Arnheiter et al., 1996;
Robertsen et al., 1997; Haller et al., 1998; Jensen y Robertsen, 2000; Haller y
Kochs, 2002; Caipang et al., 2003; Plant y Thune, 2004; Chen et al., 2006; Wu y
Chi, 2007). El interferén se trata de un factor celular inducido después del
establecimiento de la infeccidén y aparece antes que cualquier otro mecanismo
de defensa. La expresion del interferon también puede ocurrir durante la
etapa de la migracion al mar en salmén del Atlantico (Das et al., 2007), en
ausencia de estimulos como virus, Poly I:C, ADN y LPS bacteriano, valorandose
la posibilidad de que sefiales ambientales como el fotoperiodo, actuando a
través del sistema endocrino, pueda inducir respuestas via interferon (Das et

al., 2009).
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Debido a la falta de estudios sobre los genes que codifican para el
interferén en la mayoria de las especies de peces, a que la vida media del
transcriptor de interferéon es muy corta (Johansen et al., 2004; Zenke y Kim,
2009) y a la elevada conservacion de las proteinas Mx a través de la evolucion
de los vertebrados, éstas han sido empleadas como marcadores para medir la
respuesta de interferdn tipo | inducida por virus ARN de doble cadena en
peces (Lockhart et al., 2007; McBeath et al., 2007), cadenas de ARN de doble
cadena sintéticas como el Poly I:C (Eaton, 1990; Trobridge et al., 1997b;
Nygaard et al., 2000; Jgrgensen et al., 2001; Tafalla et al., 2004; Plant et al.,
2005; Wu y Chi, 2007; Fernandez-Trujillo et al., 2008), LPS o ADN bacteriano
(Acosta et al., 2004) y otros componentes bacterianos (Ortega y Enriquez,

2007).

En el grupo control de las experiencias que se han realizado en el
presente trabajo donde han sido evaluados los inmunoestimulantes a través
del estudio de la expresion del gen de la proteina Mx, se ha obtenido una leve
expresion de este gen, corroborando que éste es constitutivo en el tejido
hepatico, al igual que se describe en el trabajo de Tafalla et al. (2004), donde
clonaron el ADN ciclico de la proteina Mx de dorada y ademas evidenciaron
gue la expresion de dicha proteina era constitutiva en higado, rifidn anterior,
cerebro y bazo. También existen otros trabajos donde se ha demostrado la
expresion constitutiva de Mx en diferentes 6rganos de varias especies de

peces empleando RT-PCR (Lee et al., 2000) o inmunoblot (Jensen et al., 2002).
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En nuestro trabajo se observé en mayor o menor medida un incremento
de la expresion del gen que codifica esta proteina Mx en higado en todos los
grupos inmunoestimulados con Poly I:C, ADN y LPS de Vibrio alginolyticus y
ADN y LPS de Photobacterium damselae subsp. piscicida. Con este dato se
podria asumir la participacion de las proteinas Mx en la respuesta antivirica de
la dorada, como ha sido descrita previamente en numerosas especies como
en la carpa japonesa (Carassius auratus) (Caipang et al., 2003), salmén del
Atlantico (Salmo salar) (Larsen et al., 2004), perca gigante (Lates calcarifer)
(Wu y Chi, 2007) y mero (Epinephelus malabaricus) (Chen et al., 2008),
documentando que la actividad antivirica es virus especifica siendo mayor
frente a Nodavirus que frente a Iridovirus. Esta actividad consiste en impedir
la entrada de las nucleocapides viricas, que sean transportadas al nicleo, que
se ensamblen y que se formen nuevas particulas viricas (Fernandez-Truijillo et

al., 2008).

En las ultimas décadas, el abuso de antibidticos para controlar las
enfermedades de estos animales ha inducido resistencias bacterianas
mediadas por las presiones selectivas por los antibidticos y la presencia de
genes de resistencia (Dixon, 1994; Mazel y Davies, 1999; Skold, 2000; Ekman,
2003; Miranda y Rojas, 2007). Numerosos estudios han mostrado que los
inmunoestimulantes pueden proteger a los peces de patdgenos bacterianos, y
muchas de estas sustancias han sido empleadas para aumentar el crecimiento
y resistencia a patdgenos durante condiciones de estrés en acuicultura
(Kunttu et al., 2009). Los inmunoestimulantes son sustancias capaces de
aumentar la respuesta inmune innata y complementar la vacunacion, lo que

puede ser una herramienta para la prevencion de la enfermedad en los peces
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que se producen en la acuicultura (Djordjevic et al., 2009). Los estimuladores
del sistema inmune incrementan la actividad de los macréfagos (Solem et al.,
1995), incluyendo la fagocitosis, la produccién de radicales libres y oxigeno, la
actividad enzimatica, la produccion de citoquinas (Clem et al., 1985; Zou et al.,
2002), oxido nitrico y la accién bactericida del suero, entre otros. Pueden ser
aplicados facilmente a alevines y pueden ser utilizados para prevenir
determinados brotes de enfermedades previsibles (Kunttu et al., 2009). Aln
no ha sido descrito el desarrollo de resistencia de patdégenos frente a los

inmunoestimulantes.

En el presente trabajo, con el inmunoestimulante Poly I:C, se obtuvo la
maxima expresion del gen Mx a las 12 horas tras la inoculacién (Figuras IX-X),
al igual que sucede en el trabajo de Fernandez-Trujillo et al. (2008), quien
trabajo con el lenguado senegalés y en el trabajo de Zenke y Kim (2009) con el
pez loro japonés, pero difiere con el trabajo de Acosta et al. (2004), quienes
trabajaron con el salmdn del Atlantico y obtuvieron sobre-expresion a los dias
6 y 9 post-inoculacién en funcidn de la temperatura. Lockhart et al. (2004)
encontraron, también en salmdn del Atlantico sobre-expresién a los 2 dias, al
igual que Ellis (2001), y Salinas et al. (2004) la encontraron a los 3 y 7 dias
post-inoculacién, dependiendo también de la temperatura. A las 24 horas se
aprecia la maxima expresion en los trabajos de Plant et al. (2005), en bagre

del canal y Das et al. (2009), también en salmoén del Atlantico.

Ademas, la fuerte induccién del gen Mx que se produjo en nuestras
experiencias con el inmunoestimulante Poly I:C, nos permite confirmar que es

un potente inductor de interferén, como han demostrado numerosos trabajos
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previos (Eaton, 1990; Trobridge et al., 1997b; Jensen y Robertsen, 2000;
Jgrgensen et al., 2001; Lockhart et al., 2004; Plant et al., 2005; Wu y Chi, 2007;

Fernandez-Trujillo et al., 2008).

En nuestro estudio los niveles basales de expresion de este
inmunoestimulante los encontramos a partir del dia 12 tras su inoculaciéon
(Figuras VIII-IX-X), similar a los datos obtenidos en el trabajo de Lockhart et al.
(2004), pero un poco mas duradero que en el trabajo de Salinas et al. (2004)
donde este inmunoestimulante desciende a niveles casi indetectables el dia 9
post-inoculacion. Estas diferencias en el momento que se produce la maxima
induccion y la duracion de la estimulacion del inmunoestimulante Poly I:C
pueden ser debidas a la temperatura a la que se realizan los diferentes
trabajos. Aun asi, podria servir como un buen inmunoestimulante a corto

plazo o para la prevencion de los brotes de enfermedades previsibles.

Con este inmunoestimulante, nosotros no hemos sufrido mortalidad
alguna, al igual que se describe en el trabajo de Tafalla et al. (2004) donde
trabajan también con doradas. A diferencia de otros estudios con la misma
dosis de inmunoestimulante, que sufrieron una mortalidad después de 24
horas (Lockhart et al.,, 2004; Salinas et al., 2004). La disparidad entre los
trabajos es la especie con la que se trabaja, pero ello, el salmén del Atlantico
podria ser una especie susceptible al inmunoestimulante, aunque Acosta et al.
(2004) no encontraron ninguna mortalidad en los peces inoculados
trabajando con la misma especie, con peso/tamafio de peces semejante al de

los dos trabajos anteriores, y con la misma dosis de inmunoestimulante.
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En nuestro estudio se puede observar que la expresidon del gen de la
proteina Mx inducida por la inoculacién de ADN y LPS de Vibrio alginolyticus
en dorada (Figura VIII-IX) es similar a los hallazgos anteriores que muestran la
expresion del gen de la proteina Mx inducida por la vacuna de ADN con un
gen de la glicoproteina virica (administracién de Poly I:C, infecciones por virus
e inoculacién de IRF-1 durante los primeros estadios) (Caipang et al., 2009).
Esto sugiere la posibilidad de emplear ADN y LPS bacteriano como
inmunoestimulantes en la regulacidn de la expresion de algunos genes, como
el de la proteina Mx, para activar la defensa temprana contra la infeccion del
virus, como IPNV (Ortega y Enriquez, 2007), o nodavirus (Chen et al., 2008),
ambos muy frecuentes en acuicultura continental y marina, respectivamente.
También Acosta et al. (2004) demostraron que LPS y ADN de Listonella
anguillarum son capaces de inducir una fuerte respuesta de Mx, no ocurre asi
con LPS de Escherichia coli, que parece que no induce la transcripcion de Mx
en salmon (Salinas et al., 2004). En cambio, endotoxinas procedentes de
Escherichia coli producen un aumento de la produccién de las citoquinas TNF-
o e IL-1B en pez cebra y en dorada, aumentan la proteccion frente a

Photobacterium damselae subsp. piscicida (Swain et al., 2008).

El gen de la proteina Mx todavia se expresa 24 dias después de la
inoculacién en el caso de LPS de Vibrio alginolyticus (Figura 1X), como ocurre
también con IRF-1 (Caipang et al., 2009). El comportamiento de los LPS de
Photobacterium damselae subsp piscicida es similar al del Poly I:C,
presentando la maxima expresion a las 12 h tras su inoculacion (Figura X),
pero dando una respuesta de menor intensidad, y descendiendo a niveles

basales a los 12 dias tras la inoculacién. Sin embargo, la inmunoestimulacién
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con LPS de Vibrio alginolyticus continia al menos 31 dias después de la
inoculacion (Figura IX), como se muestra también en el trabajo de Bergan et
al. (2004), quienes demostraron que la expresion del gen de la proteina Mx
persistié durante al menos 35 dias en el halibut del Atlantico (Hippoglossus
hippoglossus) frente a la infeccién por el virus IPN, lo que sugiere que la
persistencia de Mx es debido a la estabilidad molecular en lugar de la

induccion continua.

Los LPSs de Vibrio alginolyticus son el mejor producto empleado en
estas experiencias como estimulador del sistema inmunoldgico, aunque se
necesitan tres dias para llegar a valores maximos (0,9 en relacién a la B-actina,
Tabla XV-Figura IX), se mantiene a estos niveles seis dias, no alcanzando el
nivel basal hasta los 31 dias post-inoculacion. Teniendo en consideracién
estos datos, este inmunoestimulante podria ser empleado en el caso de
brotes de infecciones previsibles o en caso de sospechas de enfermedad,
puesto que, aunque la maxima accién antivirica de Mx no la obtenemos hasta
el dia 3, a partir de las 24 horas tras su inoculacién, esta accién ya estd en
marcha y su duracion es de casi 24 dias, representando este periodo un
amplio margen de actuacion del sistema inmune frente al patdgeno. Este
inmunoestimulante se puede comparar con el Poly I:C que, aunque alcanza
niveles mayores de expresion, su duracidon es solo de 12 dias, disminuyendo el

tiempo de accién.

En el caso de ADN de Vibrio alginolyticus su intensidad y su tiempo de
accién, de 18 dias, son menores que los de LPS de la misma cepa bacteriana

(Figura IX). En nuestro caso la sobre-regulacién de los niveles de transcripcion
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de Mx con este inmunoestimulante se produce hasta el dia 3, posteriormente
va descendiendo hasta niveles basales. No ocurre lo mismo en el caso de las
vacunas de ADN de virus de la septicemia viral hemorrdgica (VHSV) inoculadas
en ovarios de trucha arcoiris ya que la sobre-regulacién se presenta hasta el
dia 7 post-inoculacidn, coincidiendo con los maximos niveles de IFN. En el
caso de vacunas de ADN del virus de la necrosis pancredtica infecciosa (IPNV)
inoculadas en ovarios de trucha arcoiris solo una isoforma del gen Mx
presenta una fuerte induccién el dia 14 post-inoculacion (Chaves-Pozo et al.,
2010). También el dia 15 post-inoculacion encontramos una expresion
maxima, disminuyendo a niveles basales en el trabajo realizado por De las
Heras et al. (2010) con vacunas de ADN IPNV-VP2. Estos datos siguen
corroborandose en el trabajo de Cuesta et al. (2010), donde la vacuna de IPNV
presenta sobre-regulacion en rifidén anterior los dias 2 y 7 post-vacunacion y
en el bazo al dia 2 post-vacunacidn. Por otro lado, en este mismo trabajo, una
vacuna de ADN frente a VHSV provoca la maxima expresion del gen Mx en el
musculo, rifidn anterior y bazo los dias 7 y 14 post-vacunacion. En otro trabajo
de De las Heras et al. (2009), vacunaron trucha marron (Salmo trutta) con
ADN IPNV VP2 y obtuvieron una sobre-regulacién de Mx en higado los dias 2 y
7 en peces de 2 g, mientras que en rifién anterior de peces de 7,5 g
obtuvieron la maxima expresién el dia 15 post-vacunacion. Los perfiles de
expresion son similares a los descritos para Poly I:C en peces infectados con
IPNV, donde el incremento de la expresion del gen Mx comienza a las 24 h
(Rodriguez Saint-Jean y Pérez-Prieto, 2007). Con todo esto podemos observar
gue en la vacunacién con ADN la intensidad y duracion de la expresion del gen

de la proteina Mx depende del tejido donde se evallue y el tamafio del pez,
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ademads de la especie con la que se trabaje. En este mismo ambito, otro
ejemplo se ve representado en la Figura X de nuestro estudio, donde el ADN
de Photobacterium damselae subsp. pisicida presenta su maxima expresion a
las 24 horas tras su inoculacion, siendo ya elevada su intensidad desde las 12
horas y presentando una pequefia meseta de 12 horas. Desciende a niveles
basales transcurridos 18 dias, por lo que éste tampoco tendria un mal efecto
como inmunoestimulante, puesto que la intensidad es alta y su durabilidad

puede dar la posibilidad de actuar contra el patégeno.

El inmunoestimulante menos efectivo probado en este trabajo es el LPS
de Photobacterium damselae subsp. piscicida (Figura X), cuya intensidad es la
mas baja de los cinco inmunoestimulantes probados y su durabilidad es
también la menor de todas, puesto que desciende a niveles basales el noveno
dia tras su inoculacién. Esta diferencia con respecto al Vibrio alginolyticus
podria ser debida a que ambas paredes celulares difieran en su composicién,

pero en la actualidad no hay ningun estudio que corrobore esta hipotesis.

Al comienzo de este trabajo, en la primera experiencia que se realizé,
que se trabajaba con la cepa 521 de Vibrio alginolyticus, se produjo una
infeccion natural leve del Iridovirus linfocistis en los peces, probablemente
entre los dias 9 y 12 post-inoculacion de los diferentes inmunoestimulantes.
Gracias a esta infeccién pudimos observar la respuesta a nivel de expresion
del gen de la proteina Mx de los diferentes grupos de peces y la enorme
sensibilidad del sistema interferdn para responder produciendo esta proteina
ante una infeccion virica. Apreciamos que en el grupo de los peces inoculados

con ADN de Vibrio alginolyticus la respuesta a este patdgeno es muy baja,
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rozando los niveles basales, casi la misma que se produce en el grupo control,
en cambio, los grupos de peces inoculados con los inmunoestimulantes Poly
I:Cy LPS de Vibrio alginolyticus se produce una respuesta antivirica del gen de
la proteina Mx al dia 31 de nuestra experiencia. Probablemente este retraso
en la respuesta se produzca porque la carga inicial del virus era muy bajay a
medida que fueron pasando los dias se fue replicando en el hospedador,
activdndose asi la respuesta del sistema interferén de los peces, o bien han
podido ocurrir reinfecciones del virus en los animales experimentales
considerando las limitaciones estructurales del disefio de la nave.
Aprovechando este incidente se podria hacer un estudio de cémo protege
nuestro inmunoestimulante, LPS de Vibrio alginolyticus, a la dorada frente a
este patégeno, que aunque no le produce elevadas mortalidades si puede
favorecer la accién de otros patdégenos que si provocan grandes pérdidas
econdmicas en la acuicultura, como pueden ser Photobacterium damselae

subsp. pisicida o ciertos parasitos.

Con el fin de estudiar si las consecuencias de la infeccidén experimental
de dorada frente a otro desafio virico, en este caso frente a Nodavirus,
podrian verse influenciadas por la inmunoestimulacién previa con LPS de
Vibrio alginolyticus, se inoculd a los peces el inmunoestimulante y se compard

en cada caso la expresioén de la proteina inducida Mx.

La encefalopatia y retinopatia virico (VER) o necrosis nerviosa virica
(VNN), es una enfermedad emergente causada por un Betanodavirus,
miembro de la Familia Nodaviridae (Delsert et al., 1997; Tang et al., 2002),

gue provocan elevadas mortalidades en peces marinos infectados, sobretodo
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en el estadio larvario y juvenil debido a un proceso degenerativo en cerebro,
retina y médula espinal. Nodavirus es un importante patdégeno para varias
especies de peces marinos cuya incidencia ha aumentado en los Ultimos afios
por su supervivencia bajo condiciones extremas ambientales (Frerichs et al.,
2000). A pesar de que muchas especies estan siendo afectadas por esta
enfermedad, incluyendo la dorada, a nivel experimental, y lubina (especies
importantes en la acuicultura marina espafiola) la patogénesis y la respuesta

inmune frente a la nodavirosis no esta bien caracterizada.

Inicialmente, la dorada habia sido catalogada como un portador
asintomatico de la encefalopatia y retinopatia virico (Castric et al., 2001). Sin
embargo, Aranguren et al. (2002) demostraron que la dorada podia ser
experimentalmente susceptible a Nodavirus, dependiendo de la temperatura
y la ruta de infeccidn. Ademas, la dorada es a menudo cultivada junto con la
lubina y otras especies susceptibles, lo que incrementa la posibilidad de

infeccidn cruzada.

En el trabajo realizado por Poisa-Beiro et al. (2008) se observa una
sobre-expresidon de la proteina Mx en cerebro de dorada con respecto al
observado en lubina pudiendo estar relacionado con la eficacia para hacer
frente a la infeccidn vy, asi, podria explicar porqué la dorada se comporta como

portadora “asintomatica” en esta enfermedad.

El origen de esta enfermedad podrian ser las poblaciones salvajes de
peces en estado natural de las que se obtienen los reproductores a partir de
los que se inicia el cultivo, ya que se ha detectado el agente patdgeno en

peces procedentes de la pesca (Barker et al., 2002).
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Los riesgos de infeccidon reciproca entre peces salvajes y cultivados
dependen de los mecanismos de transmision. Se ha demostrado
experimentalmente la transmisién horizontal de VNN (Glazebrook et al., 1990;
Mori et al., 1991; Arimoto et al., 1993; Nguyen et al., 1994; Thiery et al., 1997;
Athanassopoulou et al., 2004; Korsnes et al., 2005) y la transmisién vertical
(Breuil et al., 1991; Arimoto et al., 1992; Mushiake et al., 1994; Nishizawa et
al., 1996).

Numerosos estudios exponen la posibilidad de inhibir la transmision
vertical y horizontal de NNV con varias sustancias quimicas, vacunas,
detectores en reproductores y esterilizacidn con ozono de agua y huevos
(Wang et al., 2010b). Sin embargo, la mayoria de los tratamientos antiviricos
disponibles producen resistencias de estos agentes, que se complican con
otras infecciones secundarias, recurrencia y el fendmeno de latencia virica. En
el presente, existen numerosos tipos de vacunas experimentales frente a NNV
las cuales se han desarrollado incluyendo proteinas recombinantes, péptidos
sintéticos, virus inactivados, vacunas de ADN y particulas que simulan el virus.
Estas vacunas han sido administradas via intramuscular, intraperitoneal o por
bafio (Wang et al., 2010a). Sin embargo, en la mayoria de los casos es dificil
vacunar cuando se trata con juveniles y larvas debido a que esta enfermedad
normalmente aparece en esos primeros estadios. Por ello es importante

desarrollar tratamientos de prevencidn.

Todo esto nos hizo plantearnos la posibilidad de probar frente a esta
infeccion el inmunoestimulante de nuestro estudio que ofrecia mejores

resultados experimentales, frente a Nodavirus en dorada, a pesar de que esta
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especie en Canarias se podria comportar como portadora, puesto que las
temperaturas del agua no son lo suficientemente elevadas como para que sea
susceptible a este patégeno, 26 + 1°C (Aranguren et al., 2002), si convive en
los mismos recintos acuicolas que la lubina, que si estd considerada una
especie muy susceptible a este patégeno (Scapigliati et al., 2010), pudiendo

producirse una infeccion cruzada.

En nuestro trabajo no se produjo ninguna mortalidad, no asi ocurrié en
el trabajo de Montes et al. (2010) con el rodaballo, que obtuvieron
mortalidades a partir del séptimo dia, o en el trabajo de Aranguren et al.
(2002), aunque la via de administracién del patégeno fuese la misma que se
empled en nuestro trabajo, la via intrmuscular. Esta diferencia puede ser
debida principalmente a la temperatura del agua, puesto que Aranguren et al.
mantuvieron sus peces a 26°C, y en nuestra experiencia la temperatura del
agua fue de 22°C, no siendo ésta propicia para el desarrollo de la enfermedad,
pero comun en nuestras aguas canarias (oscilando entre 19 °Cy 23 °Ca lo
largo del afio 2010 en la Isla de Gran Canaria). EI motivo de porqué no
empleamos calentadores de agua para simular una temperatura propicia para
el desarrollo de esta enfermedad en esta especie, fue el de introducir minimas
modificaciones que simularan el ambiente en el que se encuentra la dorada
en aguas canarias y ademas, habria que probar antes cémo actua el
inmunoestimulante en esta especie a otras temperaturas, puesto que, quizas,

podria variar su intensidad o duracién.
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Asimismo, nuestras doradas eran de un tamafio mayor, 8 g, que con las
gue experimentaron Aranguren et al. (2002) en su trabajo, 0,7 g,2gy 4 g. Por
ello, el desarrollo del sistema inmune de las doradas de nuestra experiencia

€ra mayor.

En este trabajo se puede observar que el grupo de peces inoculados
inicialmente con el inmunoestimulante LPS de Vibrio alginolyticus presenta a
las 24 h postinoculacion una titulacién casi tres veces menor que el grupo
inoculado solamente con Nodavirus (Figura Xlll), quedando asi demostrada la
capacidad que tiene este inmunoestimulante de inhibir el crecimiento de este
patdgeno por la activacion del sistema interferdn y la expresion del gen de la
proteina antivirica Mx, que interfiere con la replicacion del patégeno
Nodavirus. Como ocurre, por ejemplo, en el trabajo de Lin et al. (2006), donde
existe una titulacion menor en las células que han sido estimuladas con genes
recombinantes de Mx, que las que han sido infectadas Unicamente con

Nodavirus.

A medida que avanza la infeccidn, la titulacién virica es mayor, tanto en
nuestro trabajo, como en trabajos anteriores (Trobridge et al., 1997a; Caipang
et al., 2003; Lin et al., 2006), la proteccidon antivirica de las proteinas Mx

disminuye.

En nuestro trabajo se puede observar cdmo existe mayor expresion del
gen Mx en el grupo inoculado inicialmente con el inmunoestimulante LPS de
Vibrio alginolyticus (Figura XV), que justifica una titulacion del virus menor. A
los 13 dias post-inoculacion del inmunoestimulante, que corresponden con el

tercer dia post-infeccion con el patégeno, se encuentra la maxima expresion,
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viéndose retrasada esta maxima respuesta con respecto a los peces
inoculados Unicamente con el inmunoestimulante, como se puede comprobar
en la Figura IX. Este efecto se puede observar también en los trabajos
elaborados por Purcell et al. (2004), con la trucha arcoiris e IHNV, Plant et al.
(2005), con el bagre del canal y Herpesvirus, Lockhart et al. (2007), con el
salmén del Atlantico e IPNV, y Fernandez-Trujillo et al. (2008), con el lenguado
y Aquabirnavirus. Al finalizar esta experiencia el dia 23 post-inoculacién del
inmunoestimulante, dia 17 post-infeccién de Nodavirus, el grupo de peces
gue fue inoculado con el inmunoestimulante presenta aun niveles altos de
expresion del gen Mx, pudiendo ser debido al efecto combinado de Ia

infeccion virica y los efectos inmunoestimulantes del LPS.

La expresion del gen Mx en higado del grupo inoculado Unicamente con
Nodavirus se ve fuertemente aumentada el dia 9 post-inoculacion del
inmunoestimulante, dia 3 post-infecciéon con el patégeno. Sin embargo, la
expresion de Mx en cerebro es maxima a los 7 dias post-infeccién en el
trabajo de Montes et al. (2010). Con esto podemos asegurar que Nodavirus
induce la expresion del gen de la proteina Mx, como ocurre en el trabajo de
Poisa-Beiro et al. (2008). La participacion de Mx y el sistema interferén ha sido
recientemente documentada en peces infectados con Nodavirus (Montes et

al., 2010).

La expresion del gen de la proteina Mx también es inducida por otros
virus, como el virus que provoca la enfermedad de Necrosis Pancreatica
Infecciosa (IPNV) y el virus que provoca la Anemia Infecciosa de Salmdn (ISAV)

en salmon del Atlantico, el virus que provoca la Necrosis Hematopoyética
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Infecciosa (IHNV) en trucha de arcoiris, el virus del bagre del canal (CCV) y el
IPNV en halibut del Atlantico, son capaces de inducir la expresiéon de Mx

(Jensen y Robertsen, 2000).

Con estos resultados podemos concluir que la dorada puede ser una
especie portadora de nodavirus, como sugiere Castric et al. (2001), pudiendo

ser un transmisor de la enfermedad a la lubina u otras especies susceptibles.

Los LPSs de Vibrio alginolyticus pueden ser buenos candidatos para
prevenir esta enfermedad en acuicultura, aunque para ello habria que realizar
mas estudios sobre cdmo interactian el inmunoestimulante y el hospedador,
variando también las condiciones naturales de temperatura y oxigeno, entre

otras.

También seria interesante hacer este mismo estudio en lubina, puesto
gue normalmente comparten recinto en las empresas de acuicultura, probar
otras vias de administracion, puesto que la via de administracién de los
inmunoestimulantes es importante ya que la intensidad de la respuesta de los
pardmetros inmunes puede verse afectada (Kunttu et al., 2009), y otras tallas
de peces. Si con la administracion oral pudiera funcionar Ia
inmunoestimulacién seria un método mas econdmico de administracién y a
nivel del pez, como se ha sugerido que la piel y el epitelio intestinal pueden
ser los lugares donde se produce la primera replicacién virica (Aranguren et
al., 2002), pudiendo producirse la infeccién a través del epitelio intestinal y
branquial. Asi seria interesante estudiar cémo responden dichas células

intestinales frente a Nodavirus sin estimular e inmunoestimuladas.
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Ademds, como numerosos estudios han demostrado que los
inmunoestimulantes pueden proteger a los peces frente a patdgenos
bacterianos, y han sido empleados un amplio rango de inmunoestimulantes
en acuicultura para mejorar el crecimiento y resistencia frente a patogenos
durante condiciones estresante en las granjas (Kunttu et al., 2009), otro
estudio que se podria hacer con este inmunoestimulante (LPS de Vibrio
alginolyticus) es valorar el comportamiento de la especie dorada
inmunoestimulada frente a patégenos, como Vibrio alginolyticus vy

Photobacterium damselae subsp. piscicida.
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Conclusiones

Los productos ADN y LPS obtenidos a partir de Vibrio alginolyticus y
Photobacterium damselae subsp. piscicida al ser suministrados a la
dorada ejercen un claro efecto inmunoestimulante sobre la expresidon

del gen Mx.

El LPS de Vibrio alginolyticus es mejor estimulador del sistema
inmunoldgico en la induccion del gen Mx que el ADN de Vibrio
alginolyticus y el LPS de Photobacterium damselae subsp. piscicida, ya

gue presenta una respuesta de fuerte intensidad y larga duracion.

El ADN de Photobacterium damselae subsp. piscicida también podria
ser empleado como inmunoestimulante, puesto que su intensidad es
alta y su durabilidad puede dar posibilidad a la accién contra un

patégeno.

Nodavirus induce fuertemente la expresion del gen que codifica la

proteina Mx.

El inmunoestimulante LPS de Vibrio alginolyticus aplicado en la dorada
disminuye casi tres veces la titulacién virica con respecto a los peces

no inmunoestimulados e infectados con Nodavirus.
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Conclusions

Products obtained from Vibrio alginolyticus and Photobacterium
damselae subsp. piscicida supplied to the gilthead sea bream produce a

clear effect on the immunostimulatory Mx gene expression.

LPS of Vibrio alginolyticus is better stimulator of the immune system than
Vibrio alginolyticus DNA and LPS of Photobacterium damselae subsp.
piscicida because it shows a strong response in intensity and length of Mx

gene induction.

DNA of Photobacterium damselae subsp. piscicida could also be used as
an immunostimulant, since its high intensity durability make possible to

act against pathogen.

Nodavirus strongly induces Mx gene expression.

The immunostimulant LPS of Vibrio alginolyticus decreased almost three
times the virus titration with respect to no-immunized or infected with

Nodavirus group of fish.
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Anexo |.- Medios y Soluciones empleados

Medios de cultivo:

v Caldo Infusién Cerebro Corazén (BHIB)

Composicion (por litro):

Preparacion:

Infusién de cerebro de ternera 7,5g

Infusién de corazén de res 10g
Dextrosa 2g
Peptona de gelatina 10g
Fosfato disddico (Na,HPQ,) 2,5g
Cloruro sddico (NaCl) 5g

pH final: 7,4 £ 0,2

Anexos

Suspender 37 g en 1 | de agua destilada, calentar y agitar hasta disolucién

completa. Esterilizar a 121°C durante 15-20 minutos. Agitar el medio antes de servir.

Dejar enfriar hasta 45°C y distribuir en placas de petri estériles con 20 ml en cada

una.
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Soluciones:

v' Tampon fosfato salino (PBS)

Composicion (por litro):

Dihidrogenofosfato potasico (KH,PO,) (1,4 mM) 0,24 g

Cloruro potasico (KCl) (2,7 mM) 02g

Fosfato disddico (Na,HPO,) (0,01 M) 1l,44¢g

Cloruro sddico (NacCl) (0,137 M) 8¢g
Preparacion:

Mezclar todos los ingredientes en 1 | de agua destilada, agitar bien hasta que

estén todos disueltos. Esterilizar a 121°C durante 30 minutos.

v' Agua DEPC

Composicion (por 100 ml):

Dietilpirocarbonato (C¢H100s) 0,1 ml

Preparacion:

Mezclar el ingrediente en 100 ml de agua destilada, agitar toda la noche a

temperatura ambiente y en oscuridad. Esterilizar a 121°C durante 30 minutos.



Anexos

v TBE 10X

Composicion (por litro):

Trisbase (0,89 M) 108 g
Acido bérico (H3BO;) 55g
Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) (CioH16N,0s) (0,02 M) 8,3 g

pH=8,3

Preparacion:

Mezclar todos los ingredientes en 1 | de agua destilada estéril, agitar bien

hasta que estén todos disueltos.
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Anexo ll.- Direcciones de laboratorios y casas comerciales

nombradas

Bioline
Biorad
Bioron

Invitrogen

Lonza

Oxoid

Panreac Quimica, S.A.

Promega

Pronadisa

Roche

Sigma

Skretting

USB Corporation
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Ecogen, Madrid, Espaiia.
Bio-rad Laboratories, S.A., Alcobendas, Madrid, Espana.
Bioron GmbH, Ludwigshafen, Alemania.

Invitrogen, S.A., Parque Mas Blau, Prat de Llobregat,
Barcelona Espania.

Lonza Group Ltd, Basel, Switzerland
Oxoid S.A., Madrid, Espafia.

Panreac Quimica S.A.U., Poligono Pla de la Bruguera,
Castellar del Valles, Barcelona, Espaiia.

Promega Biotech Ibérica S.L., Alcobendas, Madrid,
Espafia.

Laboratorios Conda, Torrejon de Ardoz, Madrid, Espaia.

Roche Diagnostics S.L., San Cugat del Vallés, Barcelona,
Espafia.

Sigma-Aldrich Quimica, S.A., Tres Cantos, Madrid,
Espafia.

Skretting Espafia S.A., Cojébar, Burgos, Espaia.

High Wycombe, UK.
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Cells infected with a virus are stimulated to produce and secrete
IFNs, which in turn induce a complex pattern of physiological
changes. The IFNs provide vertebrates with a first line of defence
against viral infection. Fish are known to produce molecules with
IFN activity as measured by a cell protection test [1]. The induction
of IFN-I includes dsRNA virus infection, LPS and some bacterial
components [2].

Mx proteins interfere with virus replication by inhibiting viral
polymerases in the nucleus and hinding viral components in the
cytoplasm [3]. Mx genes have been cloned and characterised from
several other mammals, birds and fish species [4], such as rainbow
trout, Atlantic salmen, Atlantic halibut, Japanese flounder, puffer-
fish, sea bream [5] and Senegalese sole [G].

Production of IFN-like activity and Mx genefprotein expression
in fish has been demonstrated in cells, organs and serum from
several fish species [7].

Viral dsRNA and synthetic dsRNA polyinosinic: polycytidylic
acid (poly I:C) are very potent inducers of IFN. Most viruses produce
dsRNA at some time in their replication, and it seems that animals
have evolved the ability to recognise and respond to these mole-
cules by this innate mechanism [7]. TFN-like activity can also be
stimulated by other factors such as bacterial lipopolysaccharide
(LPS), bacterial DNA and inactivated vaccines against bacteria [8].

* Corresponding author. Tel.: +34 928 45 97 29.
E-mail address: facosta@dpat.ulpgc.es (F. Acosta).

1050-4648/$ — see front matter @ 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi: 10.1016/.f51. 201104016

LPS is a cell wall component of Gram-negative bacteria. In vitro,
LPS stimulates phagocytosis and the production of superoxide
anions in Atlantic salmon macrophages, the production of the
macrophage-activating factor in goldfish lymphocytes, the produc-
tion of interleukin I-like molecules in catfish monocytes [9] and
elicits the expression of cytokines such as tumour necrosis factor
(TNF-2) in rainbow trout [ 10] and Atlantic salmon [11]. The ability of
LPS to induce Mx responses has been demonstrated in fish [12].

The aim of this work was to compare the response of Mx
expression induced with poly I:C, purified Vibrio alginolyticus LPS
and DNA along over 31 days.

The bacteria, V. alginolyticus 521, was provided by the Spanish
Type Culture Collection and was cultured in Brain Heart Infusion
Broth (BHIB) supplemented with 1% NaCl at 25 °C for 24 h.

For DNA extraction, the Wizard Genomic DNA purification kit
(Promega) was used according to the manufacturer's instruction.
The DNA was diluted in PBS 1 mg mI~! and stored at —20 °C.

Bacterial LPS was isolated using a modification of the protocol
previously described by Wesphal et al. [13]. To remove the nucleic
acids, the lyophilised product was dissolved in sterile distilled water
and mixed with 1 ml RNase (USB Corporartion) per 10 ml of water to
3%. It was then incubated at 37 °C for 1 h and centrifuged at
105,000 x g for 4 h. The supernatant was removed and resuspend in
1 ml of sterile distilled water. The suspension was then freeze-dried.
Then, when inoculated the LPS, was dissolved in PBS at 1 mgml~",

Gilthead sea bream (Sparus aurata L.), with 36 g of mean weight,
were obtained from a commercial fish farm (ADSA S.A., Gran
Canaria, Spain). Fish were acclimatised to laboratory conditions and
fed daily ad libitum with a commercial diet (SKRETTING). Then, fish
were anaesthetised with 2-phenoxyethanol {Panreac). A control
group of 50 fish were injected intra-peritoneally (i.p.} with 100 ul of
PBS and the treated group (n = 50) were injected with 100 pl
(500 pg) of poly I:C (Sigma), with 100 ul (100 pg) of the bacterial
DNA or 100 ul {100 pg) of the bacterial LPS.

Fish were euthanised in an anaesthetic bath at 0,12, 24 and 72 h,
and 3,6, 9,12, 18, 24 and 31 days post-inoculation, remeving about
50 mg of the liver tissue from each individual, which was imme-
diately preserved in 500 pl RNA-later (Sigma).

RNA extraction of these samples was performed following the
protocol of Chomczynski [14]. The RNA was eluted in 75 pl RNase-
free dHy0. RNA was reverse transcribed to cDNS using the iScript
Reverse Transcription Reagent kit (Bio-Rad) as follows: 2 pl of
total RNA (approx. 10 pg), 5 ul of buffer reaction 5x and 12 pl of
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RNase-free dH,0, heated the mixture to 70 °C for 10 min and chilled
on ice. Then, were added 1 ul of enzyme reverse transcriptase (200
U pl—') and 5 pl of RNase-free dH,0. This was subsequently incu-
bated at 25 =C for 10 min, 50 min at 42 °C and 15 min at 70 °C, with
the cycle ending at 4 °C or ice.

Specific primers were used for the amplification of the Mx
gene (forward, 5'-AATCAGCTTGCTGGTTGTT-3'; reverse, 5'-TCTGTAT-
GAATCCGTGCTA-3') and as a control g-actin was used (forward,
5-GGGATGGGCCAGAAAGACA-3'; reverse, 5'-CCAGAGGCGTATAGGGA
CAACA-3'). These specific primers were used to amplify fragments of
435 and 302 bp of the Mx and §-actin, respectively. cDNA (1.5 ul) was
added to the following mix: 2.5 pl of buffer reaction 10x (Bioline),
0.5 ul dNTP master mix (2.5 mM of each base, Bioron), 0.75 ul MgCly
(50 mM, Bioline}, 1 1l 10 uM of each primer and 0.125 (5 U pl—") of Taq
polymerase (Biotaq, Bioline). The final volume was adjusted to 25 ul by
adding RNase-free dH,0. The cycling protocols used for g-actin were
as follows: 95 =C for 4 minand 30s, 30 cycles of 95°Cfor 305,58 °C for
30 s, 70 °C for 30 s, followed by 70 °C for 10 min. The cycling protocols
used for Mx were 95 =C for 4 min and 30 s, 35 cycles of 95 °C for 30 s,
54 °C for 30 5, 70 °C for 30 s, and finally 70 °C for 10 min.

PCR products for each sample were run on a 2% agarose gel and
visualised by staining with ethidium bromide (0.5 pg ml™!}. To
counteract the variation in RNA quality and reverse transcription
efficiency between samples, the intensity of the PCR product was
quantified by the software Quantity One™ (Bio-Rad ).

Differences in gene expression data between the control group
and the other groups were analysed by one-way analysis of vari-
ance (ANOVA) followed by Duncan’s test. The significance level was
set at p < 0.05. All the statistical analyses were performed using
Statgraphics Centurion XV.

Fish are exposed to a wide variety of pathogens. Among these
pathogens, viruses pose a serious threat because they infect fish in
almost all of their stages. Recent studies in fish have shown that
IFNs and an IFN-inducible gene, Mx, exert potent antiviral activity,
indicating a close similarity between teleost and mammalian IFN
signaling pathways [15].

PBS-injected fish showed a slight Mx mRNA expression, which is
similar to that shown by some non-treated fish on day 0 (Fig. 1). So
these levels are considered a constitutive expression, within mean
Mx:f-a = 0.27, the average being 0.15.

In this study was used poly I:C, which has been extensively
shown to induce in vitro and in vivo antiviral activities in fish
[12,16—20] via the stimulation of IFN, LPS and DNA following
previous results [12] but using V. alginelyticus, a common bacterium
in the marine waters of the Canary Islands, where this study was
carried out.

--PBS
-#-POLY I:.C
DNA

mx/b-a ratio

-
]

0Oh 12h 1d 3d 6d 9d 12d 18d 24d 31d

Sampling time

Fig. 1. Analysis of the levels of Mx expression in liver of PBS, poly I:C, Vibrio algino-
fyticus DNA and LPS injected gilthead sea bream sampled. Data represent Mx expres-
sion relative to f-actin as mean + SE (1 = 4). Letters denotes significant differences
(p < 0.05).
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In this work, the three products used triggered the IFN system, as
observed in the three inductions of the Mx gene. Poly I:C results are
in agreement with those obtained from numerous works, where it
was defined as a potent inducer of IFN. The results show that the
maximum value is at 12 h post-inoculation (mean Mx:f-a = 1.19)
(Fig. 1). This agrees with the results obtained with Senegalese sole
[20], but not with those showed for Atlantic salmon [12], where
a peak was obtained at 6 d and 9 d post-inoculation depending on
the temperature. Other authors found a peak at 2d [19], and at 24 h
|21]. Therefore, it could serve as a good immunostimulant at very
short notice or for treating predictable disease outbreaks. With this
product, we suffered no mortality unlike other studies where the
same amount of immunestimulant was used, suffered mortality
after 24 h [19]. Furthermore, after 18 days it reached a basal level
{mean Mx:f3-a = 0.14), taking a broad scope for action.

Mx expression induced by the injection of V. alginolyticus DNA
and LPS was similar to previous findings showing that Mx
expression was induced by DNA vaccination with a viral glycopro-
tein gene, poly I:C administration, virus infections and an injection
of IRF-1 during the early stages, i.e., 1—7 days post-vaccination [15].
This suggests the possibility of using bacterial DNA and LPS in
regulating the expression of some genes such as Mx to mount an
early defence against virus infection, such as IPNV [2] or nodavirus
infection [22], both very frequent in continental and marine
Mediterranean aquaculture.

The fish inoculated with bacterial DNA showed the highest
expression on day 3 (mean Mx:f-a = 0.89) (Fig. 1} after inoculation,
decreasing to a basal level by day 24 (mean Mx:[-a = 0.23). These
data agree with previous results on Mx still being expressed,
although weakly, at 25 days after injection with IRF-1 [15].
However, immunostimulation with LPS showed a slight plateau
between days 3 (mean Mx:f-a = 0.9) and 9 (Fig. 1}, this being the
last day that showed a slightly higher expression (mean
Mx:f-a=0.97). The Mx mRNA expression decreased to a basal level
by day 31 (mean Mx:f}-a = 0.25), as previous authors reported [23],
who showed that Mx expression persisted for at least 35 days in
Atlantic halibut (Hippoglossus hippoglossus) upon infection with
IPNV, suggesting that the persistence of Mx is because of molecular
stability rather than continuous induction.

V. alginolyticus LPS is the best product used in this work as
a stimulator of the immune system, although it takes three days to
reach maximum values (0.9), remains at these levels six days and
does not reach basal levels until the 31 days post-inoculation.

In conclusion, on the basis of Mx expression in gilthead sea
bream, the best results have been obtained with V. alginolyticus LPS
and poly I:C, but further work is needed to see how stimulated fish
react to viral infection.
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