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2- RESULTADOS TECNICOS DEL PLAN NACIONAL

2.1 OBJETIVOS:
OBJETIVO GENERAL :
Encontrar nuevas vias para el tratamiento de infecciones sistémicas en
acuicultura, particularmente frente a tres importantes bacteriosis que

afectan a salmonidos tanto de cultivo como de poblaciones salvajes

OBJETIVOS PARCIALES :

1. Caracterizar molecularmente los agentes causales de los brotes de
forunculosis, sindrome del alevin y lactococosis registrados en los Ultimos afios
y que se podrian registrar a lo largo del desarrollo del proyecto, con el fin de

profundizar en la relacion filogenético a nivel intraespecie.

1.1. Obtener un banco de cepas de las tres bacterias bajo estudio a partir de
distintas especies de salménidos (Salmo salar, Oncorhynchus mykiss y
Salmo trutta) en las comunidades autonomas implicadas en el proyecto:

Aragon, Asturias, La Rioja y Navarra, tanto en piscifactorias como en rios.

1.2. Tipificacion fenotipica y genotipica de las cepas aisladas. Entre las
Ultimas se aplicardn: amplificacion de secuencias de ADN aleatorias
(RAPD), macrorestriccion genomica y electroforesis en campo pulsante
(PFGE) y perfil de genes de virulencia (genes-V) y genes de resistencia a

antimicrobianos (genes-R)

2. Seleccionar bacterias de la flora enddgena en salménidos por sus
propiedades antibacterianas para reducir las mortalidades producidas por

infecciones bacterianas sistémicas.
2.1. Identificar la flora endégena de salmonidos en condiciones naturales.

2.2. Evaluar el antagonismo in vitro de la microflora de los peces con cepas
patégenas de A. salmonicida, Fl. psycrophilum y L. garvieae.

2.3. Evaluar adhesion in vitro de las cepas seleccionadas en el mucus y

resistencia a bilis de los peces.
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2.4. Evaluar el efecto in vivo de las cepas seleccionadas en los peces,
observando la supervivencia, crecimiento, colonizacion,

inmunoestimulacion y lesiones histopatoldgicas.

2.5. Tipificacién genética de las cepas bacterianas probidticas seleccionadas.

3. Evaluacién in vivo las cepas probiéticas seleccionados frente a los tipos o

grupos de bacterias patdgenas caracterizadas por técnicas moleculares

3.1. Evaluar el efecto in vivo de las cepas seleccionadas al desafiarlas con
cepas patogenas de A. salmonicida, Fl. psycrophilum y L. garvieae en los

salmonidos, observando supervivencia y colonizacion.

2.1. OBJETIVOS INICIALES:LINEA 1
» Caracterizar molecularmente los agentes causales de los brotes de
forunculosis, sindrome del alevin y lactococosis registrados
anteriormente y durante la realizacion del proyecto, con el fin de

profundizar en el conocimiento de la relacion filogenética intraespecie.

- Obtener un banco de cepas de las tres bacterias bajo estudio a
partir de distintas especies de salmoénidos (Salmo salar,
Oncorhynchus mykiss y Salmo trutta) en las comunidades
auténomas implicadas en el proyecto: Aragon, Asturias, La Rioja y

Navarra, tanto en piscifactorias como en rios.

» Tipificacion genética de cepas probidticas seleccionadas.

* Evaluar el efecto in vivo de las cepas seleccionadas al desafiarlas con
cepas patdgenas de A. salmonicida, Fl. psycrophilum y L. garvieae en

los salmoénidos, observando supervivencia y colonizacion.

e Evaluaciébn in vivo de cepas probidticas frente a las bacterias

caracterizadas molecularmente.
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2.1.2.- OBJETIVOS REALIZADOS LINEA 1
» Puesta a punto de la metodologia para caracterizar mediante
amplificacion de secuencias aleatorias (RAPD: random amplified

polymorphic DNA) las especies a estudiar en el proyecto.

e Puesta a punto de la metodologia para caracterizar mediante
macrorrestriccion de ADN (PFGE: pulsed field gel electrophoresis) las

especies a estudiar en este proyecto.

» Caracterizacion molecular mediante RAPD y PFGE, de las cepas de A.
salmonicida, L. garvieae y F. psychrophilum, aisladas a partir de brotes
infecciosos ocurridos durante el periodo de estudio, en las CCAA

participantes y en otras adyacentes.

* Puesta a punto de la metodologia para caracterizar mediante PFGE las

cepas probidticas seleccionadas.

2.3. METODOLOGIA LINEA 1

2.3.1. Linea 1: Recoleccibn, caracterizacién molecular y epidemiologia de
las especies bacterianas implicadas en los brotes de forunculosis,

sindrome de alevin y lactococosis en salmonidos

2.3.1.1. Actividad: Obtencion de cepas bacterianas para su estudio y

establecimiento de un cepario

Para la obtencion de las cepas de las tres bacterias en estudio (A. salmonicida,

L. garvieae y F. psychrophilum), se utilizaron los métodos siguientes:

» Colecciones de cepas recogidas en afos anteriores de brotes en rios y
piscifactorias que se mantienen en los ceparios del laboratorio de
Acuicultura de la Universidad de Zaragoza, del Departamento de

Ictiopatologia del SERIDA (Asturias) y del Laboratorio de Sanidad Animal de
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la Comunidad Auténoma de Castilla y Leodn, del Departamento de
Diagnostico de Enfermedades de Peces de BioMar y del Servicio de

Diagndstico de Skretting SA.

* A partir de brotes infecciosos que han ocurrido en las piscifactorias situadas
en las zonas objeto de estudio en colaboracion de las ADS (Agrupacion de
Defensa Sanitaria) de Asturias, Aragon, La Rioja y Navarra.

» Cepas de referencia, de otras regiones y de distintos origenes para cada
una de las especies.

e Cepas de otras especies taxonomicamente y/o ecolégicamente
relacionadas (Flavobacterium sp., Aeromonas sp., Lactococcus sp.,

Streptococcus sp., etc).

El procesado de las muestras, y el aislamiento del correspondiente
patogeno a partir de tejidos de peces enfermos, se realizd segun la
metodologia descrita en del Cerro y cols. (2002a). La confirmacion de las
colonias crecidas en los medios de cultivo y condiciones de incubacion
correspondientes para cada especie, se realizd0 mediante PCR segun la
metodologia descrita en del Cerro y cols. 2002. Las cepas confirmadas se
conservaron mediante resiembra periddica en placa y conservacion en 15 %

glicerol y Crioteca® skim milk a -80 °C.

2.3.1.2. Actividad: Caracterizacion de las cepas de F. psychrophilum, A.
salmonicida y L. garvieae.

e Caracterizacion fenotipica mediante perfil de resistencias a
antimicrobianos de uso en acuicultura, utilizando el método de
macrodilucion en medio liquido (Muller-Hinton diluido) descrito por
Alderman y Smith (2001).

o Caracterizacion mediante analisis de polimorfismos en el ADN
cromosomico:

- Polimorfismos del ADN total mediante analisis de restriccion y
electroforesis en campo pulsante (PFGE) segun metodologias

descritas en la literatura para las especies A. salmonicida (Garcia y

IF_AC.CONTINENTAL 2005-2008 ABRIL 2009 Pagina 10 de 52



JUNTA NACIONAL ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

cols, 2000; O’hici y cols, 2000) y L. garvieae (Vela y cols, 2000), y
una metodologia desarrollada en este proyecto para F.

psychrophilum y cepas probioticas.

- Técnicas de amplificacion de ADN basadas en la PCR: perfil de
genes de resistencia (genes-R) y amplificacion de secuencias
aleatorias y universales (RAPD). La metodologia a seguir para el
RAPD ha sido utilizada en trabajos previos (Soto y cols, 1999 y 2001;
del Cerro y cols, 2002b).

2.3.1.3. Actividad: Analisis estadistico y epidemiolégico

Para el andlisis de similitud genética entre tipos definidos por los
diferentes métodos genéticos, se compararon los patrones de bandas
obtenidos mediante un método cualitativo (presencia o ausencia de bandas
cuantificada por 1 6 0), se aplicé el programa MVS (Multivariate Statistics
Package 2.0a) utilizando el coeficiente de Dice y se generaron los
correspondientes  dendogramas de relacibn genética entre  tipos

correspondientes (Struelens y cols, 1996).

2.2.- OBJETIVOS ESPECIFICOS LINEA 2
» Seleccionar bacterias de la flora endégena en salménidos por sus
propiedades antibacterianas para reducir las mortalidades producidas
por infecciones bacterianas sistémicas.
OBJETIVOS REALIZADOS LINEA 2
Para la consecucion de los objetivos planteados inicialmente se opto por
abordar cada una de las patologias a estudio de forma independiente, puesto
qgue se trata de enfermedades no correlacionadas entre si que aparecen en
distintas épocas del afio y afectan a diferentes fases de produccién. Asi, las

tareas llevadas a cabo durante la duracion del proyecto fueron las siguientes:

- Durante el afio 2005, se llevo a cabo el estudio y seleccion de cepas
bacterianas con propiedades inhibitorias frente a diversas bacterias patégenas,
asi como la caracterizacién de aquellas cepas probidticas candidatas. De todas

las cepas estudiadas (n = 246), se demostré que L. lactis subs. lactis CLFP
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100, L. mesenteroides CLFP 196, Lactobacillus plantarum CLFP 238 y L. sakei
CLFP 202, aisladas a partir del intestino de diferentes especies salmonicolas
sanas (trucha comun, trucha arco iris y salmén atlantico), presentaron una
buena adhesion al mucus intestinal y mostraron actividad antibacteriana frente
a algunas bacterias patdgenas, principalmente frente a Aeromonas salmonicida

y Lactococcus garvieae.

- Durante el afio 2006 se llevaron a cabo dos estudios experimentales con el fin
evaluar “in vivo” el papel de las cepas probioticas seleccionadas (L. lactis subs.
lactis CLFP 100, L. mesenteroides CLFP 196 y L. sakei CLFP 202), al ser
administradas a diferentes dosis por via oral junto al pienso, con el fin de
evaluar la inocuidad de las mismas, su capacidad de colonizacién de la mucosa
intestinal y finalmente, determinar el grado de estimulacion de la respuesta
inmunologica en peces infectados experimentalmente con Aeromonas

salmonicida.

- Durante el afio 2007, se llevaron a cabo diferentes experimentos con el fin de
evaluar “in vivo” el efecto probidtico de dos cepas candidatas identificadas
molecularmente como Leuconostoc mesenteroides CLFP 196 y Lactobacillus

plantarum CLFP 238, frente al agente patdgeno Lactococcus garvieae.

- Durante el afio 2008, se llevd a cabo el aislamiento e identificacién de cepas
bacterianas con efecto inhibitorio (n = 335), frente a Lactococcus garvieae,
agente etioldgico responsable de la Lactococosis de la trucha, asi como la
tipificacion genética de las cepas probidticas candidatas seleccionadas.

2.3. METODOLOGIA LINEA 2

La consecucion de los objetivos se ha basado en gran medida en
metodologias y técnicas previamente utilizadas por otros autores o puestas a
punto en nuestro laboratorio como consecuencia de los estudios realizados, si
bien en algunos casos han sido adaptadas y/o modificadas a las caracteristicas

del presente proyecto.
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2.3.1.- Seleccion y recogida de peces (Condiciones de campo).- A partir de
brotes sospechosos de enfermedad, detectados en piscifactorias de las
Comunidades Autbnomas de Aragon, La Rioja, Aragon, Asturias y Navarra se
procedera a la recogida de un niamero predeterminado de peces. La muestra
estard formada por peces que presenten manifestaciones clinicas de
enfermedad (n = 10) y peces aparentemente sanos (n = 10), que compartan las
mismas condiciones de manejo. Para el calculo del tamafio muestral se
utilizara el programa informatico Win Episcope 2.0 (Thrusfield y cols., 2001). El
tamafio resultante n = 10 es suficiente para detectar agentes que estan
presentes en la poblacion con una prevalencia esperada minima del 30% y un
nivel de confianza (NC) del 95%. Los peces una vez recogidos seran
etiquetados y trasportados en condiciones de refrigeracion al laboratorio para

Su posterior procesamiento.

2.3.2.- Aislamiento de agentes patdégenos - Se utilizaran los medios de cultivo
sélidos, agar Bilis Esculina (BEA), agar Tripticasa Soja (TSA), Agar Cytophaga
y agar Sangre, a partir de siembras de los érganos internos bazo, higado y
riidn anterior, con el fin de confirmar la presencia de Lactococcus garvieae
como agente etioldgico responsable de los brotes estudiados. Asi mismo,
podremos valorar igualmente el estado sanitario de la poblacion y descartar la
presencia de otros agentes patdgenos diferentes al estudiado.

2.3.3.- Aislamiento de cepas bacterianas con propiedades antibacterianas - Se
utilizardn los medios de cultivo solidos, TSA y agar De Man Rogosa Sharpe
(MRS), asi como caldo MRS a partir de siembras realizadas de la porcion final
del intestino, branquias y mucus cutaneo de aquellos peces aparentemente
sanos. De forma paralela se podran realizar siembras a partir de los 6rganos
internos, higado, bazo y rifion anterior, para confirmar el estado sanitario de la

poblacion.
2.3.4.- Identificacion bacteriana — Mediante pruebas de crecimiento, tincion y

microscopia y pruebas bioguimicas entre las que se incluiran sistemas de
identificacion API 20E, AP1 20NE, API 50CH y API 20Strep.
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2.3.5.- Seleccién de cepas con propiedades antibacterianas — Segin método
descrito por Austin y cols. (1992).

2.3.6.- Secuenciacion de las cepas probibticas candidatas - Se utilizaran
cebadores basados en las regiones conservadas del gen 16S ARNr para
amplificar aproximadamente un producto de 500bp del gen 16S rARN. Los
cebadores utilizados seran plbl6 (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) vy
mlb16 (5'- GGCTGCTGGCACGTAGTTAG-3'). Todas las amplificaciones seran
realizadas en un termociclador Perkin-Elmer GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystems, Perkin-Elmer, USA). Los productos de la PCR seran
purificados utilizando un kit comercial (Promega, Madison, WI), siguiendo las

instrucciones del fabricante. Los productos seran directamente secuenciados
en un secuenciador MegaBACE ET Terminators (Amersham Biosciences, UK).
Las secuencias obtenidas seran alineadas mediante la utilizacion de la base de

datos GenBank y el programa informatico Clustal W (Thompson y cols., 1994).

2.3.7.- Mantenimiento de animales - Disponemos de un set experimental
aislado que nos permitira llevar a cabo los diferentes ensayos experimentales
“in vivo”. Dicho set cuenta con 5 tanques de 1000 litros de capacidad cada uno,
circuito abierto de agua, oxigenacién forzada y sistemas para controlar tanto el
fotoperiodo como la temperatura del agua y del ambiente. Todos los peces
seran proporcionados por una piscifactoria ubicada en la Comunidad Auténoma
de Aragon y perteneciente a la Asociacion de Defensa Sanitaria Acuicola, lo
que implica la instauracion y seguimiento de un programa sanitario,
asegurandonos que los peces que forman parte del estudio no han estado

previamente en contacto con el agente etioldgico Lactococcus garvieae.

2.3.8.- Peces y condiciones experimentales — Se utilizaran truchas arco iris
(Oncorhynchus mykiss), con un peso aproximado de 25-30 gramos. Antes del
comienzo de cada experiencia éstos seran aclimatados durante una semana a
las condiciones del mismo. Para cada uno los dos ensayos experimentales que
forman parte de los objetivos 3 y 4 del presente proyecto, se prepararan un
namero determinado de grupos de trabajo (estaran en funciéon del numero de

cepas probidticas candidatas que pretendamos estudiar), en estanques de
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1000 litros de capacidad, con una renovacién diaria del agua del 25%,
oxigenacion forzada, a una temperatura de 16 + 1 °C y un fotoperiodo de 12 h
oscuridad / 12 h luz. En cada uno de estos estanques se introduciran de forma
aleatoria 60 peces formando grupos homogéneos. Asi mismo, los peces seran

alimentados diariamente con un pienso comercial al 1% de la biomasa.

2.3.9.- Preparacion del alimento suplementado con probidticos - Las bacterias
candidatas seran mantenidas en caldo MRS a 22 °C durante 14 horas en
constante movimiento. Posteriormente se centrifugardn a 1000 g durante 10
minutos a una temperatura de 4 °C. El precipitado obtenido se disolvera en
solucion salina hasta obtener una concentracion de 1.0 x 106 cels/ml
determinado por un hemocitometro (cAmara de Neubauer). Una vez conocida
la concentracion, se disolveran en la dieta para alcanzar una concentracién
final de 1 x 10° ufc / gramo de pienso. La viabilidad de las bacterias sera

determinada mediante conteo en placas de agar MRS.

2.3.10.- Infeccion experimental — Las infecciones experimentales con los
diferentes agentes patdégenos en estudio seran realizadas por el método de
cohabitacion. Previamente se seleccionaran 16 peces de cada grupo de trabajo
establecido en cada uno de los ensayos experimentales (seran marcados
mediante un corte en la aleta adiposa), a los cuales se les inoculara 0.1 ml de
suspensién bacteriana a una concentracion de 1.7 x 10° ufc / ml, por via
intraperitoneal. Todos los datos de mortalidad seran registrados diariamente en

cada uno de los grupos de trabajo.

2.3.11.- Recuento de células sanguineas.- A partir de muestras de sangre se
determinara un conteo de eritrocitos en camara de Neubauer previa dilucidon
1/200 en solucion de Natt y Herrick. Para establecer la férmula leucocitaria se

utilizard la técnica de Panoptico rapido.

2.3.12.- Recogida de muestras - Se seleccionaran al azar entre 6-10 peces de
cada grupo al final de la primera, segunda, tercera y cuarta semana. Los peces
serén sacrificados por inmersion en un tanque con tricaina metano sulfatado

(MS-222) a una concentracion de 150 mg/l de agua durante 10 min.
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Inmediatamente después de la eutanasia se extraeran entre 0.5 - 1.0 ml de
sangre de cada pez con jeringuillas de insulina mediante puncion en la vena
caudal. La mitad de la muestra fue destinada para obtener plasma (0.5 ml),
recogido en tubos eppendorf con heparina de litio (10 ul), centrifugada a 15009
y refrigerada a 4 € durante 10 min. Mientras, la o tra mitad fue empleada para
obtener suero (0.5 ml), para lo que fue recogida en tubos eppendorf, mantenida
a 10 T durante 2 h y centrifugada a 15009 y poster iormente refrigerada a 4 C
durante 20 min.

Todas las muestras seran congeladas a - 80 C. Las muestras de plasma seran
usadas para determinar el porcentaje de inmunoglobulina total y las muestras
de suero para determinar la actividad lisozima y la actividad complemento via
alternativa.

Tras la obtencion de las muestras de sangre se procederd a realizar la
necropsia de los peces seleccionados, con el fin de evaluar la ausencia de
lesiones internas y realizar el analisis bacteriolégico de diferentes organos

internos (bazo, rifdn anterior, higado e intestino).

2.3.13.- Evaluacién del grado de colonizacibn — Se realizara un analisis
bacteriologico antes de empezar el ensayo y hacia la mitad del estudio. Los
intestinos obtenidos seran pesados y macerados, después de retirar
cuidadosamente el contenido del mismo con PBS. A continuacion, se realizaran
diluciones seriadas en PBS de 10-1 a 10-6 para realizar el conteo de unidades
formadoras de colonias (ufc), utilizando medio de cultivo MRS.

Las placas sembradas seran incubadas aerébicamente a 22 T durante 48 h.
Para la identificacion molecular de las BAL, se realizaran amplificaciones de 20
a 30 colonias seleccionadas al azar de las placas de agar MRS que presentan

entre 30 y 300 colonias.

2.3.14.- Actividad fagocitica - Se utilizardn los métodos descritos por Bélcazar y
cols. (2006).

2.3.15.- Produccion de anion superoxido - Segun los métodos establecidos por

Puangkaew y cols. (2004).
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2.3.16.- Actividad lisozima — Se utilizaran los métodos descritos por Demers y
Bayne (1997).

2.3.17.- Determinacion de la actividad complemento via alternativa - Se
utilizaran los métodos descritos por Yano (1992).

2.3.18.- Determinacion de Inmunoglobulinas totales - Se utilizaran los métodos
descritos por Siwiki y Anderson (1993). La determinacion del porcentaje de
proteinas se realizara mediante la técnica descrita por Lowry y cols. (1951).

2.3.19.- Prueba de resistencia a bilis - Se utilizard una adaptacion de la técnica
descrita por Nikoskelainen y cols. (2001). Suspensiones bacterianas de las
cepas seleccionadas a una concentracién de 108 ufc/ml se colocaran en buffer
fosfato salino PBS (10 mM fosfato, pH 7.2) y en PBS con 10% de bilis. Las
muestras se incubaran por 1.5 h a 37C. Después de la incubacién, las
muestras seran diluidas en solucién PBS y se realizara el conteo utilizando

placas de agar TSA.

2.3.20.- Prueba in vitro de adhesion al mucus - Se utilizar4 una adaptacion de
la técnica descrita por Nikoskelainen y cols. (2001). Las cepas seran marcadas
con tritiated thymidine (10 pL/mL, 177 Ci/mmol). Una vez obtenidas las
suspensiones se realizara un lavado con buffer fosfato salino (PBS; 10 mM
fosfato, pH 7.2) y se resuspenderan en PBS.

En la extraccion del mucus de los peces, se utilizara una espéatula y solucion
HEPES (10 mM; pH 7.4) balanceado con solucién Buffer Hank’s (HH). Una vez
obtenidos, se almacenaran en alicuotas de 1 ml a -70C.

Para la caracterizacion del mucus se utilizara la técnica descrita por Lowry y
cols. (1951), utilizando suero de albumina bovino (BSA) como un estandar. La
concentracion de proteina del mucus sera 0.5 mg/ml en HH.

El porcentaje de adhesion se medird por los niveles de radioactividad,
incubando la bacteria marcada por 1 h a 37C en el mucus y luego se realizara

un lavado con HH, para remover las bacterias que no lograron adherirse.
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2.3.21.- Andlisis estadistico.- Los datos de supervivencia y colonizacién seran
analizados por el método de Kaplan Meier, buscando diferencias significativas
con un nivel de significacién p<0.05 entre los diferentes tratamientos. También
se evaluara la supervivencia final y otras variables diagnosticas cualitativas
usando la prueba de Chi-cuadrado y la estimacién de sus residuos tipificados
corregidos para una significacién de p<0.05. Cuando proceda se contrastaran
las variables diagnosticas cuantitativas segun el tratamiento utilizando la
prueba de t de Student o de Mann-Whitney en el caso de dos tratamientos, y
ANOVA 6 Kruskal-Wallis cuando haya mas de dos tratamientos. Todos los
datos seran analizados utilizando el programa informéatico SPSS 12.0 para
Windows (SPSS, EE.UU.).

2.4. RESULTADOS
2.4.1 LINEA 1
2.4.1.1 Establecimiento de un cepario

Durante todo el proyecto se aislaron, identificaron y almacenaron a -
80°C, un total de 28 cepas de A. salmonicida, 25 de F. psychrophilum y 3 de L.
garvieae.
2.4.1.2 Caracterizacion de las cepas y analisis estadistico
2.4.1.3 Resistencias a antimicrobianos
Se realizaron ensayos de concentracion minima inhibitoria (CMI) para
oxitetraciclina (OTC) y fluorfenicol (FLO) en cepas de F. psychrophilum, ya que
son los antibidticos utilizados normalmente para tratar los brotes. El 80% de las
cepas presentaba unas CMiIs entre 2.44 and 9.74 [lg/ml para OTC, mientras
que no se detectaron cepas resistentes a FLO, con CMIs entre < 0.1 y 2.44
g/mil.
2.4.1.4. RAPD

Durante el periodo 2005-2006 se desarrollé y optimiz6 la metodologia de
la técnica RAPD para las 3 especies bacterianas bajo estudio. De los 11
iniciadores ensayados, los mejores perfiles se obtuvieron con R03 (5
GATGACCGCC 3') y R05 (5 AGATGCAGCC 3", que fueron los utilizados en
analisis posteriores. Una vez establecido el protocolo se aplico a los
aislamientos de las diferentes especies obtenidos a lo largo del periodo de
estudio.
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La tipificacion de A. salmonicida con los iniciadores R0O3 y R0O5 dio lugar
a 3 RAPD-tipos respectivamente. El analisis combinado de estos resultados no
aumentaba el numero de perfiles diferenciados. En ambos casos, la mayoria de
las cepas analizadas presentaban el mismo RAPD-tipo, independientemente de
la region donde ocurrié el brote. Los otros dos tipos resultaron especificos de
una cepa procedente de Asturias y otra de Aragén respectivamente. En base al
dendograma producido mediante el algoritmo UPGMA, todas las cepas,
excepto una cepa aislada en Aragon, formaban un Unico grupo con mas del

70% de similitud segun el coeficiente Dice.

En el estudio de L. garvieae se incluyd un grupo de cepas aisladas en
piscifactorias italianas. Utilizando los iniciadores R03 y R05, se observaron 3
perfiles de bandas diferentes con cada uno de ellos, uno de los cuales
correspondia a la cepa de coleccion utilizada procedente de la CECT, otro a
todas las cepas aisladas de diferentes brotes ocurridos Espafia, y un tercero
gue agrupaba a los aislamientos italianos. Debido al escaso nimero de cepas
aisladas no se hizo analisis estadistico de estos resultados.

En el analisis de las cepas de F. psychrophilum, Unicamente se
diferenciaron tres perfiles diferentes con cada uno de los iniciadores, por lo que
no resultdé muy discriminativo.
2.4.1.5 PFGE

Para la caracterizacion genética de las cepas mediante esta técnica,
debieron de ajustarse las condiciones del protocolo para cada una de ellas, ya
gue existe mucha variacion de una especie a otra. Una cepa se consideraba
diferente a otra si su perfil diferia en una o mas bandas de tamafio mayor de 50
kb, ya que por debajo de este tamafio, a veces, la densidad de bandas

existente no permite diferenciarlas con exactitud.

En el caso de A. salmonicida, el enzima de restriccion elegido fue Spel,
el cual ya habia sido utilizado por otros autores (Garcia y cols, 2000). Las
condiciones de electroforesis fijadas fueron: 1.0-15.0 sg/ 22h / 14°C /6 V. Se
obtuvieron un total de 9 perfiles diferentes y el RAPD-tipo predominante se
separ6 en 6 PFGE-tipos diferentes, mientras que los otros dos se
correspondian con cada uno de los RAPD-tipo especificos. La comparacion de
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estos PFGE-tipos mediante el analisis de similitud mostré que todas las cepas

formaban un anico grupo presentando mas del 70% de similitud entre ellos.

Para el andlisis de L. garvieae se utilizaron los enzimas de restriccion
Apal y Smal, con unas condiciones de electroforesis de dos blogues de B1:
0.5-15-sg /8h /14 °C /6 V, B2: 15-30-sg / 10h / 14 °C / 6 V. Al igual que con el
RAPD, uUnicamente se distinguieron tres PFGE-tipos, uno de los cuales
agrupaba a todas las cepas aisladas de brotes ocurridos en Espafia, otro la
cepa procedente de la CECT y otro las cepas italianas. Como hemos
mencionado anteriormente, el escaso numero de cepas disponible no permitio

realizar el analisis estadistico de los resultados.

La puesta a punto de la metodologia para caracterizar F. psychrophilum
mediante PFGE resultd mas laboriosa, por un lado debido a la falta de
informacion en la bibliografia y por otro a lo dificultoso que resulta trabajar con
este patdgeno. En total se ensayaron 17 enzimas de restriccion, y los mejores
perfiles se obtuvieron con Stul. Las condiciones de electroforesis fueron: B1:
0.2-5 sg / 10h / 14°C / 6V, B2: 5-15 sg / 12h / 14 °C / 6V, siendo importante
para la buena resolucion de los perfiles la adicion de tiourea (8 mg/l) al tampon
de electroforesis. Se obtuvieron un total de 16 perfiles diferentes para las 25
cepas procedentes de brotes, que se agruparon en 4 grupos genémicos con
mas de 80% de similitud y seis ramas independientes, con lo que resulta una

técnica mas discriminatoria que la anterior.

También se realizaron los experimentos para poner a punto los
protocolos de PFGE para la tipificacion de las bacterias probiéticas aisladas
durante este proyecto. Las cepas con las que se trabajé fueron ZAR 100
(Lactococcus lactis subsp. lactis), ZAR 102 (Lactococcus lactis subsp.
cremoris), ZAR 150 (Lactobacillus curvatus), ZAR 202 (Lactobacillus sakei) y
ZAR 8H (Brochothrix thermosphacta). Al tratarse de especies diferentes hubo
gue ajustar los protocolos de extraccion de ADN y las condiciones de
electroforesis para cada una de ellas. Ademas, hubo que buscar el enzima de
restriccibn méas apropiado para cada especie. Los enzimas Apa | y Sma | dieron
buenos resultados para la cepa ZAR 100; ademas de estos, los enzimas BamH
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I y Xho | también cortaron el ADN de la cepa ZAR 102. En el caso de la cepa
ZAR 202 los mejores resultados se obtuvieron con Xho I. Las condiciones de
electroforesis fueron: bloque 1: 0.5-15 sg /8h/ 14°C / 6 Vem™ y bloque 2: 15-30
sg /10h / 14 °C / 6 Vem™. Sin embargo no se consiguié poner a punto el

protocolo para las otras dos cepas restantes.

LINEA 2
2.4.2.- Periodo 2005

2.4.2.1.- Notificacién de brotes de enfermedad

Durante el periodo de estudio se registraron un total de 6 episodios de
enfermedad, registrados principalmente en explotaciones localizadas en las
Comunidades Auténomas de Aragon y Navarra, respectivamente (Tabla 1).

En todos ellos, se diagnosticé como agente etioldgico responsable Aeromonas
salmonicida (Forunculosis). Las especies piscicolas afectadas fueron la Trucha
arco iris (Oncorhynchus mykiss), Trucha comun (Salmo trutta) y Salmén
atlantico (Salmo salar). Asi mismo, se aislaron un total de 246 cepas
bacterianas distribuidas en funcibn de cada uno de los episodios de

enfermedad sefalados, tal y como podemos observar en la Tabla 1.

Tabla 1. Episodios de enfermedad registrados a lo largo del periodo de

estudio
Origen Fecha Especie  Numero total Agente patdégeno
de cepas aislado
aisladas
Gobierno de  Octubre 2004  Trucha 73 A. salmonicida
Navarra comun (Ref. ZAR 501)
Gobierno de Noviembre Trucha 42 A. salmonicida
Navarra 2004 comun (Ref. ZAR 502)
Gobierno de Abril 2005 Trucha arco 65 A. salmonicida
Aragon iris (Ref. ZAR 503-
504)
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Gobierno de Junio 2005 Trucha 2 A. salmonicida

Aragon comin (Ref. ZAR 505-
506)

Gobierno de  Agosto 2005 Trucha 58 A. salmonicida

Aragon comun (Ref. ZAR 507)

Gobiernode  Enero 2006 Salmon 6 A. salmonicida

Navarra atlantico (Ref. ZAR 508)

2.4.2.2.- Aislamiento de cepas probioticas candidatas

A partir de las cepas bacterianas aisladas (n = 246), se seleccionaron un total
de 10 cepas probidticas candidatas (Tabla 2), en funcion de la prueba de
inhibicion in vitro realizadas frente a diversos agentes patdégenos. Debemos
destacar que todas las bacterias probidticas seleccionadas mostraron un halo
de inhibicion = 3mm frente a A. salmonicida, mientras que los resultados
obtenidos con respecto al resto de cepas patdgenas evaluadas, presentaron
una variabilidad alta. Las diferencias observadas pueden estar influenciadas
por la produccion de acidos organicos, peroxido de hidrogeno y bacteriocinas.
Se ha descrito que algunas bacterias acido lacticas producen bacteriocinas que
inhiben el crecimiento de otros microorganismos, sin embargo, la especificidad

puede ser dependiente de la especie (Verschuere y cols., 2000).
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Tabla 2. Evaluacion de la actividad antibacteriana de posibles cepas candidatas

frente a diversos agentes patdgenos: (1) A. salmonicida ZAR 501-508; (2) A.
salmonicida NCIMB 1102; (3) A. salmonicida 2320 variedad atipica; (4) Y.
ruckeri ATCC 29473; (5) C. piscicola; (6) L. garvieae; (7) V. salmoninarum.

Bacterias probioticas candidatas

Actividad con efecto

inhibitorio
1 2 3 4 7
Lactococcus lactis subsp. lactis (Ref.  ++ ++ ++ + -
CLFP 100)
Lactococcus lactis (Ref. ZAR 101) ++  ++ ++ + -
Lactococcus lactis subsp. cremoris (Ref. ++ ++ ++ + -
CLFP 102)
Lactococcus lactis subsp. cremoris (Ref. ++ ++ ++ + -
CLFP 105)
Brevundimonas vesicularis (Ref. CLFP  ++ ++ ++ + -
145)
Lactobacillus curvatus (Ref. CLFP 150) ++ ++ ++ ++ +
Streptococcus sp. (Ref. CLFP 156) ++  ++ ++ + +
Leuconostoc mesenteroides (Ref. CLFP  ++ ++ ++ ++ -
196)
Lactobacillus sakei (Ref. CLFP 202) ++  ++ ++ o+ -
Carnobacterium maltaromaticum (Ref. ++ ++ ++ + -

CLFP 228)

* Area de inhibicién: (+) 21 mm; (++) =3 mm; (-) ausencia de inhibicion
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2.4.2.3.- Prueba de adhesion al mucus

En las Figuras 1 y 2 se representan los resultados obtenidos correspondientes

a la prueba de adhesion al mucus (piel e intestino de trucha), donde se han

valorado las diferentes cepas patdgenas utilizadas en el estudio asi como,

aguellas cepas probidticas candidatas aisladas a partir de los episodios de

enfermedad sefalados. Estos resultados han puesto de manifiesto un mayor

porcentaje de adhesién frente al mucus intestinal alcanzando los valores mas

elevados frente a A. salmonicida (4%), Y. ruckeri (4,9%) y C. piscicola (5,2%),

respectivamente.

8
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A. salmonicida L. garvieae Y. ruckeri C. piscicola V. salmoninarum F. psychrophilum

Cepas patégenas

Figura 1. Adhesion de las cepas patdgenas a las diferentes preparaciones de

mucus.

Por otro lado, las cepas candidatas con referencia ZAR 101, CLFP 100, CLFP

102, CLFP 105 y CLFL 228, mostraron diferencias significativas entre las dos

preparaciones de mucus utilizadas en el estudio, obteniéndose los mayores

porcentajes de adhesién frente al mucus intestinal (10-19,5%).
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IF_AC.CONTINENTAL 2005-2008 ABRIL 2009

O Intestino
20 .
| Piel

Pagina 24 de 52



JUNTA NACIONAL ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

Figura 2. Adhesién de las cepas candidatas a las diferentes preparaciones de

mucus.

2.4.2.4.- Exclusion competitiva

Estudios previos han demostrado que la competicibn es un mecanismo
implicado frecuentemente en la reducciébn de la adhesion al mucus por
diferentes cepas probidticas (Lee y cols., 2003). Para el ensayo de exclusion
competitiva, C. piscicola, Y. ruckeri y A. salmonicida fueron seleccionadas entre
las cepas patdégenas evaluadas, debido a su mayor adhesion al mucus
intestinal, puesto que los valores obtenidos frente a los agentes F.

psychrophilum, L. garvieae y V. salmoninarum fue inferior al 2%.

Tabla 3. Fendémeno de exclusibn competitiva de las cepas probioticas

candidatas frente a C. piscicola, Y. ruckeri y A. salmonicida.

% adhesion?® % adhesion % adhesion

Cepas probioticas candidatas C. piscicola Y. ruckeri A. salmonicida
Intestino Intestino Intestino

L. lactis subsp. lactis (Ref. CLFP 2.86 (0.72) 1.98 (0.93) 2.22 (0.16)
100)
L. lactis (Ref.ZAR 101) 2.60 (0.48) 2.82 (0.14) 1.56 (0.99)
L. lactis subsp. cremoris (Ref. 2.51 (1.04) 1.51 (0.46) 1.81 (1.17)
CLFP 102)
L. lactis subsp. cremoris (Ref. 2.64 (0.83) 1.68 (0.22) 1.42 (0.76)
CLFP 105)
L. mesenteroides (Ref. CLFP 3.78 (1.14) 3.12 (0.52) 4.83 (1.34)
196)
L. sakei (Ref. CLFP 202) 2.85(0.61) 2.97 (0.49) 2.70 (1.01)
C. maltaromaticum (Ref. CLFP 3.22 (0.48) 1.05 (0.33) 2.88 (1.04)
228)
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& Porcentajes de radioactividad obtenida del mucus inmovilizado mediante
comparaciéon de la radioactividad de la bacteria agregada; Entre paréntesis

valores correspondientes a la desviacion estandar

Las cepas patdégenas correspondientes a C. piscicola, Y. ruckeri y A.
salmonicida tendieron a adherirse en menor ndmero al mucus inmovilizado
debido a la accion de la cepas probidticas candidatas (Tabla 3), con excepcién
de Leuconostoc mesenteroides cuyo incremento en los porcentajes de
adhesion frente a A. salmonicida alcanz6 unos valores préximos al 5%, si bien
los resultados obtenidos no fueron significativos. Algunos autores, han descrito
también que ciertos microorganismos aisladas del tracto gastrointestinal de
Amphiprion percula, incrementaron la tasa de adhesion de Vibrio alginolyticus y
Aeromonas hydrophila (Vine y cols. 2004). Estos resultados sugieren que el
incremento puede estar influenciado por la modificacion de la estructura del
mucus, creando sitios de adhesibn mas adecuados para los agentes

patdgenos.

2.4.2.5.- Tolerancia a condiciones de pH y bilis

Dichas pruebas se llevaron a cabo con el fin de establecer el grado de
supervivencia y/o colonizacibn que presentaban las cepas candidatas
estudiadas, tanto el mucus intestinal como el mucus de la superficie corporal de

los peces.

Asi, todas las cepas probidticas mostraron una tolerancia relativa a diferentes
condiciones de pH vy bilis. Asi, se observO una mayor porcentaje de
supervivencia frente a valotes de pH entre 2.5-6.5. Sin embargo, valores de pH

inferiores a 2.0 inhibieron el crecimiento de las cepas candidatas estudiadas.

Aungue no ha sido establecida la concentracion fisiologica de bilis en los
peces, las cepas probidticas candidatas toleraron la presencia del 10%
(vol/vol), aunque los resultados obtenidos no mostraron diferencias
significativas respecto al control. Resultados similares fueron obtenidos por
Nikoskelainen y cols. (2001), con cepas de origen humano correspondientes a
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus delbrueckii, Bifidobacterium lactis,
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Lactobacillus johnsonii, aisladas durante algunos procesos de seleccion de

probioticos frente al tratamiento de determinadas enfermedades en los peces.

2.4.2.6.- Tipificacion molecular de las cepas probidticas seleccionadas

Con el fin de confirmar los resultados obtenidos en la identificacion de las
diversas cepas probidticas aisladas mediante pruebas clasicas de
identificacion, se llevdo a cabo la identificacion molecular de las mismas,
utilizando previamente la secuenciacion de las regiones variables V1 y V2 del
gen 16S rARN para la identificacion de bacterias acido lacticas. Asi, se obtuvo
un fragmento correspondiente a 500 pb cuyo grado de similitud entre las
especies aisladas (géneros Lactobacillus, Leuconostoc y Lactococcus), estuvo
entre el 98-99%.

En funcién de estos resultados, la secuenciacion genética de las cepas CLFP
100 fue alineada y clasificada como Lactococcus lactis subsp. lactis; la cepa
ZAR 101 correspondié a Lactococcus lactis, las cepas CLFP 102 y CLFP 105 a
Lactococcus lactis subsp. cremoris; la cepa CLFP 196 como Leuconostoc
mesenteroides; la cepa CLFP 202 como Lactobacillus sakei; y la cepa CLFP
228 como Carnobacterium maltaromaticum, confirmando los resultados

obtenidos previamente.

2.4.2.7.- PCR a tiempo real

La especificidad del ensayo fue confirmada mediante la amplificaciéon de todos
los 16 aislados de A. salmonicida, mientras las otras 10 especies de
Aeromonas, incluyendo A. encheleia, A. eucrenophila, A. sobria, A. bestiarum,
A. veronii, A. allosaccharophila, A. culicicola, A. media and A. hydrophila, y 14
cepas de patdégenos comunes en peces, incluyendo V. tubiashi, V. fluvialis, V.
splendidus, V. furnissii, V. pelagius, V. aestuarinus, V. anguillarum, M. viscosa,
P. phosphoreum, Y. ruckeri and F. psychrophilum no presentaron productos
amplificados (Tabla 4).
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La amplificacion de los productos generados por la PCR fueron verificados por
electroforesis, obteniendo el producto de 131 pb correspondiente al agente

etiologico A. salmonicida.

El limite de deteccion de la técnica de PCR a tiempo real sobre cultivos puros
de A. salmonicida fue 0.5 pg/ul, equivalente a 80 ufc/ml. La curva patrén
demostré un Ct con valores proximos a 15, para una concentracion de ADN de
50 ng (log 6.9 ufc/ml), y una pendiente cercana al valor -3.52, indicando una

buena sensibilidad de la técnica (Figura 3).

IF_AC.CONTINENTAL 2005-2008 ABRIL 2009 Pagina 28 de 52



JUNTA NACIONAL ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

Tabla 4. Evaluacién de diferentes cepas bacterianas mediante la PCR a tiempo

real

Cepas bacterianas Deteccion
A. salmonicida subsp. salmonicida ZAR 501 +
A. salmonicida subsp. salmonicida ZAR 502 +
A. salmonicida subsp. salmonicida ZAR 503 +
A. salmonicida subsp. salmonicida ZAR 504 +
A. salmonicida subsp. salmonicida ZAR 505 +
A. salmonicida subsp. salmonicida 7932 +
A. salmonicida subsp. salmonicida MT-004° +
A. salmonicida subsp. salmonicida NCIMB 1102 +
A. salmonicida subsp. masoucida NCIMB 2020 +
A. salmonicida subsp. achromogenes NCIMB 1110 +
A. salmonicida subsp. achromogenes 265/87° +
Atypical A. salmonicida F-661-2/89° +
Atypical A. salmonicida Fin 3° +
Atypical A. salmonicida 2320% +
Atypical A. salmonicida 48142 +
Atypical A. salmonicida 870626-1/1C" +

Aeromonas encheleia CECT 4342¢
Aeromonas eucrenophila CECT 4224¢
Aeromonas sobria CECT 4245°
Aeromonas bestiarum CECT 4227¢
Aeromonas veronii CECT 4257¢
Aeromonas allosaccharophila CECT 4199¢
Aeromonas culicicola CECT 5761¢
Aeromonas media CECT 4237°
Aeromonas hydrophila S-123-91-1°
Aeromonas hydrophila S-228/91°
Vibrio tubiashi LMG 10936°
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Vibrio fluvialis NCIMB 2249° -
Vibrio splendidus NCIMB 2251° -
Vibrio furnissii Vib 293° -
Vibrio pelagius Vib 305° -
Vibrio aestuarinus Vib 281° -
Vibrio anguillarum ATCC 19264" -
Moritella viscosa M 147/92° -
Photobacter phosphoreum NCIMB 844° -
Yersinia ruckeri ATCC 294737 -
Y. ruckeri 146° -
Y. ruckeri 147° -
Flavobacterium psychrophilum NCIMB 1947°¢ -
F. psychrophilum NCIMB 1826° -

T Cepa tipo

36

32 .\

s \.\

Cycle Threshold (C)

19 29 3.9 49 5.9 6.9
Bacterial Concentration (Log CFU ml-")

Figura 3. Curva patron donde se representa el log de la concentracion
bacteriana inicial frente al valor del Ct obtenido.
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Los valores de Ct obtenidos de los andlisis de las muestras de tejido fueron
extrapolados a la correspondiente curva patron, previamente calculada. La
presencia de tejido del pez no afectdé al ensayo, y los resultados obtenidos
mediante la técnica de conteo en placa presentaron una buena correlacion

(r*=0.99) entre los dos ensayos (Tabla 5).

La sensibilidad obtenida en el presente estudio no presenté diferencias
apreciables con otros trabajos publicados. Ha sido demostrado que limite de
detecciéon por cada reaccion de PCR fue 6 ufc en cultivos puros (Del Cerro y
cols., 2002), 30 ufc en tejidos de peces (Del Cerro y cols., 2002) y 200
células/gramo (O'Brien y cols., 1994). Esta técnica es comparable en
sensibilidad y rango dinamico a otros métodos de cuantificacion, aunque son
funcionalmente diferentes y pueden estar condicionados por numerosos

factores.

El alto coeficiente de regresién (R*=0.99) obtenido durante el ensayo demostr6
una fuerte correlacién entre la concentracion de ADN (0.5 pg a 50 ng) y la sefal
de fluorescencia (ARn). Estos resultados indican que esta técnica es capaz de

cuantificar A. salmonicida en cultivo puro y mixto.
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Tabla 5. Cuantificacion de A. salmonicida en tejidos inoculados artificialmente

Resultados
Muestra Inoculo  Conteo en placas® PCR a tiempo real
(log (log ufc/ml + SD) b
ufc/ml) (log ufc/ml £ SD)
(C % SD)

Rifién 2.9 3.2+0.14 3.5+£0.06 (29.1 £
0.56)

Rifidén 1.9 2.1+0.12 2.4+0.04 (32.6 £
0.42)

Bazo 2.9 3.1 £0.06 3.2+0.02 (30.1 £
0.78)

Bazo 1.9 2.0x0.12 21+0.05(34.1+%
0.77)

Higado 2.9 3.1 £0.08 3.2+0.03(30.3%
0.08)

Higado 1.9 2.1+0.12 2.3+0.07 (334 %
0.10)

Intestino 2.9 3.1+£0.14 3.1+£0.11 (30.1 £
0.70)

Intestino 1.9 2.0+0.08 2.1+0.04 (345+
Todos los 0.9 1.0£0.25 0.07)

tejidos © No detectado

% Niveles de A. salmonicida fueron determinados por conteos en placas
de TSA

P Niveles de A. salmonicida fueron determinados por PCR a tiempo real,
basados en la media de muestras duplicadas

¢ Muestras individuales de rifién, bazo, higado e intestino

4 Amplificacién no fue detectada
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2.4. 3.- Periodo 2006

2.4.3.1.- Evaluacion in vivo de las cepas probioticas aisladas en la trucha

comun

Para llevar a cabo dicho estudio se seleccionaron peces obtenidos de una

explotacion libre de forunculosis, es decir que dichos animales no habian

estado previamente en contacto con el agente causal de la enfermedad y por lo

tanto no presentaban la posibilidad de estar sensibilizados inmunolégicamente

frente a A. salmonicida. Una vez aclimatados, se establecieron 4 grupos de 100

peces cada uno en funcion de los objetivos planteados inicialmente:

v' Grupo G1: Peces alimentados con un pienso comercial no suplementado
con probidticos (grupo control)

v' Grupo G2: Peces alimentados con pienso comercial suplementado con L.
lactis subsp. lactis a una concentracién de 10° ufc/ gramo de pienso.

v' Grupo G3: Peces alimentados con pienso comercial suplementado con L.
sakei a una concentracion de 10° ufc/ gramo de pienso.

v' Grupo G4: Peces alimentados con pienso comercial suplementado con L.

mesenteroides a una concentracién de 10° ufc/ gramo de pienso.

Inicialmente, la infeccion experimental fue disefiada para utilizar el método de
cohabitacion. En el dia 15 se pretendia realizar la inoculacion con A.
salmonicida CLFP 501, previamente aislada durante un brote natural, por via
intraperitoneal con una dosis de 0.1 ml de suspension bacteriana a una
concentraciéon de 1.0 x 10° ufc/ml a 16 peces de cada grupo, previamente
marcados mediante un corte en la aleta adiposa. No obstante, en el transcurso
de la primera semana del periodo experimental, se observaron mortalidades
provocadas por A. salmonicida en todos los grupos. Por ello, las condiciones
iniciales del estudio fueron modificadas al remplazar la administracion de
probioticos (que solo se realizé durante la primera y segunda semana), por
dietas no suplementadas con probioticos durante la tercera y cuarta semana,
para observar la capacidad de colonizacion y efecto en la respuesta inmune
humoral, ya que todos los grupos estaban bajo las mismas condiciones

experimentales.
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Con respecto al primer ensayo experimental, los resultados obtenidos fueron

los siguientes:

- Prueba de inocuidad: Ninguno de los peces tratados previamente con
probidticos presentaron sintomas y lesiones de proceso patdégeno alguno.

- Colonizacién: Se ha puesto de manifiesto que las cepas seleccionadas son
capaces de colonizar el intestino de los peces, y que esta colonizacion tiene
una persistencia breve tras finalizar la administracion de las cepas probidticas.
Asi, se observo que tras la administracion de las cepas probioticas, el nUmero
viable de BAL (Bacterias acido lacticas), se incrementaba rapidamente en
todos los tratamientos establecidos con un rango entre 2.9 x 10° y 1.2 x 10°
ufc/g, al final de la primera semana y entre 2.4 x 10%y 4.9 x 10’ ufc/g, al final
de la segunda semana. Cuando la dieta fue reemplazada a una dieta no
suplementada con probiéticos durante la tercera y cuarta semana del estudio,
el numero de BAL decrecid lentamente en todos los tratamientos; y solamente
se detectaron concentraciones superiores a 1 x 102 ufc/g al final de la cuarta

semana en el caso de L. lactis subsp. lactis y L. mesenteroides.

- Supervivencia: Se pudo constatar una reduccion significativa de la mortalidad
(p<0.05), en los grupos que recibieron alimento suplementado con probidticos
durante las dos primeras semanas, lo que coincidi6 con el periodo de
incubacion de la enfermedad. El efecto protector de los probidticos se pudo
observar a partir de la primera semana en los grupos que recibieron L. lactis
ssp. lactis y L. mesenteroides, mientras en el grupo suplementado con L. sakei
se observo una reduccion de la mortalidad acumulada a partir de la segunda
semana. Estos resultados podrian ser debidos a las diferencias existentes en la

capacidad de colonizacion de las cepas estudiadas.

- Actividad complemento via alternativa: Todos los grupos tratados con
probidticos mostraron un incremento significativo (p< 0.05), al final de la
segunda semana, obteniendo unos valores maximos entre 284.0 unidades/ml
(L. sakei) y 295.2 unidades/ml, correspondientes a L. lactis subsp. lactis. Sin
embargo, cuando los probioticos fueron retirados de la dieta, la actividad
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complemento decrecié paulatinamente hasta alcanzar unos valores similares a

los obtenidos en el grupo control (210.2 unidades/ml), en el dia 28 de estudio.

- Actividad lisozima: Se observd un incremento significativo en la actividad
lisozima (p<0.05), durante la tercera semana de tratamiento, en aquellos
grupos que habian recibido una dieta suplementada con L. lactis subsp. lactis
(7.9 pg/ml) y L. mesenteroides (7.7 pg/ml). Sin embargo, so6lo en el grupo
suplementado con L. lactis subsp. lactis se mantuvo dicho incremento (7.8
pg/ml) hasta el final de la cuarta semana de estudio. Debemos sefalar, que el
grupo tratado con L. sakei no mostrd diferencias significativas con respecto al

grupo control a lo largo del periodo de estudio.

- Inmunoglobulinas totales: Los resultados obtenidos demuestran un
incremento en el contenido de Igs del plasma de los peces en todos los grupos

tratados. Sin embargo, estas diferencias no fueron significativas (p>0.05).

En base a todos los resultados obtenidos en el presente ensayo experimental,
podemos concluir que las tres cepas probioticas seleccionadas, L. lactis, L.
sakei y L. mesenteroides, produjeron un efecto beneficioso al reducir la
mortalidad provocada por A. salmonicida e incrementar algunos de los

parametros inmunitarios en la trucha coman.

2.4.3.2- Proteccibn inmune mediada por cepas probidticas en la

prevencion de la Furunculosis en la trucha arco iris

Debemos sefialar que en esta segunda experiencia tanto la seleccion de peces
como el disefio experimental fue el mismo que el sefialado en la primera
experiencia.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

- Inocuidad: Al final de la segunda semana del periodo experimental (dia 14),

ninguno de los peces tratados con probioticos presentd sintomatologia ni
lesiones por efecto de las BAL.
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- Colonizacion: Tras la administracion de las cepas probidticas, el niumero
viable de BAL se incrementd rapidamente en todos los grupos suplementados
con probiéticos con un rango entre 7.5 x 10° y 2.3 x 10’ ufc/g, al final de la

segunda semana.

- Parametros inmunitarios: En el presente estudio, se demostro que la
administracion de cepas probioticas, L. lactis subsp. lactis CLFP 100, L.
mesenteroides CLFP 196 y L. sakei CLFP 202 era capaz de incrementar la
respuesta inmune humoral y celular mediante el aumento de la proporcion de
células fagociticas activas del rifion anterior y por la activacién de receptores de

expresion de la actividad complemento. Asi, se observo que:

Fagocitosis: Todos los grupos tratados con probidticos mostraron un
incremento significativo (p<0.05), al final de la segunda semana con respecto
al grupo control, obteniendo unos valores maximos entre 43.2% para el grupo
tratado con L. sakei y 44.9% correspondiente al grupo tratado con L. lactis

subsp. lactis.

Anidn _superoéxido: En el presente estudio se observdé que los grupos

suplementados con L. lactis subsp. lactis y L. mesenteroides mostraron un
incremento significativo (p<0.05), en la produccion de anion superdxido con
respecto al grupo control, al final de la segunda semana. Asi, se obtuvieron
unos valores maximos entre 7.0 y 7.3 unidades, correspondientes a L.
mesenteroides y L. lactis subsp. lactis, respectivamente. La produccion de
anion superoxido en el grupo suplementado con L. sakei también se
incremento; sin embargo, las diferencias no fueron significativas (p>0.05), con

respecto al grupo control.

IActividad complemento via alternativa: En el presente estudio se observé un

incremento significativo (p<0.05), en la actividad complemento via alternativa
(ACH50), durante la segunda semana de tratamiento, en aquellos grupos que

habian recibido una dieta suplementada con los probidticos. Los valores
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maximos correspondieron entre 249.7 unidades/ml para L. sakei y 256.8

unidades/ml para L. lactis subsp. lactis.

Actividad lisozima: En el presente estudio se observd un mayor incremento

de la actividad lisozima en todos los tratamientos con dietas suplementadas
con probidticos a una concentracibn de 106 ufc/g. Sin embargo, las

diferencias no fueron significativas (p>0.05) con respecto al control.

En base a todos los resultados obtenidos en este segundo ensayo
experimental, podemos concluir que las tres cepas probidticas seleccionadas,
L. lactis, L. sakei y L. mesenteroides, produjeron una reduccién significativa de
la mortalidad provocada por A. salmonicida en todos los grupos suplementados
con probidticos. Asi mismo, se observé un incremento de la respuesta inmune

y una modificacién de la composicion de la microbiota intestinal.

2.4.4.- Periodo 2007

Durante el afio 2007, concretamente durante el periodo estival, nos pusimos en
contacto con varias piscifactorias que presentaban brotes de Lactococosis, con
el fin de obtener muestras procedentes de episodios naturales de enfermedad,
antes de que los peces fueran vacunados. No obstante, dichas muestras no se
pudieron obtener puesto que aquellos animales que habiamos dejado sin
vacunar no presentaron en ninguno de los casos sintomas o lesiones que nos
hicieran sospechar la presencia de la misma.

Asi mismo, se han llevado a cabo diferentes experimentos con el fin de evaluar
“in vivo” el efecto probidtico de dos cepas candidatas identificadas
molecularmente como Leuconostoc mesenteroides CLFP 196 y Lactobacillus
plantarum CLFP 238, frente al agente patdgeno Lactococcus garvieae.

Estas bacterias candidatas fueron obtenidas y seleccionadas inicialmente de un
total de 246 cepas a partir de tejido intestinal de truchas sanas, observando
previamente que presentaban una alta capacidad de adhesién al mucus
intestinal e inhibicién del crecimiento de bacterias potencialmente patégenas,

asi como un alto porcentaje de exclusién competitiva.
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2.4.4.1.- Evaluacion “in vivo” de cepas probioticas aisladas en trucha arco

iris

Para llevar a cabo dicho estudio se seleccionaron peces de unos 30 gramos de

peso obtenidos de una explotacion libre de Lactococosis. Una vez aclimatados,

se establecieron 4 grupos de 60 peces cada uno en funcién de los objetivos
planteados inicialmente:

* Grupo G1: Peces alimentados con un pienso comercial no suplementado
con probidticos (grupo control negativo)

* Grupo G2: Peces infectados con L. garvieae (grupo control positivo).

e Grupo G3: Peces alimentados con pienso comercial suplementado con
Leuconostoc mesenteroides a una concentracion de 10° ufc/ gramo de
pienso (durante 30 dias).

e Grupo G4: Peces alimentados con pienso comercial suplementado con
Lactobacillus plantarum a una concentracién de 10° ufc/ gramo de pienso
(durante 30 dias).

La infeccion experimental fue disefiada para utilizar el método de cohabitacion.
Para ello, se inoculo una cepa de L. garvieae aislada previamente durante un
brote natural de enfermedad, por via intraperitoneal con una dosis de 0.1 ml de
suspensién bacteriana a una concentracion de 3.4 x 10° ufc/ml a 10 peces de
cada grupo (G2, G3 y G4), previamente marcados mediante un corte en la
aleta adiposa.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

- Prueba de inocuidad: Ninguno de los peces tratados previamente con

probioticos presentaron sintomas y lesiones de proceso patégeno alguno.

- Colonizaciéon: Se ha puesto de manifiesto que las cepas seleccionadas son
capaces de colonizar el intestino de los peces, y que esta colonizacion tiene
una persistencia breve tras finalizar la administracién de las cepas probioéticas.
Asi, se observo que tras la administracion de las cepas probioticas, el nUmero
viable de BAL (Bacterias acido lacticas), se incrementaba rapidamente en
todos los tratamientos establecidos con un rango entre 8.5 x 10° y 1.2 x 10°
ufc/g, al final de la cuarta semana.
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- Supervivencia: Se pudo constatar una reduccion significativa de la mortalidad
(p<0.003), en los grupos que recibieron alimento suplementado con probidticos
(G3 y G4), con respecto al grupo G2, grupo control positivo (78%). Asi, la
mortalidad en el grupo G3 fue del 54% mientras que en el grupo G4 fue del
46%. El efecto protector de los probidticos se pudo observar a partir de la
primera semana en los grupos que recibieron Lc. mesenteroides y Lactobacillus

plantarum.

2.4.5.- Periodo 2008

Para llevar a cabo el estudio se partid de peces procedentes de los controles
sanitarios, de los cuales se realizaron siembras de la porcion final del intestino,
branquias y mucus cutdneo. Se obtuvieron un total de 335 cepas bacterianas,
las cuales fueron evaluadas para determinar el posible efecto inhibitorio frente
al patégeno en estudio (Lactococcus garvieae). De éstas, 11 cepas
demostraron tener dicho efecto inhibitorio.

Las cepas seleccionadas fueron identificas mediante pruebas de crecimiento,
tincion y microscopia y pruebas bioquimicas entre las que se incluyen sistemas
de identificacion API 20NE, API 20E, API 50 CH y API 20Strep.

- Tipificacion genética de las cepas probidticas candidatas seleccionadas

Para la tipificacion genética de las cepas probidticas se utilizé cebadores
basados en las regiones conservadas del gen 16S ARNr para amplificar
aproximadamente un producto de 900 pb. Las secuencias obtenidas se
alinearon mediante la utilizacién de la base de datos GenBank y el programa
informatico Clustal W. De las 11 cepas seleccionadas, cinco de ellas se
correspondieron a Lactobacillus plantarum subs. plantarum; cinco fueron
Lactococcus lactis subsp. cremoris y una a Leuconostoc mesenteroides subsp.
mesenteroides. Los porcentajes de similitud entre las diferentes cepas

sefaladas se recogen en la siguiente tabla:
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Cepas Identificacion molecular Similaridad
M3(1) Lactobacillus plantarum subs. plantarum 99,8%
13(1) Lactococcus lactis subsp. cremoris 99,9%
18(1) Lactococcus lactis subsp. cremoris 99,9%
19(1) Lactococcus lactis subsp. cremoris 99,9%
110(2) Lactococcus lactis subsp. cremoris 99,9%
[15(1) Lactobacillus plantarum subs. plantarum 99,8%
116(1) Lactococcus lactis subsp. cremoris 99,9%
B2(1) Lactobacillus plantarum subs. plantarum 99,8%
B5(1) Lactobacillus plantarum subs. plantarum 99,8%
111(2) Lactobacillus plantarum subs. plantarum 99,8%

8B(07) Leuconostoc mesenteroides subsp. 99.5%

mesenteroides

Una vez obtenida la identificacion molecular de las cepas inhibitorias,

actualmente estamos trabajando en la caracterizacion de las propiedades

probiéticas de dichas cepas. Los parametros en estudio son los siguientes:

velocidad de crecimiento, adhesion al mucus intestinal, tolerancia a diferentes

condiciones de pH y concentracion de bilis,

actividad antimicrobiana,

crecimiento a diferentes temperaturas y determinacién de 4cido lactico y acidos

grasos volatiles.

2.5.- CONCLUSIONES
CONCLUSIONES Linea 1
A lo largo de este proyecto se ha ido optimizando la recuperacion de F.

psychrophilum a partir de peces enfermos, de manera que practicamente en

todos los brotes positivos por PCR se aisla el patdgeno por microbiologia

clasica. Esto, junto con el incremento de los brotes en los dltimos dos afios,

explicaria el crecimiento en el nimero de cepas de esta especie obtenidas en

este trabajo. Por el contrario, la utilizacion de vacunas para combatir la

lactococosis nos ha impedido la coleccion de un namero de cepas de L.
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garvieae suficientemente amplia para realizar analisis estadisticos
significativos.

El uso indiscriminado de OTC en la acuicultura ha conducido al
incremento de cepas resistentes a este producto (mas del 80% de las cepas de
este trabajo), o que ha conducido a la utilizacién de otros productos como el
FLO. Sin embargo, a pesar de que las cepas de F. psychrophilum permanecen
resistentes al FLO, algunas de ellas presentan CMIs ligeramente por encima de
la media, lo que apunta posibles problemas de resistencia en un futuro (Bruun
et al., 2000). Por ello es necesario mantener sistemas vigilancia epidemiolégica
sobre la evolucion de estas resistencias, asi como ahondar en el conocimiento
de los mecanismos de adquisicidn de estos determinantes de resistencia en
esta especie.

El RAPD ha resultado ser una herramienta poco discriminatoria en la
caracterizacion de las diferentes especies de este estudio, mientras que el
PFGE ha resultado ser mucho mas util, con unos resultados mas reproducibles
y discriminatorios. En el caso de A. salmonicida, nos ha permitido diferenciar
dentro del RAPD-tipo predominante, 6 PFGE-tipos diferentes. Ocho de los
PFGE-tipos obtenidos mostraron un patron de bandas similar, lo que confirma
la homogeneidad de este grupo de microorganismos, que ya habia sido

descrita por otros autores(O’hici et al., 2000).

El andlisis de F. psychrophilum mediante PFGE, mostrdo la gran
heterogeneidad presente dentro de esta especie, ya que los 16 PFGE-tipos
obtenidos fueron agrupados en 4 grupos genémicos con mas de un 80 % de
similitud entre ellos y 6 ramas independientes. Ademas, algunos de estos tipos
eran exclusivos de determinadas zonas geograficas o de piscifactorias
concretas. También se observaron diferentes tipos gendmicos en una misma

piscifactoria o incluso en un mismo brote.

A lo largo de este proyecto se ha ido optimizando la recuperacion de F.
psychrophilum a partir de peces enfermos, de manera que practicamente en
todos los brotes positivos por PCR se aisla el patdgeno por microbiologia
clasica. Esto, junto con el incremento de los brotes en los dltimos dos afios,

explicaria el crecimiento en el nimero de cepas de esta especie obtenidas en

IF_AC.CONTINENTAL 2005-2008 ABRIL 2009 Pagina 41 de 52



JUNTA NACIONAL ASESORA DE CULTIVOS MARINOS

este trabajo. Por el contrario, la utilizacibn de vacunas para combatir la
lactococosis nos ha impedido la colecciobn de un namero de cepas de L.
garvieae suficientemente amplia para realizar andlisis estadisticos

significativos.

El uso indiscriminado de OTC en la acuicultura ha conducido al incremento de
cepas resistentes a este producto (mas del 80% de las cepas de este trabajo),
lo que ha conducido a la utilizacién de otros productos como el FLO. Sin
embargo, a pesar de que las cepas de F. psychrophilum permanecen
resistentes al FLO, algunas de ellas presentan CMIs ligeramente por encima de
la media, lo que apunta posibles problemas de resistencia en un futuro (Bruun
et al., 2000). Por ello es necesario mantener sistemas vigilancia epidemiolégica
sobre la evolucion de estas resistencias, asi como ahondar en el conocimiento
de los mecanismos de adquisicidn de estos determinantes de resistencia en

esta especie.

El RAPD ha resultado ser una herramienta poco discriminatoria en la
caracterizacion de las diferentes especies de este estudio, mientras que el
PFGE ha resultado ser mucho mas util, con unos resultados mas reproducibles
y discriminatorios. En el caso de A. salmonicida, nos ha permitido diferenciar
dentro del RAPD-tipo predominante, 6 PFGE-tipos diferentes. Ocho de los
PFGE-tipos obtenidos mostraron un patron de bandas similar, lo que confirma
la homogeneidad de este grupo de microorganismos, que ya habia sido

descrita por otros autores(O’hici et al., 2000).

El andlisis de F. psychrophilum mediante PFGE, mostré la gran heterogeneidad
presente dentro de esta especie, ya que los 16 PFGE-tipos obtenidos fueron
agrupados en 4 grupos genémicos con mas de un 80 % de similitud entre ellos
y 6 ramas independientes. Ademas, algunos de estos tipos eran exclusivos de
determinadas zonas geogréficas o de piscifactorias concretas. También se
observaron diferentes tipos gendmicos en una misma piscifactoria o incluso en

un mismo brote.
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Conclusiones LINEA 2

1.- Se ha desarrollado un protocolo viable para la seleccibn de cepas
bacterianas con propiedades probidticas, considerando el origen de las cepas,
la capacidad de producir sustancias inhibitorias, fijacion y exclusiébn competitiva
con bacterias patdégenas en el mucus intestinal, la tolerancia a bajas
condiciones de pH y elevadas concentraciones de bilis, y su efecto beneficioso
en el hospedador.

2.- Lactococcus lactis subsp. lactis CLFP 100 y Leuconostoc mesenteroides
CLFP 196 han demostrado ser las cepas mas adecuadas para su aplicacion

oral como probidtico frente a la forunculosis.

3.- Lactobacillus sakei CLFP 202 podria utilizarse como cepa probidtica
alternativa frente a Aeromonas salmonicida a pesar de que su capacidad

inmunoestimulante ha sido inferior a las otras dos cepas seleccionadas.

4.- Las cepas probiodticas estudiadas Lactococcus lactis subsp. lactis CLFP
100, Leuconostoc mesenteroides CLFP 196 y Lactobacillus sakei CLFP 202
deben ser administradas de forma continuada para el control de la forunculosis

debido a que su capacidad de colonizacion intestinal no ha sido permanente.

5.- El analisis molecular mediante la aplicacién de la técnica de la PCR a
tiempo real ha permitido detectar Aeromonas salmonicida no sélo en peces

enfermos, sino también en portadores asintomaticos.

6.- Leuconostoc mesenteroides CLFP 196 y Lactobacillus plantarum CLFP 238,
han demostrado ser las cepas mas adecuadas para su aplicacion oral como
probidtico frente a la lactococosis de la trucha.

2.6. VALORACION
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e Balcazar JL, de Blas |, Ruiz-Zarzuela |, Vendrell D, Gironés O, Mazquiz JL.
A Real-Time PCR assay for the quantification of Aeromonas salmonicida in
fish. World Aquaculture Society AQUA 2006, Florencia (Italia), 9-13 de mayo
de 2006. Poster

* A. del Cerro, I. Ruiz, I. Marquez y J.M. Prieto. XI Congreso Nacional de
Acuicultura (Vigo, 2007) “Caracterizacion genética de Aeromonas
salmonicida subsp. salmonicida mediante amplificacion al azar del ADN

polimorfico y electroforesis en gel de campo pulsante”

2.8. INCIDENCIAS DE DESARROLLO

Durante el desarrollo del proyecto apenas se han registrado brotes infecciosos
causados por L. garvieae en las Comunidades Autbnomas participantes, por lo
qgue no se ha podido contar con una coleccion de cepas suficientemente amplia

que permita realizar estudios epidemioldgicos significativos.
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