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Resumen y Abstract IX

Resumen

Estreptococosis en tilapia (Oreochromis sp.) en Colombia es causada por Streptococcus
agalactiae y probablemente es la enfermedad mas importante para la produccion de esta
especie ictica en todo el mundo. La prevencion de la infeccion y la enfermedad por este
patégeno es necesaria y debe ser abordada no solo por razones econémicas, sociales,
de comercio internacional, sino también de salud publica. La presente investigacion
estandariz6 un cultivo de intestino de tilapia in vitro el cual se mantuvo viable hasta 2
horas y nos permitié detallar la respuesta integrada de la mucosa intestinal una vez el
patégeno hace contacto con el epitelio. En este estudio se demostré que el S. aglactiae
se despoja de la cépsula para adherirse al epitelio; se adhiere en grupos, cadenas o
bacterias solitarias que se pueden dividir sobre el borde apical de los enterocitos; Se
adhiere e invade casi exclusivamente por la porcién apical de los pliegues; atraviesa la
mucosa utilizando la ruta transcelular. Una vez en el citoplasma de los enterocitos las
bacterias contindan dividiéndose. Atraviesan el epitelio hasta llegar a la lamina propia y
acceden a la circulacion. Durante todo el proceso de adherencia e invasion no se
evidencio una respuesta inflamatoria de linfocitos ni respuesta de las células caliciformes

en el epitelio.

Palabras clave: Streptococcus agalactiae, tilapia, cultivo in vitro, caracterizacion

morfoldgica, adhesion, invasion.
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la mucosa intestinal de la tilapia Oreochromis sp., modelo in vitro

Abstract

Streptococcosis in tilapia (Oreochromis sp.) in Colombia is caused by Streptococcus
agalactiae, probably the most important disease for the fish production worldwide.
Prevention of the infection and illness by this pathogen is required and must be
addressed not only for economic, social reasons, international trade, but also for public
health. This research standardized in vitro culture of tilapia intestine which remained
viable up to 2 hours and allowed us to detail the integrated intestinal mucosal response
once pathogen contacts the epithelium. In this study we showed that the Streptococcus
agalactiae sheds itself of the capsule to adhere to the epithelium; It adheres in groups,
chains or lonely bacteria that can be divided on the apical border of enterocytes; It
adheres and invades almost exclusively by the apical portion of the folds; through the
mucosa using the transcellular route. Once in the cytoplasm of enterocytes the bacteria
continue to divide. They cross the epithelium to reach the propria and reach the
circulation. Throughout the process of adherence and invasion an inflammatory
lymphocyte response or goblet cells response in the epithelium was not evidenced.

Keywords: Streptococcus agalactiae, tilapia, in vitro culture, morphological

characterization, adhesion, invasion.
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Introduccioén

La acuicultura es uno de los sectores de mas rapido crecimiento en la industria de
produccion de alimentos en el mundo, con un incremento anual del 8,9% (Bondad-
Reantaso et al., 2005). En la década de 1950 la produccion fue de aproximadamente un
millén de toneladas y en el 2004 alcanz6 59,4 millones de toneladas. En Latinoamérica y
la region Caribe, el desarrollo anual fue del 21,3% para el afio 2006, esta proporcion
significé el 2,3% de la produccion mundial (Subasinghe, 2006). La producciéon esta
principalmente sustentada por organismos dulceacuicolas (Elvira & Almodévar, 2007),
entre los que se destaca el cultivo de la tilapia como el principal en la acuicultura tropical
por ser una fuente importante de proteina e ingresos econémicos, principalmente en

paises en via de desarrollo.

En Colombia la principal especie ictica para consumo humano es la tilapia que
representa el 49% de la produccién piscicola total (Zubieta et al., 2008). El rapido
crecimiento en la acuicultura mundial, asociado a la globalizacion del comercio,
introduccion de nuevas especies y sistemas de manejo intensivo, han incrementado los
problemas sanitarios y la aparicion de enfermedades emergentes (Bondad-Reantaso et
al.,, 2005). Entre las principales enfermedades bacterianas de los peces, la
estreptococosis es considerada la principal patologia de origen bacteriano presente en
las tilapias. En Colombia las enfermedades causadas por Streptococcus agalactiae,
Aeromonas hydrophila y Edwardsiella tarda se reportan como las mayores amenazas
para la produccién de tilapia en nuestro pais (Rey et al., 2003), pero el patbgeno mas
importante desde el punto de vista sanitario, econdmico, social y de salud publica es el
Streptococcus agalactiae. Algunas medidas para la prevencion y control de la
estreptococosis incluyen los tratamientos antibidticos y las vacunaciones con bacterinas.
Los antibiéticos han incrementado la sobrevivencia de las poblaciones de peces
afectadas, pero a largo plazo, los Streptococcus desarrollan resistencia al medicamento
utilizado. Por otro lado, las vacunas: bacterinas con o sin sus productos extracelulares,

confieren proteccion contra cepas homdlogas, sin embargo, en algunos casos han
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favorecido el desarrollo de variantes de la misma bacteria (Verschuere et al., 2000). Por
lo tanto, la estrategia mas usada actualmente es el manejo de las condiciones
ambientales que prevengan el desarrollo de la enfermedad, como la disminucién de la
densidad de siembra y el control de la temperatura del agua (Agnew & Barnes, 2007).

Se sabe que para ingresar al hospedero algunas bacterias deben adherirse e invadir a
través de los epitelios de mucosas. En el caso del Streptococcus agalactiae tanto en
peces como en mamiferos, son pocos los estudios de los mecanismos de adherencia e
invasion a epitelios. En peces, la evidencia més cercana fue reportada por Iregui et al.,
(2016), quienes en un ensayo de inoculacion intragastrica de S. agalactiae observaron la
adhesion e invasion de la misma a través del epitelio gastrointestinal, proponiendo la via
oral como la principal ruta de ingreso del patégeno al hospedero. El conocimiento del
mecanismo de adherencia e invasion de S. agalactiae en las tilapias permitira formular
estrategias de prevencién y control ecolégicamente viables. En la presente investigacion
se propuso caracterizar morfolégicamente las primeras etapas de interacciéon hospedero
patdgeno (adherencia e invasion) de S. agalactiae a la mucosa intestinal de la tilapia
mediante la utilizacion de microscopia de luz, Microscopia Electrénica de Transmision,
Inmunoperoxidasa Indirecta (IPI) y tinciones de H&E, azul de toluidina y PAS-Alcian blue,
con el fin de establecer la principal ruta de translocacion utilizada por la bacteria para
atravesar el epitelio intestinal, repuesta de las células caliciformes del intestino a la
infecciébn con la bacteria, tipo de mucinas secretadas durante la infeccion (acidas o
neutras) y establecer un organocultivo in vitro de intestino de esta especie que permitiera

evaluar dicha interaccion.



Capitulo 1. Patobiologia de la estreptococosis en
peces

1.1 Estreptococosis en peces

1.1.1 Agente etioldgico

El término estreptococosis en patologia de peces agrupa una serie de procesos
causados por diferentes Streptococcus que inducen cuadros clinicopatolégicos similares
(Toranzo et al., 1994; Akhlaghi et al., 1996; Mizquiz et al., 1999; Toranzo et al., 2005).
Los Streptococcus son un género bacteriano de cocos Gram positivos, que en su
mayoria inducen enfermedad generalmente caracterizada por lesiones purulentas tanto
en las superficies corporales como en érganos internos y afectan un amplio rango de
hospederos (Cunningham, 2000), incluyendo a los peces. En los ultimos la enfermedad
es sistémica y en los casos de manifestacion clinica, cominmente cursa con signos
neuroldgicos. La estreptococosis se reporta en mas de 20 especies piscicolas cultivadas
en aguas dulces, estuarinas o saladas de muchas partes del mundo (Toranzo et al.,
1994; Mlzquiz et al., 1999; Kusuda & Salati, 1993).

Esta enfermedad es considerada actualmente uno de los problemas sanitarios mas
importantes en la acuicultura mundial debido a su amplia distribucion geogréfica, las
diversas especies afectadas, las cuantiosas pérdidas por mortalidad, costos de
tratamiento, disminucion en el crecimiento y dificultad en la comercializacion (Toranzo et
al., 1994; Bercovier et al., 1997; Shoemaker & Klesius, 1997). También se ha aumentado
la preocupacion por la creciente aparicién de casos clinicos en humanos (Weinstein et
al., 1997).

Para el afio 2000 se estimaron pérdidas anuales en la produccion piscicola de alrededor
de 150 millones de ddlares y éstas aumentaron a mas de 250 millones de ddlares al afio
en el 2008 (Klesius et al, 2000; Klesius et al, 2008).
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Los primeros reportes de estreptococosis en peces fueron hechos por Hoshina et al,
(1958) en truchas arco iris cultivadas en Shizouka Japon. Después de eso, Robinson &
Meyer (1966) informaron de dos epizootias, ambas en Golden shiner (Notemigonus
crysoleucas) con Streptococcus. Mientras tanto, Plumb et al. (1974) aislaron
Streptococcus sp. de mas del 50% de los peces enfermos durante una epizootia en las
bahias estuarinas a lo largo de la Florida, Alabama, y la costa del Golfo de México, en los
Estados Unidos en 1972. Desde entonces numerosas especies de peces han sido
encontradas susceptibles a la infeccion, incluyendo salmoén, salmonete, limpiabotas
dorado, pinfish, anguila, trucha de mar, tilapia, esturién y lubina rayada (Inglis et al.,
1993). Streptococcus también se ha aislado de una variedad de peces ornamentales,
incluyendo tiburén arco iris, tiburébn negro de cola roja, rosey barbs, danios, algunos
ciclidos incluidos Venustus Nimbochromis "Haplochromis" venustus, Pelvicachromis sp.
Y varias especies de tetras (Russo et al., 2006). Existen diferentes especies de
Streptococcus que causan enfermedad en peces, muchos de los cuales no se han
caracterizado completamente. La mayoria de las especies que son patbégenas para
peces se encuentran de forma natural en el medio ambiente. Algunos ejemplos de
especies de Streptococcus que se han asociado con enfermedad en peces incluyen
Streptococcus difficilis, aislado de peces en lIsrael; Streptococcus milleri, aislado de
muestras de rifibn de koi observado con ulceraciones externas y Streptococcus
parauberis, aislado de Turbot en una piscifactoria en el norte de Espafia (Austin & Austin
1999). Streptococcus iniae aislado de peces y mamiferos enfermos (Austin & Austin,
1999). Streptococcus agalactiae también conocido como streptococcus del grupo B
(GBS) es otra especie perteneciente a este género, la cual se ha asociado con
enfermedad en un amplio rango de hospederos: mamiferos, reptiles, anfibios y peces
(Elliott J et al., 1990). Se ha asociado a epizootias en peces silvestres y en cautiverio en
EE.UU., Israel, Kuwait, Tailandia y Brasil (Plumb et al., 1974; Baya et al., 1990; Eldar et
al., 1994; Evans et al., 2002; Duremdez et al., 2004; Salvador et al., 2005; Suanyuk et al.,
2005). GBS también se ha reportado en mamiferos acuéaticos como delfin nariz de botella
Tursiops truncatus, tanto en cautiverio como silvestres, (Zappulli et al., 2005; Evans et al.,
2006).

Las especies icticas con altos volumenes de produccién son las mas afectadas por

estreptococosis, entre ellas las tilapias.
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S. agalactiae y S. iniae son las principales especies bacterianas del género streptococcus
gue afectan la produccién de tilapia en el mundo (Evans et al., 2006). Dentro del grupo
de los cocos, S. iniae es considerado el méas importante (Agnew & Barnes, 2007). Este
afecta distintas especies de peces en el mundo, y se reportan casos en humanos. Fue
aislado por primera vez de abcesos subcutaneos en un delfin de agua dulce, Inia
geoffrensis en 1976 en los Estados Unidos (Pier & Madin, 1976), desde entonces la
bacteria ha sido reportada en muchas especies de peces estuarinos, marinos y de agua
dulce de 15 paises en 5 continentes, incluyendo Africa, Asia, Oceania, Europa y América.
Las especies de peces susceptibles incluyen ayu (Kitao et al., 1981), barramundi
(Bromage et al., 1999), salmon coho (Eldar et al., 1995), seabass europeo (Zlotkin et al.,
1998), mullet gris (Eldar et al., 1995), grouper (Kvitt & Colorni, 2004), trucha arcoiris
(Eldar et al., 1994), red drum (Shen et al., 2005), snapper (Ferguson et al., 2000), silver
bream (Bromage & Owen, 2002), tilapia (Klesius et al., 2006), and yellowtail (Kaige et al.,
1984).

Por otro lado, S. agalactiae, identificado por primera vez a partir de muestras de rifién,
ojo, higado y fluidos corporales de un pez en Alabama (Wilkinson et al.,, 1973) y
posteriormente diagnosticado como causa de meningoencefalitis en peces en 1994,
(identificado inicialmente como Streptococcus difficile) (Eldar et al.,, 1994), es aislado
cada vez con mayor frecuencia en brotes de mortalidad en el ambito mundial y es
considerado actualmente como el principal patégeno de peces cultivados en granjas,
principalmente tilapia (Delannoy et al., 2013) y es reconocido como el principal agente
etioldgico relacionado con septicemia y meningoencefalitis en peces (Eldar et al., 1995;
Evans et al., 2006), causante de brotes de morbi-mortalidad (Mian et al., 2009).
Adicionalmente, se considera como la especie mas comun en peces de aguas calidas
bien sean dulces, marinas o estuarinas (Evans et al., 2002). Fue reportado por primera
vez en Shiners de agua dulce en cautiverio en 1966 (Robinson & Meyer, 1966). Ha sido
reportada en peces de 7 paises en 2 continentes; Estados Unidos, Honduras y Brasil
(América), Israel, Japdn, Kuwait y Tailandia (Asia). Este patdgeno también se ha aislado
de 17 especies de peces como trucha arco iris, dorada, tilapia, jurel, pez gato, corvina,
killfish, lacha sp., salmonete sp. y palometa plateada (Wilkinson et al., 1973; Plumb et al.,
1974; Rasheed y Plumb, 1984; Elliot et al., 1990; Baya et al., 1990; Eldar et al., 1995;
Vandamme et al., 1997; Evans et al., 2002; Duremdez et al., 2004; Suanyuk et al., 2005;
Salvador et al., 2005; Evans et al., 2006a; Kim et al., 2007; Garcia et al., 2008).
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En 1999 se identifico por primera vez en Colombia la estreptococosis en hibridos de
tilapias de cultivo (Pulido et al., 2000). La posterior secuenciacion del ADN de distintos
aislamientos obtenidos de varias regiones del pais demostr6 un 98,8% de
correspondencia genémica con S. agalactiae y es hasta el momento el Unico
Streptococcus de peces reportado en nuestro pais (Jiménez et al., 2007).

1.1.2 Situacién epidemioldgica nacional e internacional de la

estreptococosis

La estreptococcosis tiene muy pocas limitaciones de fronteras geograficas 6 de
especificidad de huésped (Bromage et al., 1999). Desde que el primer caso de esta
enfermedad fue reportado en trucha arcoiris O. mykiis en el Japon por Hoshina et al.
(1958), S. iniae y S. agalactiae han sido reportados en 23 paises de los cinco
contienentes, especialmente en regiones tropicales que cultivan peces de aguas calidas.
Hasta el afio 2012 S. agalactiae habia sido reportado en siete paises de 2 continentes:
Estados Unidos, Israel, Japén, Kuwait, Tailandia, Brasil, Colombia. (Bercovier et al.,
1997; Perera et al., 1997; Shoemaker and Klesius, 1997; Bowser et al., 1998; Bromage et
al., 1999; Pulido et al, 1999; Evans et al., 2002; Duremdez et al., 2004; Klesius et al.,
2006; Russo et al., 2006; Mian et al., 2009). Recientemente se han reportado brotes de la
enfermedad en paises como Honduras, Costa Rica, China y Australia. (Bowater et al.,
2012; Delannoy et al., 2013; Pridgeon and Zhang, 2014).

En la actualidad se ha determinado una diversidad genética significativa entre los
aislamientos de S. agalactiae de peces provenientes de diversas regiones geograficas
como también entre los aislamientos de peces y otras especies animales incluyendo los
humanos (Zhao et al., 2006; Fuster et al., 2008; Suanyuk, et al., 2008). A pesar de la
diversidad genética existente, se ha demostrado la capacidad de aislados de S.
agalactiae de humanos y bovinos, de infectar y causar enfermedad y mortalidad en

Tilapias (Pereira et al., 2010).

En Colombia se ha detectado la bacteria en hibridos de tilapia roja (Orechromis spp.),
tilapia nilotica (Oreochromis niloticus) y trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiis), en los
departamentos del Tolima, Huila, Valle del Cauca, Meta y Casanare. Hasta el momento,

de los Streptococcus reportados internacionalmente, solamente se ha logrado identificar
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en el pais el S. agalactiae, por medio de la técnica de PCR a partir de aislamientos
obtenidos de brotes de enfermedad (Pulido et al., 1999; Iregui et al., 2004, Jiménez et al,
2007; Hernandez et al., 2009).

La transmision de la estreptococcosis es principalmente horizontal, por contacto directo
con peces infectados 0 alimento fresco contaminado. La principal fuente de infeccién son
las bacterias liberadas al agua por los peces enfermos o muertos (Kitao, 1993;
Shoemaker and Klesius, 1997, Vendrell et al., 2006, Mian et al., 2009). La principal via de
ingreso de S. agalactiae a los peces es a través del tracto gastrointestinal (Iregui et al.,
2013; Iregui et al., 2016). Esto se ha comprobado experimentalmente a través de
ensayos de inmersion y cohabitacion de peces sanos con enfermos (Prieta et al., 1993;
Ferguson et al., 1994; Chang and Plumb, 1996; Perera et al., 1997; Bromage et al., 1999;
Shoemaker et al., 2000; Iregui et al., 2014; Iregui et al., 2016). Asi mismo, se ha replicado
el proceso inoculando la bacteria en las narinas (Evans et al., 2000), por inyeccion
intramuscular e intragastrica (Sugiyama et al. 1981; Kusuda and Salati, 1993; Neely et
al., 2002) y por las branquias (McNulty et al., 2003; Mian et al., 2009). Otros factores
desencadenantes de la transmision de la enfermedad son: el desplazamiento vy
alimentacién en grupo en cercania a peces muertos, el canibalismo de los ojos y visceras
(Plumb et al., 1974); la utilizacion de peces crudos en la alimentacion de otros peces en
cultivo (Toranzo et al., 1994; Domenech et al., 1996); el concentrado contaminado con la
bacteria (Brangg and Broere, 1986). El agua, fango y los peces que sobreviven a los
brotes de enfermedad han sido identificados como potenciales reservorios de la bacteria
(Toranzo et al., 1993; Akhlaghi et al., 1996; Shoemaker and Klesius, 1997; Bromage et
al., 1999).

El mantenimiento de la enfermedad en una poblacion ocurre gracias a la existencia de
portadores aparentemente sanos, estado que ha sido demostrado en salmén, trucha arco
iris, striped bass y tilapia (Toranzo et al., 1993; Eldar et al., 1995; Akhlaghi et al., 1996;
Romalde et al., 1996). Los peces enfermos o clinicamente sanos eliminan la bacteria via
intestinal o cuando mueren, permitiendo de esta manera la infeccion de peces sanos e

iniciar asi un nuevo ciclo de vida bacteriano (Mlzquiz et al., 1999).

El aislamiento de Streptococcus sp. del fango y de crustaceos presentes en una granja

con problemas severos de estreptococcosis puede indicar que esta bacteria es un
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habitante normal del ambiente, que ha sido liberada y mantenida constantemente en el
medio, por animales infectados subclinicamente. Otros organismos, como los crustaceos,
especies icticas ajenas a la explotacién o especies terrestres predadoras, pueden actuar
como reservorio de la infeccion (Bragg and Broere, 1986). Algunos parasitos como las
sanguijuelas (Batracobdelloides tricarinata) también se consideran posibles vectores de
la bacteria (Bragg and Broere, 1986). La movilizacion de animales entre granjas puede
ser también un mecanismo de difusién (Kitao ,1993). Condiciones experimentales de bajo
oxigeno disuelto, altas concentraciones de amonio, nitritos y nitratos, elevadas
temperaturas y distintas practicas de manipulacién desencadenan la diseminacion de la
enfermedad y la morbilidad (Eldar et al., 1995). Algunos autores reportan como
importantes factores de riesgo el aumento de la temperatura del agua, el aumento del
pH, la disminucién del oxigeno disuelto y las densidades altas (Perera et al., 1997;
Shoemaker et al., 2000; Vendrell et al., 2006; Mian et al., 2009).

Otros factores que probablemente incrementan el riesgo de infeccién son: el gran nimero
de protozoarios y trematodos en branquias y piel, altas densidades y pobre calidad del

agua (Baya et al., 1996).

1.2 Streptococcus agalactiae

Streptococcus del Grupo Lancefield B (GBS) o Streptococcus agalactiae es una bacteria
Gram positiva encapsulada la cual exhibe  hemdlisis en agar sangre. Fué identificado a
partir de muestras de leche de vaca y como causa de mastitis en bovinos antes del afio
1930. El interés por la patogenesis de GBS se inici6 en la década de 1960, cuando se
centro la atencién en la meningitis neonatal causada en humanos por este microrganismo
(Jones et al., 1968). En 1970, un gran numero de publicaciones estuvieron enfocadas a
la colonizacién, respuesta inmune, tratamiento con antibiéticos y diagnéstico de
infecciones por GBS en vacas y humanos. (Paredes et al., 1976; Schauf et al., 1976). En
la década de los 80 las investigaciones se enfocaron en dilucidar factores de virulencia
especificos, tales como el polisacarido capsular sialilado, toxinas y proteinas de
superficie (Wilkinson et al., 1978; Gibson et al., 1999; Spellerberg et al., 1999). El estudio

de la patogénesis de GBS ha progresado a una nueva era en este milenio.
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Se clasifica en diez serotipos (la, Ib, Il al IX) por diferente antigenicidad del polisacarido
capsular (Cieslewicz et al., 2005; Slotved et al., 2007). Es un patégeno oportunista que
puede ser portado de forma asintomética en los tractos genitales y gastrointestinales
inferior de madres humanas embarazadas y transmitirse a los bebés en el Utero o
durante el parto, a través del tracto vaginal o por aspiracion. Causa enfermedades graves
como meningitis, neumonia y septicemia en las madres y los nifios (Mullaney et al.,
2001). Se ha reportado como un comensal del tracto gastrointestinal y genitourinario de
hasta el 30% de adultos sanos y es la causa principal de infecciones neonatales
invasivas en los paises industrializados (Phares et al., 2008; Manning et al., 2009).

La infeccién neonatal por S. agalactiae se puede presentar de dos formas: forma de
aparicion temprana (early onset disease - EOD) y forma de aparicion tardia (late onset
disease - LOD). La forma de presentacion temprana va desde el nacimiento hasta los 7
dias de edad, pero tiene un promedio de presentacion entre las 6-8 horas de vida. Los
neotatos afectados pueden presentar neumonia e insuficiencia respiratoria complicada
por infeccion del torrente sanguineo, septicemia y shock séptico (Cowgill et al., 2003;
Baker y Edwards, 2001). Estos casos son el resultado de una infeccion ascendente de la
bacteria a través de las membranas de la placenta para iniciar la infecciéon en el Utero o
en su defecto, por la aspiracién de secreciones vaginales infectadas durante el proceso
del parto. Los bebés con bajo peso al nacimiento o prematuros tienen mayor riesgo de
desarrollar una infeccion de aparicion temprana. La infeccion placentaria por GBS a
menudo desencadena parto prematuro. La segunda forma de presentacion de la
enfermedad (forma de aparicion tardia - LOD) ocurre en una etapa posterior de la vida y
va desde una semana a tres meses después del parto (Cowgill et al., 2003), incluso se
reporta en bebés de hasta 7 meses de edad (Baker y Edwards, 2003). En esta etapa
GBS entra al torrente sanguineo y atraviesa la barrera hematoencefélica e infecta el

sistema nervioso central, causando meningitis (Cowgill et al., 2003).

GBS también puede afectar personas adultas, especialmente aquellas personas que
presentan enfermedades subyacentes como diabetes, deterioro neurolégico, cancer de
mama y cirrosis. En estos la forma de presentacion incluye neumonia, infeccion de
tejidos blandos, e infeccion de articulaciones y huesos. En casos particulares, infeccién
por GBS puede progresar a fascitis necrotizante y sindrome de shock téxico. Estudios de

asociacion también encontraron que los adultos con condiciones predisponentes como
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diabetes mellitus son més propensos a infecciones de tejidos blandos y el sindrome de
shock toxico (Sendi et al., 2008). Adicionalmente, estudios epidemioldégicos mostraron
gue las cepas mas invasoras pertenecen a los serotipos la, Ill y V, mientras que el
serotipo Il ha sido el principal asociado con enfermedad invasiva y meningitis neonatal
(Tyrrell et al., 2000).

La tasa de mortalidad en adultos se aproxima al 15% en los paises de América del Norte,
Asia y Europa (Phares et al., 2008; Chaiwarith et al., 2011). La incidencia de la
enfermedad por GBS en mujeres adultas ho embarazadas ha aumentado en los ultimos
afios (Chaiwarith et al., 2011). Los factores que impulsan la aparicion de la enfermedad

en adultos, son pobremente entendidos (Delannoy et al., 2013).

GBS es también un problema significativo en agricultura y veterinaria, ya que puede
colonizar la glandula mamaria de los rumiantes y es la principal causa de mastitis
subclinica (Sorensen et al., 2010). Tiene una amplia gama de huéspedes, incluyendo
animales terrestres y acuaticos, entre los que se encuentran ratones, gatos, perros,
hamsters, camellos, caballos, cerdos de guinea, ranas y peces (Elliott et al., 1990; Johri
et al., 2006).

Se ha demostrado que GBS causa morbilidad y mortalidad significativa entre una
variedad de especies de peces de agua dulce y agua salada, incluyendo la tilapia del Nilo
Oreochromis niloticus (Salvador et al., 2005). Los signos clinicos, lesiones
macroscopicas y microscépicas varian en extension y severidad segun la especie
afectada; sin embargo, los mas frecuentemente identificados son: letargia, dificultad en el
desplazamiento, nado errdtico y en circulos con severa curvatura del cuerpo y rigidez
dorsal, acompafiados de exoftalmia y opacidad corneal, (Plumb et al., 1974; Boomker et
al., 1979; Rasheed et al., 1984; Kitao, 1993; Bercovier et al., 1997; Eldar and Ghittino,
1999; Pulido, 2004). Esta signologia ha sido también la predominante en casos de
enfermedad en las granjas productoras de Tilapia en Colombia con brotes de S.
agalactiae (Pulido, 2004; Hernandez, 2009).
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1.2.1 Formas de presentacion y manifestaciones patoldgicas en

peces

Existen dos formas de presentacion de la enfermedad con caracteristicas
patoldgicas diferentes: forma sistémica (casos agudos), con mortalidad alta y subita
(Evans et al., 2002) y forma cronica con signos y lesiones més variados y severos
con formacién de granulomas y mortalidad baja pero insidiosa (Boomker et al.,
1979; Bromage et al., 1999; Pulido et al., 2004). El cuadro clinico observado en
Colombia tiende a ser un proceso crénico con bajas pero constantes mortalidades;
(Pulido et al., 1999; Iregui et al., 2004).

Las lesiones macroscopicas mas comunmente observadas en la estreptococosis
incluyendo la causada por S. agalactiae son: higado con congestion ¢ palidez, y con
hepatomegalia (Boomker et al.,, 1979; Eldar & Ghittino, 1999; Hernandez, 2009). El
corazén puede aparecer cubierto por un material fibrinoso (Chang and Plumb, 1996;
1996; Pulido, 2000; Hernandez, 2009) y el rifidn congestionado (Boomker et al., 1979;
Prieta et al., 1993). En la luz intestinal y en la cavidad abdominal es comdn notar la
presencia de fluidos sanguinolentos 6 un material gelatinoso amarillo-verdoso (Plumb et
al.,, 1974; Bragg & Broer, 1986; Hernandez, 2009); hemorragias en las paredes
abdominales, acumulo de fluido sanguinolento, en ocasiones con apariencia purulenta y
formacion de membranas fibrinosas (Plumb et al., 1974; Rasheed et al., 1984; Eldar et
al., 1995; Nieto et al., 1995; Bromage et al., 1999).

De acuerdo con la signologia nerviosa caracteristica, el cerebro se muestra como uno de
los sitios primarios de infeccion, hecho descrito tanto para el S. agalactiae como para
otras especies de estreptococos (Pulidoet al., 2004; Hernandez et al., 2009). La lesion
mas comunmente reportada es una meningoencefalitis, en ocasion de caracter
hemorragico (Boomker et al., 1979; Eldar et al., 1995; Baya et al., 1996; Bercovier et al.,
1997; Eldar & Ghittino, 1999). Se reporta la presencia de bacterias en el espacio
perivascular y en el interior de los capilares cerebrales (Nieto et al., 1995; Eldar and
Ghittino, 1999; Pulido, 2000), de igual manera, se describen lesiones mas severas con
areas de malacia y presencia de granulomas meningeos (Kaige et al., 1984; Nieto et al.,
1995; Perera et al., 1997; Pulido, 2000).
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El segundo érgano mas afectado es el globo ocular, en el cual comiinmente se encuentra
endoftalmitis y panoftalmitis fibrinonecrotica y hemorrégica severa, con presencia masiva
de macréfagos y bacterias comprometiendo en ocasiones el nervio éptico (Boomker et
al., 1979; Rasheed et al., 1985; Baya et al., 1996; Chang & Plumb, 1996; Perera et al.,
1997; Pulido, 2000).

En el corazon se suele reportar epicarditis severa asociada a un gran numero de
bacterias (Ferguson et al., 1994; Baya et al., 1996; Eldar & Ghittino, 1999). Pulido et al,

(1999) reportaron la presencia de granulomas por S. agalactiae en este érgano.

La intensidad de las lesiones y signos clinicos depende de factores relacionados con la
variedad de S. agalactiae, dosis infectiva, cantidad de agua, temperatura, biomasa vy

también manejo (Chang et al., 1996).

1.2.2 Caracteristicas de la bacteria

Reino: Bacteria, Phylum: Firmicutes, Clase: Bacilli, Orden: Lactobacillales, Familia:
Streptococcaceae, Género: Streptococcus, Especie: Streptococcus agalactiae. El primer
intento por diferenciar los Streptococcus fue probablemente hecho en 1903 por
Shottmuller, quien emple6 agar sangre para diferenciar las cepas  hemoliticas de las no
hemoliticas (Facklam, 2002). Hasta 1933 las pruebas fenotipicas fermentacion y
tolerancia a condiciones de cultivo fueron las Unicas usadas para diferenciarlos.
Funcionalmente, los estreptococos del grupo B se clasifican como bacterias acido
lacticas homofermentativas, ya que producen &cido lactico como producto Unico o
principal de la fermentaciéon de carbohidratos. Cocos Gram positivos de 0.6-0.8 ym de
didmetro, no motiles, no esporulados, anaerobios facultativos, no producen catalasa,
acido sulfhidrico, indol, ornitina ni oxidasa (Austin & Austin, 1985; Kitao, 1993; Perera et
al., 1994). Junto con la mayoria de las otras bacterias acido lacticas pertenecen al
Phylum Firmicutes, orden Lactobacillales. Este es un orden diverso que contiene géneros
bacterianos importantes industrialmente incluyendo Lactococcus, Enterococcus,
Streptococcus, Oenococcus, Pediococcus, Leuconostoc y Lactobacillus (Makarova et al.,
2006). La familia Streptococcaceae incluye la especie Enterococcus, generalmente
asociada con las heces, Lactococcus, asociado con las plantas y los productos lacteos, y

Streptococcus (Makarova et al., 2006).



Capitulo 1. Patobiologia de la estreptococosis en peces 13

Sherman (1937) propuso un esqguema para ubicar los estreptococos en cuatro categorias
de acuerdo a su reaccion hemolitica, los antigenos de carbohidratos y las pruebas
fenotipicas. Las cuatro divisiones fueron la pidégena, la viridans, la lactica y los
enterococos (Sherman, 1937). Finalmente, basados en la secuencia del gen 16S rARN,
las especies estreptocécicas de importancia clinica se han organizado en seis grupos en
funcibn de sus caracteristicas patégenas y clinicas; el grupo piogénico, el bovis, el
anginosus, el salivarius, el mutans, y el mitis. Fig. 1-1, (Nobbs et al., 2009).

Figura 1-1:. Distribucién de los principales estreptococos de importancia clinica de
acuerdo a sus caracteristicas patogénicas y clinicas
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S. agalactiae pertenece al grupo pidgeno. Los estreptococos del grupo piégeno se
identifican en placas de agar sangre por la clasica zona de hemdlisis B rodeando las
colonias. Aunque existen algunos S. agalactiae aislados de humanos, peces, bovinos,
ranas y ratones que se caracterizan por ser débilmente hemoliticos y no hemoliticos

(Berridge et al., 2001), entre estos Ultimos se encuentra el S. agalactiae aislado de peces
en Colombia (Delannoy et al., 2013).

Una clasificacién adicional para los GBS es por tipificacion serologica del polisacarido
capsular, un método desarrollado por Rebecca Lancefield en la década de 1940, cuyo

principio se basaba en demostrar antigenos de grupos especificos de carbohidratos
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(sustancia C) asociados con las cepas B hemoliticas, definiendo seis grupos antigénicos
A, B, C, E, Fy G, lo que representd un avance para su identificacion ( Lancefield 1933;
Facklam 2002). S. agalactiae es seroldégicamente clasificado como del grupo Lancefield
B, por lo que se llama cominmente Streptococcus del grupo B o GBS (Greenwood et al.,
2002). A pesar de ser descrito como un microorganismo homofermentativo, se cree que
es capaz de fermentar una variedad de fuentes de carbono para producir un nimero
de subproductos diferentes, incluyendo lactato, acetato, etanol, formiato y acetoina.
Cepas de S. agalactiae procedentes de bovinos son capaces de fermentar la lactosa,
presente en altos niveles en la glandula mamaria; esto es con menos frecuencia visto
en las cepas aisladas de humanos (Sorensen et al.,, 2010). El organismo es
aerotolerante y puede someterse a respiracion si el ambiente le suple guinona o
hemo los cuales activaran la cadena de transporte de electrones (Yamamoto et al.,
2006; Rezaiki et al., 2008). GBS es autétrofo para varios aminoacidos esenciales.
Basados en la secuenciacién del genoma parece que el S. agalactiae tiene un
metabolismo bioenergético genéticamente similar al de Lactococcus (Glaser et al.,
2002). Estreptococos del grupo B son sub clasificados en diez serotipos segun la
reactividad inmunolégica del polisacarido capsular la, Ib, Il - IX. De estos, los
serotipos la, Ib, Il, lll y V son responsables de la mayoria de la enfermedad invasiva
en humanos. El serotipo Il es el serotipo més frecuentemente aislado de la
enfermedad neonatal y se asocia con 80 % de casos de meningitis neonatal. El
serotipo V es el serotipo mas comun aislado de Infeccion por GBS en adultos no
gestantes (Glaser et al., 2002; Johri et al., 2006).

Numerosos métodos moleculares han sido usados para estudiar la epidemiologia de S.
agalactiae. Entre los métodos comparativos de tipificacion tenemos: electroforesis de
campo pulsado (PFGE), el cual es utlizado para investigaciones de brotes de
enfermedad (Bishop et al., 2007; Wang et al., 2010). Para analisis genéticos de
poblaciones son preferibles métodos de tipificacion altamente estandarizados y portatiles,
como por ejemplo multilocus sequence type (MLST), el cual se basa en la secuenciacion
de fragmentos internos de siete genes constitutivos del DNA, o genotipificacion 3-set, la
cual se basa en la secuenciacion de fragmentos del genoma accesorio contenido en la
bacteria. (Enright and Spratt, 1998; Maiden et al., 1998). Mediante MLST se han
identificado seis principales complejos clonales (CC); CC1, CC10, CC23, CC19, CC17 y
CC67 (Jones et al., 2003; Tettelin et al., 2005; Sorensen et al., 2010; Tazi et al., 2010).
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De estos, el tipo de secuencia 17 (ST17) es el predominante ST aislado en casos de
meningitis neonatal humana y este linaje parece representar un clon invasivo de gran
éxito, por lo que es descrito como hipervirulento (Jones et al., 2003; Brochet et al., 2006;
Manning et al., 2009).

Cepas aisladas de Tilapias de tres paises del continente americano (Honduras (4 cepas),
Colombia (4 cepas) y Costa Rica(1l cepa)) fueron analizadas mediante diversas técnicas
como: prueba de hemdlisis, multilocus sequence type (MLST), electroforesis de campo
pulsado (PFGE), serotipificacion molecular (MS), y perfiles génicos de proteinas de
superficie y elementos genéticos moviles y se encontré6 que todas las cepas
caracterizadas de los 3 paises fueron no hemoliticas, pertenecientes al CC 552, ST 260 y
serotipo |b, adicionalmente fueron negativas a las proteinas de superficie y elementos
genéticos moviles evaluados. Estas cepas y otros miembros de su complejo clonal
Unicamente han sido reportadas en poiquilotermos y hasta el momento no se han

encontrado en humanos (Delannoy et al., 2013).

GBS puede crecer en medios simples, aunque los medios de cultivo usualmente
empleados para el aislamiento de estas bacterias deben ser suplementados con sangre
ovina desfibrinada al 5%; dentro de estos se pueden mencionar: agar tripticasa soya
(TSA) (Perera et al.,, 1994; Baya et al., 1996; Cheng and Chen, 1998), agar triptona
sangre (BTA) (Bragg and Broere, 1986; Ceschia et al., 1992), y agar infusién cerebro
corazén (BHI) (Prieta et al., 1993; Nieto et al., 1995; Yuasa et al., 1999). En general,
durante 18-24 h de incubacién en agar sangre se obtiene el crecimiento de colonias
pequefias (0.5 -1.5 mm), blancas opacas, viscosas, redondeadas y con un borde liso
(Plumb et al., 1974; Boomker et al., 1979; Bragg and Broere, 1986; Ceschia et al., 1992;
Prieta et al., 1993; Perera et al., 1994; Yuasa et al., 1999). La alta viscosidad
comunmente observada de estas colonias ha sido asociada a la presencia de una

capsula muy prominente (Yoshida et al., 1996).

El empleo de medios selectivos favorece la recuperacion del GBS. Se han desarrollado
multiples medios de cultivo selectivos para estas bacterias. Kitao et al., (1979) usaron
caldo tioglicolato suplementado con azida de sodio (0.025%) para el aislamiento de

Enterococcus seriolicida de agua marina y fangos alrededor de las explotaciones de
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yellowtail. Otros agentes selectivos utilizados en los medios de cultivo son: gentamicina,
acido nalidixico, colistina o cristal violeta (De la Rosa and De Cueto, 2004).

Las pruebas bioquimicas mas utilizadas son el CAMP-test, la hidrdlisis del hipurato y la
resistencia a discos de bacitracina y cotrimoxazol, aunque ninguna de ellas es especifica
(Tabla 1-1). En medios de cultivo especiales, el GBS produce un pigmento de color rojo
naranja que es caracteristico, y que permite su identificacion directa sin necesidad de
otras pruebas. Las cepas no hemoliticas no producen pigmento (De la Rosa and De
Cueto, 2004).

Tabla 1-1: Principales caracteristicas de identificacion de Streptococcus agalactiae

aislado de peces.

Pruebas de identificacion de Streptococcus agalactiae aislados de peces.

Prueba S. agalactiae
Gram Cocos Gram+
Hemolisis -0+
Catalasa -
Oxidasa -
Crecimiento en NaCl 6.5% +

Bilis esculina -

Tolerancia a 45°C -

Arginina -

Ureasa -
PYR -

Hidrdlisis del Hipurato de Na -
Motilidad 37°C -

Reaccion Voges Proskauer -

Asimilacion de carbohidratos (sucrosa, arabinosa, | Sucrosa+
lactosa, maltosa, manitol, rafinosa, sorbitol,

trehalosa)

NP: Prueba no practicada. Adaptado de (Hernandez
et al., 2005)
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1.2.3 Diagnastico

El diagnostico presuntivo de la estreptococosis se basa fundamental en la presencia de
los signos clinicos y el aislamiento de cocos Gram (+) de 6rganos internos. Una vez se
obtiene el crecimiento de colonias puras en los diferentes medios de cultivo, es necesaria
una confirmacion mas precisa mediante pruebas fisioldgicas y bioquimicas (Kitao, 1993;
Shoemaker and Klesius, 1997).

Técnicas de inmunohistoquimica han sido utilizadas exitosamente para la identificacion
de Streptococcus sp. en trucha arco iris, yellowtail y tilapia, la inmunohistoquimica como
la inmunoperoxidasa indirecta (IPl) ha mostrado una mayor sensibilidad en comparacion

con el aislamiento microbiolégico (Bragg, 1988; Hernandez et al., 2009).

En Colombia, el diagndstico de la estreptococcosis se viene realizando mediante el uso
simultdneo de necropsia, histopatologia, IPl, microbiologia y PCR a partir de colonias
bacterianas; bien sea en casos de mortalidad o en programas de monitoreo sanitario que

se han realizado periddicamente con propositos preventivos (Iregui et al., 2004).

1.2.4 Mecanismos de virulencia

Quizas el principal mecanismo de virulencia es la presencia del polisacarido (PS) de la
pared celular, asociado a la capacidad de actividad antifagocitica dentro de los
macro6fagos del hospedero. Adicionalmente, se describen otros mecanismos de virulencia
como las estreptolisinas O y S que son en esencia hemolisinas (Velasco and Yamasaki,
2002). Son varios los mecanismos de virulencia descritos, sin embargo, la capsula es la
gue le confiere mayor habilidad para su permanencia en el hospedero. El potencial de
virulencia de los estreptococos no es determinado Unicamente por su repertorio de
genes, sino que ademas depende de la regulacién diferencial de su expresion, que a su

vez obedece a las condiciones ambientales del hospedero (Olsen et al., 2009).

1.2.5 Mecanismos de adherencia de S. agalactiae

Como muchos otros patégenos GBS puede adherirse a la superficie de las células del
huésped por unién a diferentes proteinas celulares (Spellerberg et al., 1999). Se ha
demostrado que GBS se adhiere e invade las células del epitelio vaginal (Sheen et al.,

2011), epitelio pulmonar y células endoteliales de la microvasculatura del cerebro
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humano (Rubens et al., 1991, Rubens et al., 1992, Tazi et al., 2010) y membranas de la
placenta (Tamura et al., 1994). También se ha demostrado adherencia e invasion en
tejidos cultivados in vitro y en tejidos de organismos con infecciobn natural. Se ha
propuesto que la maxima adherencia de la bacteria a las superficies mucosas ocurre a
pH acido (Tamura et al., 1994). Interacciénes de baja afinidad de la bacteria con las
células epiteliales son mediadas por el acido lipoteicoico amfifilico asociado a la pared
bacteriana, mientras interacciones de alta afinidad con las células del hospedero son
mediadas por una serie de proteinas hidrofébicas superficiales de diversos tamafios
sensibles a pronasa (Wibawan et al., 1992). Investigaciones recientes han revelado que
estas interacciones de alta afinidad con el epitelio mediadas por proteinas, generalmente
proceden a través de un intermediario: GBS se une a componentes de la matriz
extracelular como fibronectina, fibrinégeno y laminina. Se conoce que estas proteinas
interactlan con proteinas ancladas a las células del hospedero tales como integrinas y
median la adherencia de patdgenos Gram positivos (Schwartz-Linek et al., 2004). La
adherencia a la matriz extracelular es un factor importante en el establecimiento de la
enfermedad. Algunas cepas altamente virulentas como la ST-17 muestran propiedades
mejoradas de adherencia, debido a una combinacién de una proteina de superficie Unica
HvgA (Tazi et al., 2010), regulacion de unién a fibrin6geno a través del sistema de dos
componentes (TCS) RgfA / C (Al Safadi et al., 2011) y una proteina Srr-2 de unién a
gueratina (Seifert et al., 2006). Algunas cepas presentan elementos de adhesion
especificos para las especies que colonizan. Por ejemplo, cepas de la especie bovina no
contienen la proteina ScpB de union a fibronectina y la proteina Lmb de unién a laminina
(Lindahl et al., 2005). El éxito de la colonizacion de las membranas mucosas por GBS
podria inicialmente ser dependiente de la capacidad del microorganismo para interactuar
con la matriz extracelular (MEC). La MEC es un componente estructural de las capas
celulares epiteliales y endoteliales que consisten en glicoproteinas como colageno,
laminina, fibronectina y fibrinégeno. Interacciones iniciales de baja afinidad entre el acido
lipoteicoico de la pared celular de los microorganismos y la MEC permite a las proteinas
de superficie expresadas formar uniones fuertes con los componentes de la MEC. GBS
tiene numerosas proteinas de superficie implicadas en la union a células epiteliales,
endoteliales y componentes de la MEC; dos de estas proteinas que atraen el interés
actualmente son el pili y la proteina HVGA la cual es una variante de BibA expresada por
la cepa de GBS ST-17 que le permite incrementar la adherencia e invasion a las células

del epitelio intestinal y las células de la barrera hematoencefalica, lo cual podria explicar
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la estrecha asociacién del clon ST-17 con la enfermedad neonatal tardia (LOD) (Tazi et
al., 2010; Tazi et al., 2012). EIl papel del pili en la adhesiéon e invasion del GBS ha
demostrado ser importante en la capacidad del microorganismo para adherirse e invadir
multiples tipos de células (Lauer et al., 2005; Dramsi et al., 2006; Maisey et al., 2008b).
En los organismos Gram positivos se ha encontrado que el pili juega un papel importante
en la adhesion celular y la formaciéon de biofilm. Todos los aislados clinicos de GBS
codifican un pili a partir de al menos uno de los dos locus, PI-1 y PI-2 (que tiene dos
variantes alélicas Pl2a y PI2b). Los pili de Streptoccocus del grupo B son estructuras
triméricas; una subunidad menor PilC forma la base, subunidades covalentemente unidas
de la pilina principal PilB forman la columna vertebral y PilA (la adhesina) se encuentra a
lo largo de la columna vertebral y forma la punta. PilA es capaz de unirse a coladgeno por
un tipo de dominio del factor Von Willebrand (Gilmore et al., 2003). El pili no siempre es
esencial para la unién a células (Jiang et al., 2012), probablemente debido a los otros
numerosos factores de adherencia en la superficie del organismo. Sin embargo, hay méas

apoyo para el papel del pili en la invasion celular (Tazi et al., 2012).

La union a la MEC es multifactorial, ya que las proteinas que muestran propiedades de
unién aisladas son prescindibles para la union en todo el organismo (Dramsi et al., 2012).
Ademas, muchas de las proteinas parecen tener multiples ligandos, permitiéndole a la

bacteria adherirse a una gama diversa de células.

Beckmann et al., (2002) demostraron que la serino proteasa de GBS Cb5a peptidasa
(ScpB) media la unién de la bacteria a fibronectina. Ademas, le permite evadir la

respuesta inmune del hospedero (Takahashi et al., 1995).

1.2.6 Regulacion de la adherencia

GBS tiene un nimero de sistemas regulatorios que le permiten responder y adaptarse a
los diferentes medioambientes encontrados en el huésped. Las proteinas implicadas en
la adherencia parecen estar bajo regulacibon a menudo negativa. El regulador
transcripcional RovS y el sistema de dos componentes CovS/R son represores de
multiples genes que le confieren a la bacteria capacidad de adherencia a diferentes
células y a la MEC. Algunas cepas a las cuales se les ha hecho deleccién del sistema de

dos componentes CovS/CovR, muestran una alta capacidad de adherencia (Lamy et al.,
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2004, Jiang et al., 2005). CovS/R es un represor del factor de transcripcion Rga el cual es
un regulador positivo del pili y la proteina Srr-1 (Dramsi et al., 2012). Sin embargo, la
sobreexpresion de la proteina del pili PI-1 en cepas con deleccion de CoVs/R no parece
contribuir a la hiper-adherencia (Jiang et al., 2012). Cepas mutantes CoVs/R también
muestran sobreexpresion de proteinas de la pared celular, tales como Biba y ScpB las
cuales se ha indicado que participan en la adherencia (Lamy et al., 2004, Jiang et al.,
2005). Cepas con deleccion del factor ROV mostraron un aumento de la expresion de la
proteina de unidn a fibrinégeno fsbB y demostraron un incremento en la union a células
epiteliales y fibrindbgeno (Samen et al., 2006). La regulacion de la union a fibrinégeno a
través de la TCS RgfA/C ha sido implicado como un factor que conduce a hiper-

adherencia en cepas altamente virulentas ST-17 (Al Safadi et al., 2011).

1.2.7 Mecanismos de invasion del S. agalactiae

Se ha encontrado que durante la infeccion sistémica GBS atraviesa el epitelio pulmonar,
endotelio, la barrera hematoencefalica (BBB) y el epitelio intestinal, logrando acceder a
los diferentes compartimentos del organismo, tales como el compartimento amniético,
torrente sanguineo y sistema nervioso central. La translocacion bacteriana de las
barreras celulares puede ser a través de tres rutas: trancitosis, translocacion paracelular
y dafio tisular. Se ha reportado que GBS puede utilizar cualquiera de los tres
mecanismos. En tejidos que no presentan dafio pueden utilizar la translocacion
transcelular y paracelular. Adicionalmente pueden utilizar sus factores de virulencia para
lesionar el epitelio y diseminarse a otros tejidos (Ringg et al., 2007). Para acceder a la
circulacion sanguinea, el GBS debe atravesar barreras de superficies, tales como el
epitelio vaginal, cervical e intestinal. Se cree que la translocacién de GBS a través de las
células epiteliales y endoteliales después de la adhesion se realiza por un mecanismo
gue requiere la participacién de microfilamentos de actina (Rubens et al., 1992; Doran et
al 2002). La internalizacién e invasién por GBS involucra una estrecha union de las
bacterias a la membrana citoplasmatica y su posterior endocitosis (Valentin-Weigand et
al., 1997). Se ha reportado la participacion de la alfa C proteina en la translocacion de

GBS facilitando la infeccion invasiva (Baron et al., 2004).

Para causar dafo tisular y destruccion de los tejidos y de esta forma atravesar las

barreras epiteliales y acceder a otros 6rganos GBS utiliza varias toxinas y enzimas
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conocidas como factores de virulencia (Cumley et al., 2012). Uno de las mas importantes
es la B-haemolysin/cytolysin (B-h/c), una toxina formadora de poros asociada a la
superficie responsable de la zona caracteristica de hemdlisis en placas de agar sangre (
Nizet et al., 1996; Nizet, 2002). Ademas de (B-h/c), GBS también produce factor CAMP,
una segunda toxina formadora de poros cuya actividad se ve principalmente en los
glébulos rojos pre-tratados con esfingomielinasa (Sterzik and Fehrenbach, 1985). Otra
proteina que fue identificada como importante para la invasion pero no para adhesion
antes que el pili fuera identificado es la PilB (Adderson et al., 2003) y se cree que es
importante en la ruta de translocacion paracelular (Pezzicoli et al., 2008).

1.3 Modelos de estudio de la estreptococosis

No se conocen reportes sobre la interacciébn de S. agalactiae en cultivos de tejidos
gastrointestinales in vitro en peces. En el caso de GBS de humanos se han adelantado
estudios con monocultivos de células epiteliales HEp-2 y ME180 en los cuales se ha
determinado la ruta de translocacion utilizada por esta bacteria, demostrando el paso del
microorganismo a través de la ruta transcelular y paracelular (Valentin-Weigand et al.,
1997; Soriano et al., 2006). Por otro lado, se han llevado a cabo investigaciones en las
gue utilizan lineas celulares epiteliales pulmonares A549, epiteliales cervicales ME180 y
HL, epitelial renal MDCK1 y epiteliales intestinales TC7, para estudiar la adherencia y
formacion de biofilm de GBS en estos epitelios (Tamura et al., 1994; Schubert et al.,
2004; Konto-Ghiorghi et al., 2009).
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Capitulo 2. Caracterizacion morfoldgica de la
adherencia e invasion de S. agalactiae ala
mucosa intestinal de la tilapia (Oreochromis sp.)

2.1. Introduccidn

Entre las principales enfermedades bacterianas de los peces, la estreptococosis es
considerada la principal patologia que afecta a las tilapias. En Colombia las
enfermedades causadas por Streptococcus agalactiae, Aeromonas hydrophila y
Edwardsiella tarda se reportan como las de mayor incidencia para la produccion de
tilapia en nuestro pais (Rey et al., 2003); sin embargo, el patdgeno mas importante
desde el punto de vista sanitario, econémico, social y de salud publica es
Streptococcus agalactiae, uno de los principales agentes etioldégicos relacionados
con infeccién sistémica y meningoencefalitis en peces (Evans et al., 2006; Mian et
al., 2009). Aln no se conocen las repercusiones econdémicas de la estreptococosis
en Colombia; aln asi, en el primer reporte que se hizo de la enfermedad se
calcularon pérdidas por encima de 100 millones de pesos en dos y afios y medio de
actividad productiva (Pulido et al., 1999). Esta tendencia se ha mantenido durante el
trascurso de los afios, con repercuciones bastante preocupantes para industria

piscicola nacional e internacional (Mata et al., 2004; Iregui et al., 2016).

Algunas sustancias para prevencion y control de la estreptococosis incluyen los
tratamientos antibidticos y las vacunaciones con bacterinas. Los antibidticos han
incrementado la sobrevivencia de las poblaciones de peces afectadas, pero a largo
plazo, los Streptococcus desarrollan resistencia al medicamento utilizado. Por otro
lado, las vacunas: bacterinas con o sin sus productos extracelulares, confieren
proteccion contra cepas homoélogas, sin embargo, en algunos casos han favorecido
el desarrollo de variantes de la misma bacteria (Verschuere et al., 2000). Como

consecuencia, la estrategia mas usada actualmente es el manejo de las condiciones
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ambientales que prevengan el desarrollo de la enfermedad, como la disminucion de
la densidad de siembra y el control de la temperatura del agua (Agnew and Barnes,
2007).

Se sabe que para ingresar al hospedero, algunas bacterias patdégenas deben
adherirse e invadir a través de los epitelios de mucosas (Ringg et al., 2007). En el
caso de Streptococcus agalactiae tanto en peces como en mamiferos, son pocos los
estudios sobre los mecanismos de adherencia e invasion al y a través del epitelio
intestinal. En tilapia, la evidencia mas cercana fue reportada por Iregui et al., (2016)
y Barato et al., 2016, quienes en un ensayo de inoculacién intragastrica de S.
agalactiae observaron la adhesion e invasion de la bacteria a través del epitelio
gastrointestinal, proponiendo la via oral como la principal ruta de ingreso del
patégeno al hospedero. El conocimiento del mecanismo de adherencia e invasion
de S. agalactiae en las tilapias permitir4 formular estrategias de prevencién y control

ecoldgicamente viables.

En la presente investigacion se estrandarizO un modelo ex vivo de cultivo de
intestino de tilapia el cual se mantuvo viable hasta por 2 horas y permitio
posteriormente evaluar las primeras etapas de interaccion hospedero-patégeno
(adherencia e invasién) a la mucosa intestinal de la tilapia mediante la utilizacion de
microscopia de luz: tinciones de H&E, azul de toluidina y PAS-Alcian blue,
microscopia electronica de transmision (MET) e inmunoperoxidasa indirecta (IPI).
Adicionalmente se demostré que la bacteria disminuye la expresion de la capsula
para adherirse a las células epiteliales intestinales y utiliza la ruta transcelular como
la principal ruta de translocacion para atravesar el epitelio. Una vez dentro de los
enterocitos continta dividiéndose. Posteriormente llega a la lamina propia, donde
accede a los vasos sanguineos para ser tranportada a otros drganos. También se
evalu6 la respuesta de las células calicirformes, la cual se caracterizo
principalmente por la secrecién de mucinas neutras. Otro hallazgo importante en
este estudio es que una vez S. agalactiae se encuentra en la luz del intestino

anterior le toma entre 30 a 40min para llegar a la ldmina propia.
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2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Cultivo In vitro de intestino de Tilapia (Oreochromis sp).

Se estandarizé un modelo de cultivo In vitro de intestino de tilapia, el cual se utilizo
posteriormente para evaluar los cambios morfolégicos que se presentan en las
etapas iniciales de interaccion entre S. agalactiae y la mucosa intestinal de la tilapia

Oreochromis sp.

Para la obtencién de los anillos intestinales se emplearon 23 tilapias rojas sanas de
220g de peso, aclimatadas durante 5 dias en acuarios de 60 L, con condiciones
controladas del agua: aireacion permanente, temperatura de 28°C, oxigeno disuelto
6 ppm. Los animales no se alimentaron durante 5 dias previos al experimento. En
cabina de flujo vertical se les practico diseccion en condiciones de asepsia, previo
sacrificio por sobredosis de anestesia >200 ppm, con Tricaine methane-sulfonate
(MS-222), finalmente se practicé seccion medular. Se disectd la pared abdominal
izquierda del pez, previa desinfeccién con yodo. Se extrajo el paquete intestinal, del
cual se tomoé la porcién anterior (3,5 cm de longitud aprox.) y se depositd en una
caja de Petri con 10 ml de medio minimo esencial Eagle Dulbecco (DMEM) rico en
glucosa; se hicieron tres lavados de la luz intestinal con DMEM a baja presion,
utilizando jeringas de insulina, para eliminar restos de alimento. El segmento lavado
se llevdé a otra caja de Petri con 10 ml de DMEM, donde se hicieron cortes
transversales de 4-5 mm de grosor manteniendo la estructura tubular del intestino.
En promedio se obtuvieron 7 explantes intestinales de cada pez. Los cortes se
transfirieron a medio DMEM+BSA10% y se incubaron a 28°C, CO; 5% y humedad
relativa del 80%, durante 0, 5, 10, 15, 30, 45, 60, 120 y 240 minutos, para la
evaluacion de la viabilidad del cultivo del organo. Se hicieron pruebas de esterilidad
cultivando en medio brain heart infusién (BHI) una porcién del intestino luego de los
lavados. Posteriormente se seleccionaron los tiempos en los que los tejidos
presentaron mejores caracteristicas de viabilidad y estos tiempos se utilizaron para
los ensayos de infeccion, en los cuales los explantes de intestino se inocularon con
S. agalactiae. Setenta y dos explantes fueron infectados con S. agalactiae utilizando
tres concentraciones de bacteria y tres tiempos de incubaciéon, como se muestra en
la tabla 2-1.
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Tabla 2-1. Divisibn de los grupos experimentales de acuerdo a la concentracion

bacteriana y el tiempo de incubacion.

Bacteria | Dosis Tiempos de incubacion
0 ufc/ml 20, 30 y 40min
107 ufc/ml | 20, 30 y 40min
108 ufc/ml | 20, 30 y 40min
10° ufc/ml | 20, 30 y 40min

WT

Todos los experimentos con animales fueron llevados a cabo en el Laboratorio de
Patologia Veterinaria de La Universidad Nacional de Colombia, de acuerdo con el
Estatuto Nacional de Proteccion Animal (Capitulo VI: Animales vivos en investigacion)
Ley 84 de 1989.

2.2.2 Streptococcus agalactiae (SaTiBe08-18)

La cepa de S. agalactiae utilizada fue una cepa silvestre la cual expresa capsula,
(SaTiBe08-18) y hace parte del cerapio del grupo de Patobiologia Veterinaria de la
Universidad Nacional de Colombia. Esta fue aislada del riibn de una tilapia con
streptococosis, procendente de una granja productora ubicada en el embalse de Betania,
departamento del Huila. Fue caracterizada microbiolégica y molecularmente como un
coco Gram positivo, no hemolitico, el cual expresa cépsula, perteneciente al serotipo Ib,
ST260, no expresa los genes proteicos de superficie (bac, bca, alpl, alp2, alp3, alp 4, rib)
ni elementos genéticos moviles (1IS1381, 1S861, 1S1548, ISSa4, ISSagl, ISSag2, GBSil)
propios de las cepas de humano (Delannoy et al., 2013; Barato et al., 2015). Las
bacterias fueron mantenidas a -70°C en el sistema de criocongelacién Cryobank® (Copan

Diagnostics Inc, Corona, CA), hasta su uso.

2.2.3 Procesamiento de los tejidos por hematoxilina y eosina,
imunoperoxidasa, microscopia electronica de transmisién Y
PAS-Alcian blue

Después de la incubacion de los explantes inoculados con S. agalactiae (SaTiBe08-18),

se procedi6 a fijar los tejidos en formalina buferada al 10% y procesarlos para la técnica
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histolégica de rutina, de inclusién en bloques de parafina y tincion con hematoxilina y
eosina (H&E) para la evaluacion histopatologica.

La técnica de imunoperoxidasa de los explantes inoculados con SaTiBe08-18 se realizo
como lo descrito por Parson et al., (1984). Brevemente, los tejidos embebidos en parafina
utilizados en la técnica de H & E, fueron seccionados a 5 um y montados sobre laminas
cargadas positivamente. Se agreg6d anticuerpo monoclonal producido en conejos contra
el antigeno especifico de S. agalactiae GBS22434 (Statens Serum Institut®,
Copenhague, Dinamarca) y luego anticuerpo secundario anti IgG de conejo producido en
cabra y marcado con peroxidasa (Sigma®, Missouri, EE.UU.). La inmunotincién se revel6
con diaminobencidina SK-4105 ImmPACT® (VectorLabs, California, Estados Unidos) y

los tejidos se contratifieron con hematoxilina de Harris.

Microscopia electrénica de transmisién MET de los anillos de intestino inoculados con S.
agalactiae (SaTiBe08-18) se realiz6 como lo descrito por Pujol et al. (1997). Brevemente,
los anillos intestinales se fijaron en glutaraldehido fosfato al 2,5%, se post-fijaron en
tetroxido de osmio al 1%, se contrastaron con acetato de uranilo y llevados a citrato.
Posteriormente fueron embebidos en resina Epon 812 y analizados en un microscopio
electrénico Hitachi UH-12A.

2.2.4 Evaluacion histopatolégica

Todos los explantes fueron analizados por microscopia Optica — H&E e IPI- por dos
evaluadores de forma ciega e independiente, con el fin de establecer el porcentaje de

concordancia en la calificacion de cada una de las variables establecidas:

Detritus en la luz intestinal (Figura 2-1B)
Necrosis epitelial (Figura 2-1B)
Presencia de células inflamatorias
Adherencia bacteriana (Figura 2-1C)

Respuesta de células caliciformes

L T o

Presencia de mucinas acidas o neutras
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Figura 2-1: Anillos intestinales cultivado In vitro sin bacteria e inoculados con

Streptococcus agalactiae.

A. Fotomicrografia de un anillo intestinal cultivado In vitro, sin bacteria. Se aprecian los
pliegues (P) y el lumen intestinal (L) H&E, 20X. B. Anillo intestinal cultivado In vitro e
inoculado con S. agalactiae, se observa descamacion epitelial severa con abundante
presencia de detritus celulares en el lumen (flechas) y algunos focos de necrosis epitelial
en la porcion apical del pliegue (cabeza de flecha) H&E, 10X. C. Inmunoperoxidasa
indirecta (IPI) contra GBS, se observa inmunomarcacion positiva de cocos adheridos
(cabeza de flecha) sobre la porcion apical de los pliegues intestinales y libres en la luz
(cabeza de flechas). 10X.

La evaluacion de los explantes se hizo con base en el sistema de puntuacion descrito por

Gibson-Corley et al. (2013) con algunas modificaciones (tabla 2-2).
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Tabla 2-2
de S. agalactiae en explantes de intestino de tilapia.

Sistema de puntuacion utilizado para la evaluacion del modelo de infeccion

Parametro: necrosis y detritus

Parametro: adherencia

Puntuacién

Escasos cambios en la
arquitectura y en la actividad de
las células en menos de 10

pliegues intestinales del anillo

Escasos cocos adheridos en
menos de 10 pliegues

intestinales del anillo

1

Escasos cambios en la
arquitectura y en la actividad de
las células en mas de 11 pliegues

intestinales del anillo

Escasos cocos adheridos en
mas de 11 pliegues

intestinales del anillo

Cambios facilmente evidentes en
la arquitectura del tejido como en
la actividad de las células en
menos de 10 pliegues intestinales

del anillo

Grupos de cocos de dos y tres
filas de cadenas adheridos en
menos de 10 pliegues

intestinales del anillo

Cambios facilmente evidentes en
la arquitectura del tejido como en
la actividad de las células
afectadas en mas de 11 pliegues

intestinales del anillo

Grupos de cocos de dos y tres
filas de cadenas adheridos en
mas de 11 pliegues

intestinales del anillo

Cambios claramente severos en
la arquitectura del tejido como en
células
de 10

pliegues intestinales del anillo

la actividad de las

afectadas en menos

Grupos de cocos de mas de

cuatro filas de cadenas
adheridos en menos de 10

pliegues intestinales del anillo

Cambios claramente severos en
la arquitectura del tejido como en
la actividad de las células
afectadas en mas de 11 pliegues

intestinales del anillo

Grupos de cocos de mas de

cuatro filas de cadenas

adheridos en més de 11

pliegues intestinales del anillo
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2.2.5 Estadistica

2.2.5.1 Andlisis estadistico:

Se hizo un andlisis de chi cuadrado por evaluador, bacteria, dosis y tiempo para
determinar la independencia de la presencia-ausencia de cada variable de rangos
evaluada (adherencia, detritus y necrosis). Para severidad de la presencia de la variable
observada, el modelo fue completamente al azar por evaluador (dos evaluadores), con
arreglo factorial 2*4*3 (dos bacterias, cuatro dosis y tres tiempos) para las variables de
rangos observadas (adherencia bacteriana, detritus y necrosis celular) de tal forma que
se pudiera encontrar diferencias en las bacterias, las dosis y los tiempos y de esta forma
determinar la mejor dosis de inoculacién y el mejor tiempo de incubacién para el
establecimiento del modelo de infeccidén In vitro que permita caracterizar la interacciéon
hospedero patégeno en las etapas iniciales de la infeccion. Este modelo estadistico tiene
como supuestos: material experimental homogéneo y error experimental variable
aleatorio independiente. Las hip6tesis que resultaron significativas se analizaron con la
prueba de Tukey. Para todos los analisis se utilizd6 una confianza > 90%. El modelo
permite probar las hipétesis de la interaccién de primer y segundo orden y la de los
efectos principales. A continuacion, se presenta la de segundo orden:

Para la prueba de chi cuadrado de la (presencia-ausencia) se encontr6 lo siguiente:
¢ No hay diferencias estadisticamente significativas en la adherencia al comparar
tiempo y bacteria
e Analisis de Varianza Tukey, correlacion entre variables (bacteria, dosis, tiempo):
diferencia estadisticamente significativa en la adherencia al correlacionar
bacteria*dosis*tiempo (C1 P=0.0322 y C2 P=0.0195). Los otros parametros no
tienen diferencias estadisticamente significativas

e La concordancia entre evaluadores fue >del 90% (valor k superior a 0,90).

2.3 Resultados

2.3.1 Estandarizacion del cultivo ex vivo de intestino
En esta investigacion se logré estandarizar un cultivo ex vivo de intestino de tilapia el cual
macroscopicamente mantuvo la estructura tubular y tridimensional del 6rgano (Figura. 2-

2). Se logré mantener la viabilidad del tejido hasta por dos horas en medio DMEM rico en
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glucosa, suplementado con BSA al 10%. No se observaron alteraciones en los
parametros histolégicos evaluados: homogeneidad en la longitud y el ancho de los
pliegues intestinales, homogeneidad en el tono de tincibn por H&E de los pliegues
intestinales, refringencia del borde en cepillo, espacios entre enterocitos; necrosis de
enterocitos, eosinofilia intensa de enterocitos, infiltracion de linfocitos entre enterocitos
arquitectura de la lamina propia y tincion de la lamina propia hasta los 120 minutos de
incubacion (Figura 2-3A); mientras que los explantes mantenidos hasta 240 minutos de
incubacién mostraron cambios de alteracion en la viabilidad del tejido, como necrosis de
enterocitos, acumulo de fluido en ldmina propia, presencia de detritus celulares en la luz
del intestino desprendimiento del epitelio. También se observé enterocitos

hipereosinofilicos algunos presentaban separacion entre ellos (Figura 2-3B).

Figura 2-2: Fragmentos de intestino de tilapia mantenidos en medio minimo esencial
DMEM.

Cultivo ex vivo de intestino de tilapia. Caja de petri con 10ml de medio minimo esencial
DMEM rico en glucosa y suplementado con BSA al 10%, la cual contiene 5 fragmentos
del 6érgano de 5mm de longitud, estos conservan la estructura tridimensional del 6rgano,
incluyendo el espacio luminal.
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Figura 2-3: Intestinos de tilapia mantenidos en incubacién durante 120 y 240 minutos.

A. Fotomicrografia de intestino de tilapia mantenido ex vivo durante 120 minutos de
incubacioén; se observa una relativa “homogeneidad” en el ancho y largo de los pliegues,
en el tono de la tincién, H & E 100X.

B. Fotomicrografia de un intestino de tilapia mantenido ex vivo durante 240 minutos de
incubacién. Se observan cambios de alteracion en la viabilidad del tejido, como
desarreglo de la arquitectura de los pliegues, muerte de enterocitos: extensas &reas de
autolisis; hipereosinofilia de enterocitos, extensas areas de desarreglo y desprendimiento
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del epitelio y aumento en los espacios intercelulares; abundantes detritus celulares en la
luz del intestino H & E 200X.

Este modelo sirvi6 como una herramienta apropiada para realizar los ensayos de
infeccion inoculando el S. agalactiae en los explantes y de esta forma caracterizar los
cambios morfoldgicos que se presentan en las etapas iniciales de la interaccion de este
patdégeno con el hospedero.

2.3.2 Caracterizacion morfologica de la adherencia e invasion de

S. agalactiae a la mucosa intestinal de tilapia

Para esta caracterizacion se estandarizd un modelo de infeccibn ex vivo con S.
agalactiae SaTiBe08-18 en los explantes intestinales de tilapia. Respecto a la adhesion
de S. agalactiae se obtuvo un porcentaje de acuerdo entre observadores alto (valor K
superior a 0,90). La adherencia de S. agalactiae a la superficie apical de las células
epiteliales intestinal fue dependiente de la dosis bacteriana y el tiempo de incubacion (P
<0,05). Como en los primeros experimentos de infeccibn se observé poca o ninguna
adherencia de la bacteria al epitelio intestinal, fue necesario lavarla en un medio acido,
(solucién salina estéril pH 5) de esta manera se logré la adherencia de la bacteria al

epitelio intestinal de los explantes (Fig. 2-4).
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Figura 2-4: Adherencia de S. agalactiae SaTiBe08-18 (WT) al epitelio intestinal de la
tilapia, despues de lavar la bacteria en SSF pH 5. H & E 400X.

Se comparé la adherencia entre tres tiempos de incubacién (20, 30 y 40min) y tres dosis
de concentraciéon bacteriana (107, 10® y 10°UFCmI?) (Figura 2-5). Se encontr6 que S.
agalactiae se adhiri6 de manera significativa al epitelio (P <0,05) de una manera dosis
dependiente, es decir, que la > adhesion se logré a 10°UFCmI?! y tambien fue tiempo
dependiente, a los 40 minutos de incubacion, con un promedio de adherencia de 2,17,
que vario de 1 a 3, (Figura 2-5).
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Figura 2-5: Comparacion de adherencia entre tres tiempos de incubacion (20, 30 y
40min) y tres dosis de concentracion bacteriana (107, 108 y 10°UFCmI?). El asterisco se
refiere a adherencia significativa al epitelio intestinal respecto al control negativo
(OUFCmI?) durante el mismo tiempo de incubacién *=P<0.05.
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De acuerdo con el sistema de calificacion mostrado en la tabla 2-2, la adhesion
bacteriana fue puntuada de 1 a 6 dependiendo la cantidad de bacterias adheridas sobre
un pliegue y el numero de pliegues comprometidos. En la figura 2-6 se muestran 3
grados de severidad en la adhesion 1, 3 y 5. Los grados 2, 4 y 6 corresponden a la
misma severidad en la adhesion (1=2, 3=4 y 5=6) pero varian en la extension (mas de 11

pliegues comprometidos.
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Figura 2-6. Fotomicrografias que ejemplifican tres grados diferentes de adhesion de S.
agalactiae (SaTiBe08-18) al epitelio intestinal de la tilapia. Leve (1), moderado (3) y
severo (5), IP1 1000X.

Microscopicamente se observo la bacteria en el lumen intestinal desde los 20 minutos de
incubacién y en contacto estrecho con la superficie epitelial a los 40 minutos, algunas
veces formando cadenas y otras en agrupaciones (Figura 2-7A y B). En adicion, la
adhesion del patégeno al epitelio intestinal tuvo lugar principalmente sobre la porcion
apical de los pliegues intestinales y lo hizo en menor grado o estuvo ausente en las areas
mas profundas (Figura 2-7C). Por MET se demostré que la cepa de S. agalactiae
utilizada en la inoculacion de los explantes expresa una capsula de aspecto algodonoso

gue recubre la bacteria (Figura 2-8).
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Figura 2-7: Intestino de tilapia mantenido durante 40 minutos de incubacién e inoculado
con 10° UFC de S. agalactiae H&E e IPI.
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A. Intestino de tilapia mantenido durante 40 minutos de incubacion y expuesto a S.
agalactiae. Los pliegues muestran homogeneidad en longitud y grosor, propia de los
tejidos normales, también se destaca la correcta tincion tanto de la eosina como de la
hematoxilina. N6tese el escaso nimero y evidencias de actividad de las células de moco,
las cuales muestran un espaciamiento entre ellas mas o menos regular; algunos nucleos
redondeados por encima de los de los enterocitos muestran de la misma forma un
espaciamiento mas o menos regular, se puede tratar de linfocitos intraepiteliales, esta
cantidad sepuede considerar normal. Las 3 ramificaciones de un solo pliegue son
frecuentes en los intestinos normales de la tilapia, aunque mayor numero de
ramificaciones, mayores longitudes y desigualdades, asi como fusiones entre ellos se
pueden considerar expresiones de patologia. Un grupo de bacterias (flecha) se adhiren a
la porcién apical de un pliegue; no se observan microorganismos en las areas mas

profundas de las ramificaciones, H & E 200X.
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S y

B. Aproximacion de la figura anterior. Se aprecia en mayor detalle el gran nimero de

bacterias adheridas a la superficie, algunas forman cadenas (flecha). Es evidente el buen
estado tanto de los nucleos y el citoplasma de los enterocitos representados en el primer
caso por buena diferenciacion de la hetero y eucromatina; nétese la escasa por no decir
nula respuesta de las células de moco (asterisco); las 3 cabezas de flecha sefialan los
gue parecen ser por lo menos 3 linfocitos intraepiteliales, H & E 1000X.
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C. Intestino de tilapia mantenido durante 40 minutos de incubacion; ademés de la mayor
relacion de grupos de S. agalactiae con el epitelio y a pesar de no ser una técnica
disefiada para tal fin, es de resaltar el mejor detalle de la cromatina de los enterocitos lo
gue indica la excelente conservacion del tejido; al igual que en la figura previa se
caracteriza por la ausencia de respuesta de las células de moco. Otros cocos forman

grupos en la luz del intestino. 1Pl 1000X.
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Figura 2-8: Microscopia electrénica de transmision (MET) de SaTiBe08-18 en medio de

cultivo.

1 pm

Notese el material de aspecto “algodonoso” en la parte més externa del microorganismo
(flechas), el cual corresponde a la capsula. Adicionalmente, en el individuo de la
izquierda una linea en el Ecuador lo divide en dos (tabique divisorio), mientras que en el
de la derecha una especie de hendidura mas notoria en la parte superior (cabeza de

flecha) indican que las bacterias estan en proceso de division.

Aunque el agente expresa esta capsula cuando se encuentra libre en el lumen intestinal,
fue evidente que en la medida que el patégeno se acerca a la superficie del epitelio
disminuye la cantidad de capsula sobre su superficie y una vez establece contacto
estrecho con la porcion apical de las células epiteliales, la capsula practicamente

desaparece por completo o quedan escasos remanentes en la cara opuesta a la de la
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adhesion (Figura 2-9A). Fue manifiesto igualmente, que los microorganismos
desprovistos de cépsula una vez adosados a las microvellosidades de las células
epiteliales se dividen intensamente (Figura 2-9B).

Figuras 2-9: MET de explantes de intestino de tilapia inoculados con S. agalactiae
(SaTiBe08-18). Se aprecian diferentes cambios morfolégicos durante la adherencia de la

bacteria al epitelio intestinal de la tilapia.

A. Un individuo se adheriere a la superficie apical de varias microvellosidades de los
enterocitos. Remanente de material electrodenso de aspecto algodonoso sobre el polo
opuesto al sitio de adhesion (posiblemente restos de cépsula) (flecha). Una linea
ligeramente mas electro-ltcida (cabeza de flecha) que la capsula se poyecta desde ésta

hacia el interior del microorganismo, indicando divisién celular, MET 28000 X.
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ht TTRONNE |
B. Tres cocos posicionados sobre las microvellosidades de los enterocitos, 2 de los
cuales se estan dividiendo. Igualmente carecen de capsula, aunque ocasionalmente
guedan remanentes muy escasos; las microvellosidades sobre las que se posan estan

ligeramente curvadas hacia los lados, MET 25000 X.

Al hacer contacto los patogenos con las microvellosidades intestinales se demostraron
unas estructuras electrodensas a manera de pelos o proyecciones fibrilares (¢ pili?,
¢azucares? u ¢otras adhesinas?), que se proyectan desde la superficie bacteriana y se
unen a las puntas de las microvellosidades (Figura 2-10A), algunas veces estas
estructuras fibrilares parecen provocar el desprendimiento de las microvellosidades
(Figura 2-10B).
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Figura 2-10: MET de explantes de intestino de tilapia inoculados con S. agalactiae

(SaTiBe08-18), mostrando estructuras fibrilares en forma de pelos.

500 nm,‘ Y

A. Coco del cual se proyectan estructuras ligeramente electrodensas con aspecto de
pelos o proyecciones fibrilares que unen al microorganismo a la superficie de una
microvellosidad (MV), MET 28000 X.
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B. Varias microvellosidades en corte longitudinal de menor electrodensidad que las
cortadas transversalmente (MV); una estructura de forma de cuarto menguante de similar
electrodensidad a la bacteria y a las microvellosidades en corte longitudinal, la cual no se
puede determinar a quien pertence si al patdgeno o al enterocito (flecha), MET 28000 X.

2.3.3 Alteraciones de la mucosa en explantes infectados con S.a.

Por microscopia de luz se determiné que cuando gran nimero de cocos se adherian a la
superficie de los pliegues intestinales porciones completas de epitelio del apice de los
pliegues se desprenden, formando una especie de estrangulamiento, lo que deja

expuesta la lamina basal y los detritus celulares, que contenienen las bacterias (Figura 2-
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11a y b). En otras ocasiones el dafio al borde en cepillo de las células epiteliales es tan
masivo que las microvellosidades se desprenden casi en su totalidad (Figura 2-12).

Figura 2-11: Estrechamiento de la porcién apical de los pliegues donde se adhieren las
bacterias.

A. Porcion apical de un pliegue de intestino de tilapia en el cual un grupo de cocos
(cabeza de flecha) se adhieren a la superficie de los enterocitos y se presenta un
estrechamiento bilateral (flechas) que inicia la separacion del grupo distal de enterocitos
de la porcion restante del piegue. IPl 1000X.
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B. En los 2 pliegues del centro se aprecia como se inicia el estrechamiento (flechas) de
grupos de enterocitos de la porcion apical del pliegue, que eventualmente llevan a su
desprendimiento. Es posible ver algunos cocos adheridos al borde en cepillo (cabeza de
flecha). El pliegue del extremo izquierdo de la foto ha perdido buen parte del epitelio de

revestimiento (flechas grandes). IPI 100X.
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Figura 2-12: MET de un explante de intestino de tilapia inoculado con S. agalactiae
(SaTiBe08-18) con pérdida extensa y severa de microvellosidades y un grupo de cocos
posicionado sobre una microvellosidad.

Grupo de dos estreptococos posicionados sobre una microvellosidad, la cual esta
doblada. Adicionalmente se observa la pérdida extensa y severa de microvellosidades y
las pocas que quedan sobre el enterocito estan dobladas y algunas desprendiéndose.
MET, 22000X.

La principal ruta de ingreso de S. agalactiae a la lamina propia del intestino de la tilapia
se lleva a cabo por via transcelular, es decir por invasion a las células epiteliales y parece
que no tiene lugar de forma individual sino en grandes grupos (Figura 2-13A y B). La
interiorizacion del patdégeno ocurre muy rapido y dificilmente se apreciaron individuos
atravesando la membrana apical de los enterocitos. En el interior de los enterocitos las

bacterias desprovistas de capsula continuan dividiéndose alcanzando gran numero, lo
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gue en ocasiones produce la muerte de la célula del hospedero; pero en general, la
muerte de enterocitos no es muy alta. Posteriormente alcanzan la lamina propia y la
tunica submucosa (Figura 2-14), donde acceden a los vasos sanguineos desde donde se
distribuyen sistemicamente. Es de resaltar de que a pesar de la abundante cantidad de
microorganismos que ingresan, invaden los enterocitos y acceden a la lamina propia, la
presencia de linfocitos siempre fue escasa, solo se demuestra la intervencion de células

de defensa, macrofagos, una vez los patdgenos llegan a la lamina propia.

Figura 2-13: mdultiples estreptococos en el citoplasma de dos enterocito. Corte
semidelgado (A) y MET (B).

A. Corte semigaldo de intestino de tilapia inoculado con S. agalactiae (SaTiBe08-18).
Multiples cocos en el citoplasma de dos enterocitos. Algunas bacterias ya han alcanzado
la lamina propia y varias han ingresado a la luz de un vaso (VS); otros parecen estar
limitados al interior de un macrofago (flecha) 1000X.
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B. Enterocito conteniendo multiples cocos libres en el citoplasma, varios de ellos en
division (flechas). Tambén se destaca que las bacterias no tinen capsula. Notese que a
pesar del gran dafio citoplasmatico, el ndcleo (N) parece no tener signos de muerte, MET
3000X.



64 Caracterizacion morfologica de la adherencia e invasion de Streptococcus
agalactiae a la mucosa intestinal de la tilapia Oreochromis sp., modelo in vitro

Figura 2-14: Microfotografia electrénica de transmisiéon (MET) en la cual se observan

multiples cocos que han atravesado el epitelio y han alcanzado la ldmina propia (LP).

2.3.4 Coloracion de Alcian blue y Pas

Con el objeto de conocer el papel de las células de moco del epitelio intestinal de la
tilapia durante la infeccién por S. agalactiae, se llevd a cabo un conteo y caracterizacion
histoquimica de estas células. No hubo diferencias significativas en la cantidad de células
caliciformes entre los 3 tiempos de incubacién (20, 30 y 40min) y las 3 dosis de
concentracion bacteriana utilizadas (107, 108 y 10° UFCmI?) vs el control (sin bacteria).
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Adicionalmente la tinciobn con PAS para evaluar la produccion de mucinas acidas y
neutras no presentd ninguna diferencia entre los explantes inoculados con la bacteria y el
control (sin bacteria). La tincion de células caliciformes en todos los explantes evaluados
fue de color azul, lo que nos indica que las mucinas en todos los explantes fueron

neutras (Figura 2-15).

Figura 2-15: Intestino inoculado con S. agalactiae para evaluar la respuesta de las
células caliciformes y caracterizar el tipo de mucinas seceretadas. La coloracion azul de
las células caliciformes indica que las mucinas que se estan produciendo son neutras.
PAS/Alcian Blue.
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2.4 Discusion

Estreptococosis en tilapia en Colombia es causada por S. agalactiae y probablemente es
la enfermedad mas importante para la produccion de tilapia en todo el mundo (Pereira et

al., 2010; Iregui et al., 2016). La prevencion de la infeccion y la enfermedad por este



66 Caracterizacion morfologica de la adherencia e invasion de Streptococcus
agalactiae a la mucosa intestinal de la tilapia Oreochromis sp., modelo in vitro

patdgeno es necesaria y debe ser abordada no so6lo por razones econdmicas, sociales,

de comercio internacional, sino también de salud publica.

Son pocos los estudios y reportes de caracterizacion morfolégica de las etapas iniciales
de la infeccibn y de la interaccidbn del patégeno con el hospedero en el tracto
gastrointestinal (GI) (Iregui et al., 2016), que nos permitan dilucidar cada uno de los
eventos desde que la bacteria ingresa via oral al hospedero hasta que atraviesa la
mucosa Gl, con el fin de desarrollar métodos de prevencién de la infeccion y control de la
enfermedad, sobre la base de principios ecolégicos (Iregui et al., 2013; Iregui et al.,
2016). Una primera aproximacién a comprender esas interacciones iniciales entre S.
agalactiae y el hospedero, llevé a demostrar que la principal, y tal vez la Unica via de
ingreso del microorganismo a los peces es la oral y desde alli a través de la invasiéon del
epitelio Gl utiliza su capacidad de invadir sistémicamente el resto del organismo de las
tilapias. Como complemento al estudio de esta actividad adhesiva e invasiva de S.
agalactiae, se propuso conocer cudl era la respuesta integrada de la mucosa intestinal
una vez el patégeno hace contacto con el epitelio, que es el objetivo principal de este
trabajo. Para ello se establecié en primer lugar un modelo experimental de cultivo in vitro
de intestino de tilapia, mediante el cual se demostré que el S. agalactiae se despoja de la
capsula para adherirse al epitelio; se adhiere en grupos, cadenas o bacterias solitarias
gue se pueden dividir sobre el borde apical de los enterocitos; Se adhiere e invade casi
exclusivamente por la porcion apical de los pliegues; atraviesa la mucosa utilizando la
ruta transcelular. Una vez en el citoplasma de los enterocitos las bacterias contintan
dividiéndose. Atraviesan el epitelio hasta llegar a la lamina propia y acceden a la
circulacion. Durante todo el proceso de adherencia e invasion no se evidencié una
respuesta inflamatoria de linfocitos en el epitelio. Hubo una produccién de mucinas

neutras durante la infeccion.

Puesto que el objetivo central de esta investigacion era detallar los primeros momentos
de la interaccién entre S. agalactiae y la mucosa intestinal, fendbmeno que se lleva a cabo
en pocos minutos (Iregui et al., 2016; Barato et al., 2016), se decidi6 establecer como
tiempo méaximo de mantenimiento de los cultivos del érgano 2 h; sin embargo, de ser
necesario este lapso se puede prolongar. Durante este tiempo el intestino mantiene sus

caracteristicas histoldgicas tal como las conocemos in vivo, como homogeneidad en la
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longitud y ancho de los pliegues; homogeneidad en el tono de tincion de los pliegues por
H&E; refringencia del borde en cepillo; integridad del epitelio y en particular de las células
de moco, arquitectura y tinciébn de la lamina propia, etc. Son varias las ventajas que
caben destacar de este modelo: se mantiene la tridimensionalidad del tejido, semejando
las condiciones naturales; entendemos que las respuestas de la mucosa y eventualmente
de toda la estructura del 6rgano frente a un patdégeno, tienen un carcater integral, es
decir, son el producto de la interaccion de varias grupos celulares y no de una sola en
particular; es un modelo sencillo de elaborar, las condiciones son controladas, poco
consumo de tiempo, aproximadamente 4 horas para un ensayo de infeccion completo,
etc. No de menor importancia, es el poco nimero de peces que se requiren para los
experimentos, se pueden obtener 7 porciones de intestino anterior o sea 7 unidades

experimentales por pez.

Tal vez una de las principales aproximaciones a la caracterizaciéon morfologica y de la
patogenesis temprana de la infeccion por S. agalactiae en humanos la llevaron a cabo
Valentin-Weigand et al. (1997), quienes utilizaron cultivos de células epiteliales HEp-2 y
microscopia electrénica de transmision; por medio de estos caracterizaron algunos de los
eventos durante la adherencia e invasion de la bacteria. Ellos demostraron que las
bacterias eran fagocitadas por las células y luego se encontraban dentro de vacuolas en
el citoplasma. Otras aproximaciones morfolégicas importantes de las etapas iniciales de
adherencia e invasion han sido realizadas por (Soriano et al., 2006; Konto-Ghiorghi et al.,
2009).

En este estudio se corroboran algunos de los hallazgos descritos en trabajos previos del
grupo de Patobiologia Veterinaria de la Universidad Nacional de Colombia, entre ellos se
confirma la pérdida total de la capsula del S.agalactiae en su contacto con la superficie
apical de los enterocitos; recientes resultados de nuestro grupo demuestran de manera
experimental la mayor capacidad de adherecnia de una mutante acapsulada del
patégeno a la superficie apical de los enterocitos de tilapia frente a la cepa salvaje
(Barato et al., 2016). Se confirma en adicion la tendencia de S. agalactiae a formar
grupos numerosos de individuos antes y durante la adherecia, asi como durante la
invasion a los enterocitos; estas agrupaciones de bacterias sobre la porcion apical de los

pliegues nos hacen sospechar de la formacion de biofilm. La mayoria de estudios sobre
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la capacidad de S. agalactiae para formar biofilm se han realizado en ensayos in vitro o
macroscopicamente para evaluar la capacidad de la bacteria de formar biofilm sobre
dispositivos de uso médico, pero no in vivo (O’'Toole et al., 2000; Donlan and Costerton,
2002; Rinaudo et al., 2010; Rosini and Immaculada, 2015). Existe gran contradiccion
sobre la influencia del medio ambiente en la formacién de biofilm, pero estudios recientes
muestran evidencia de la importancia de las condiciones medioambientales como pH
bajo y presencia de nutrientes como glucosa para estimular la produccion de biofilm
(Konto-Ghiorghi et al. 2009; Ho et al.,, 2013; D’Urzo et al., 2014). Estos reportes
concuerdan con las condiciones dadas a nuestra bacteria en los experimentos (pre-
lavado con SSF pH 5 y medio de cultivo enriquecido con glucosa), lo que nos lleva a
pensar que las agrupaciones de bacterias sobre el apice de los pliegues corresponden a
biofilm. Igualmente se constat6 la enorme y constante capacidad de multiplicaciéon de la
bacteria, tanto que se divide no solo en el lumen del intestino, sino que durante su
adhesion e invasion al epitelio continua dividiéndose incesantemente (Valentin-Weigand
et al.,1997; Stoner et al., 2015; Iregui et al., 2016) de tal suerte que desde los primeros
momentos de la infeccion el hospedero debe enfrentarse a grandes grupos de
microorganismos; en nuestra opinién se trata este de uno de los principales mecanismos

de virulencia del patégeno.

Con todo, esta investigacion aporta nuevos elementos sobre el proceso de adhesion del
microorganismo a la superficie epitelial. En primer lugar, una vez S. agalactiae se
deshace de la capsula desde su superficie emergen una serie de estructuras filiformes de
algo menos de 200nm a manera de manojos que se proyectan hacia las
microvellosidades de las células epiteliales a las cuales finalmente se unen (Fig. 11a);
¢ése trata de pilis o de otros dispositivos adherentes?; la posibilidad de que se trate de
pilis parece descartada por el momento, pues estudios recientes de nuestro grupo y de
otro mostraron que S. agalactiae aisaldo de Colombia, el cual por lo demas peternece a
un solo clon (CC 552, ST260), no expresa varios de los factores de virulencia,
particularmente estructuras de adhesion reportados principalmente para cepas de origen
humano, tampoco se describen secuencias para adhesinas como elementos genéticos
mobiles ni pili, pues los genes que codifican para éstos se encuentran como seudogenes
0 genes parcialmente presentes debido a la presencia de codones de stop (Barato et al.,
2015; Barato et al., 2016; Delannoy et al., 2013; Delannoy et al., 2016). De no tratarse de



Capitulo 2. Caracterizacion morfologica de la adherencia e invasion de S. 69
agalactiae a la mucosa intestinal de la tilapia (Oreochromis sp.)

pilis las citadas proyecciones corresponderian en consecuencia a otra clase de
adhesinas posiblemente azucares u otras proteinas de adhesion. De todas formas es
conveniente mencionar que en el caso de Streptococcus agalactiae que afectan a
humanos, tienen la capacidad de eliminar o hacer deleccion parcial o completa de genes,
muchos de los cuales codifican para factores de virulencia, dependiendo de las
condiciones ambientales en que se encuentra el patégeno (Santi et al., 2009), de tal
forma que cuando la bacteria se encuentra en medios adversos regenera, activa y
expresa dichos genes para sobrevivir, protegerse, invadir y colonizar, pero cuando las
condiciones le son favorables, no se hace necesaria la expresién de ciertos genes de
virulencia y de supervivencia, por lo tanto el microorganismo los elimina total o
parcialmente de su genoma. Sobre esta base nos atrevemos a no descartar
completamente la ausencia total de pili en S. agalactiae de las tilapias de nuestro medio,
puesto que la bacteria utilizada en este estudio ademas de haber sido lavada con SSF
pH 5 para semejar el pH gastrico, fue expuesta a los cultivos de intestino, su habitat
“natural” al cual debe adherirse si quiere sobrevivir; es posible que el MEM no sea un
medio suficiente para sus necesidades. Por el contrario, la cepa analizada por Barato et
al, (2015) y Delannoy et al, (2013) y (2016) a pesar de ser la misma de los experimentos
de este trabajo, es una bacteria que fue mantenida en medios de cultivo con todos los
nutrientes necesarios para su creciemiento y supervivencia, tampoco fue sometida a
condicion adversa o estrés alguno que la indujera a regenerar, activar y expresar dichos
genes, factores de virulencia y mecanismos de defensa. Ahora bien, en otras ocasiones
(Fig. 11b) ademas de los citados hilos antes discutidos, también de la pared del
microorganismo parecen originarse otras estructuras en forma de cuarto menguante
desde las cuales se proyectan hilos como los antes descritos que igualmente se unen a
varias microvelloisdades, sin embargo, estas microvellosidades ademas de separarse
considerablemente del conjunto mayor de ellas, demuestran menor electrodensidad. Esto
nos lleva a preguntarnos ¢se trata de desprendimiento de las mismas como un
mecanismo de defensa de los enterocitos? a manera de una réplica en menor tamafio del
desprendimiento de porciones mayores de los pliegues. Efectivamente, en esta
investigacion se encontrd que cuando los grupos de cocos se localizan sobre el apice de
los pliegues se forman unos estrechamientos o estrangulamientos (Fig. 12 a y b) desde

donde se desprenden algunas porciones de epitelio con las bacterias adheridas.
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La adherencia de S. agalactiae como se demuestra en este estudio, tiene lugar casi
exclusivamente en el extremo apical de los pliegues intestinales, es decir en la region de
mayor absorcion de los nutrientes, fue mas escasa en las areas laterales de los mismos,
pero no se observo en areas profundas, similar a lo reportado por Arbuckle, (1970) quien
reporté la adherencia de Escherichia coli sobre las puntas de las vellosidades y no en las
criptas intestinales de cerdos infectados naturalmente, dando explicacion a este hallazgo
por el hecho de que las puntas de las vellosidades tienen una mayor exposicion al
patégeno que las criptas. Adicionalmente otro factor que podria explicar la adherencia de
algunos patégenos a la punta de los pliegues y no en las areas profundas de las criptas,
es la presencia de las células de Paneth en dichas zonas, las cuales secretan péptidos

antimicrobianos (Ribet and Cossart, 2015).

Segun se confirma en este trabajo, la principal forma de ingreso de S. agalactiae al
epitelio intestinal se lleva a cabo por la via transcelular, es decir, por invasion a las
células epiteliales, conforme al reporte de Valentin-Weigan et al, (1997), quienes
observaron la invasion transcelular del S. agalactiae en cultivos de células epiteliales HE-
p2 (Human Epidermoid carcinoma strain 2); y como se sefial6 anteriormente, no lo hace
de forma individual sino en grandes grupos. No se observo en ningln experimento que el
microorganismo atraviese la barrera epitelial por la via paracelular, es decir, entre dos
enterocitos como lo reportado por Soriano et al, (2006) en cultivo monocapa de células
de epitelio cervical (ME 180), inoculadas con S. agalactiae. Una vez en el interior de los
enterocitos las bacterias desprovistas de capsula contindan dividiéndose de manera
rapida y abundante alcanzando gran numero, lo que en ocasiones produce la muerte de
la célula del hospedero, aunque en general la muerte de enterocitos no fue muy alta. Es
de resaltar en esta investigacion que las lesiones y respuesta inflamatoria en el intestino
de tilapia frente a la invasion por S. agalactiae es escasa y en ocasiones nula; esta
observacion confirmaria parcialmente los hallazgos de nuestro grupo y de otros en el
sentido de que este 6rgano no es uno de los que mas frecuentemente muestren lesiones
propias de la infeccion (Iregui et al., 2016). Por ejemplo, la muerte de los enterocitos,
principal y hasta ahora Unica ruta de ingreso de la bacteria, es un evento esporadico por
no hablar de anecdotico, a pesar de la elevada cantidad de bacterias multiplicAndose en
su citoplasma. Pero aun més sorpresiva fue la practicamente inexistente respuesta de las

células caliciformes, toda vez que ellas como un componente imediato de la respuesta
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innata son unas de las primeras en reaccionar a la presencia de diferentes agentes
extrafios. Pero tampoco la respuesta adquirida (el numero de linfocitos intraepiteliales)
mostré cambio llamativo alguno. De todo lo anterior solo se pueden adelantar algunas
conjeturas. La primera es que definitivamente el patdogeno esta tan bien adaptado
molecularmente a su hospedero que pasa casi desapercibido; otra explicacion puede ser
inmunotolerancia a patégenos que ingresan por ruta oral, como lo reportado por
Chistiakov et al, (2015). Quiz& la principal explicacion a este hallazgo radica en la
presencia de acido N-acetil neuraminico (Neu5Ac) sobre la superficie del S. agalactiae
Este acido es idéntico al 4cido sialico que se encuentra sobre las células del hospedero
lo que le permite al patégeno engafiar al sistema inmune. Adiconalmente Neu5Ac se une
a una familia de proteinas tipo lectinas (SIGLEC) expresadas sobre las células
fagociticas y células presentadoras de antigenos. La mayoria de SIGLEC a las que se
une envian sefales inhibitorias de la respuesta inflamatoria (Carlin et al., 2007; Chang et
al., 2014). Este hallazgo en términos practicos explicaria la constante frustracion que en
la industria piscicola ha significado el desarrollo de vacunas orales contra distintos tipos
de patégenos. Como contraparte y en apoyo de las hipotesis y resultados de nuestro
grupo, se confirmaria que la forma mas eficaz de detener el ingreso de diversos
patdégenos a los peces es impidiendo su adherencia a las superficies mucosas, para este

caso, al epitelio gastrointestinal.

2.5 Conclusiones y Recomendaciones

2.5.1 Conclusiones

La presente investigacion estandarizé un cultivo de intestino de tilapia in vitro el cual se
mantuvo viable hasta 2 horas y nos permitié detallar la respuesta integrada de la mucosa
intestinal una vez el patdgeno hace contacto con el epitelio. Adicionalmente logramos
confirmar como principal via de ingreso e infeccién la ruta gastrointestinal y que el
S.agalactiae se despoja de la capsula para adherirse al epitelio; logramos demostrar que
el Streptococcus agalactiae que afecta a las tilapias en Colombia se adhiere en grupos,
cadenas o bacterias solitarias que se pueden dividir sobre el borde apical de los
enterocitos; se adhiere e invade casi exclusivamente por la porcion apical de los
pliegues; atraviesa la mucosa utilizando la ruta transcelular. Una vez en el citoplasma de

los enterocitos las bacterias contintan dividiéndose. Atraviesan el epitelio hasta llegar a
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la ldmina propia. Durante todo el proceso de adherencia e invasion no se evidencio una
respuesta inflamatoria de linfocitos ni respuesta de las células caliciformes en el epitelio.
Esta investigacion aporta herramientas a la escuela de conocimiento en enfermedades
infecciosas del grupo de Patobiologia Veterinaria de la FMVZ de la UNAL y otros grupos
de investigacion interesados en la sanidad piscicola y la busqueda de posibles medidas
de control del S. agalactiae que afecta la produccion de tilapia en Colombia y el mundo.

2.5.2 Recomendaciones

Con los resultados obtenidos en esta investigacion y otros de los resultados obtenidos
por el Grupo de Patobiologia Veterinara vemos la necesidad de que las futuras
investigaciones y medidas para el control y erradicacion de esta enfermedad en tilapias
tanto en Colombia como en otros paises no se enfoquen Unicamente en la elaboracién
de vacunas y utilizacion de antibiéticos, los cuales hasta el momento no han demostrado
ser una solucién eficaz a este problema. Nuestros resultados muestran que las
estrategias para minisar el impacto de esta enfermedad deben enfocarse principalmente
en medidas ecologicamente viables que eviten la adhesion de la bacteria a las

superficies epiteliales a las cuales se adhiere.
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A. Anexo: Hipotesis planteadas en el
modelo estadistico

Se hizo un andlisis de chi cuadrado por evaluador, bacteria, dosis y tiempo para
determinar la independencia de la presencia-ausencia de cada variable de rangos
evaluada (adherencia, detritus y necrosis), para lo cual se propuso las siguientes
hipétesis:

Ho: La presencia o ausencia de adherencia bacteriana a la mucosa intestinal de la tilapia,
por cada evaluador, para cada bacteria (WT y “cps), es independiente de la dosis de
incubacion utilizada.

Hi: La presencia o ausencia de adherencia bacteriana a la mucosa intestinal de la tilapia,
por cada evaluador, para cada bacteria (WT y ~cps), es dependiente de la dosis de
incubacion utilizada.

Ho: La presencia o ausencia de adherencia bacteriana a la mucosa intestinal de la tilapia,
por cada evaluador, para cada bacteria (WT y “cps), es independiente del tiempo de
incubacion utilizado.

Hi: La presencia o ausencia de adherencia bacteriana a la mucosa intestinal de la tilapia,
por cada evaluador, para cada bacteria (WT y “cps), es dependiente del tiempo de

incubacion utilizado.
Este juego de hipétesis se probd para las otras dos variables (detritus y necrosis)

1. Para severidad de la presencia de la variable observada, el modelo fue
completamente al azar por evaluador (dos evaluadores), con arreglo factorial
2*4*3 (dos bacterias, cuatro dosis y tres tiempos) para las variables de rangos
observadas (adherencia bacteriana, detritus y necrosis celular) de tal forma que
se pudiera encontrar diferencias en las bacterias, las dosis y los tiempos y de esta
forma determinar la mejor dosis de inoculacién y el mejor tiempo de incubacion
para el establecimiento del modelo de infeccién in vitro que permita caracterizar la

interaccion hospedero patdégeno en las etapas iniciales de la infeccion.

Este modelo estadistico tiene como supuestos: material experimental
homogéneo y error experimental variable aleatorio independiente. Las

hipétesis que resultaron significativas se analizaron con la prueba de Tukey.



78

Titulo de la tesis o trabajo de investigacion

Para todos los analisis se utilizé una confianza > 90%. EI modelo permite
probar las hipétesis de la interaccion de primer y segundo orden y la de los

efectos principales. A continuacion, se presenta la de segundo orden:

Hobacteria*dosis*iempo: L@ bacteria, la dosis y el tiempo son independientes para el
promedio de la severidad de la adherencia bacteriana al epitelio intestinal.
Hibacteriardosistiempo: L& bacteria, la dosis y el tiempo son dependientes para el
promedio de la severidad de la adherencia bacteriana al epitelio intestinal.

Este juego de hipétesis se probd para las otras dos variables (detritus y necrosis)
Para la prueba de chi cuadrado de la (presencia-ausencia) se encontro lo siguiente:

¢ Diferencias estadisticamente significativas en la adherencia al comparar dosis y
bacteria (P<0.0001)

¢ No hay diferencias estadisticamente significativas en la adherencia al comparar
tiempo y bacteria

¢ Los otros parametros no tienen diferencias estadisticamente significativas

Analisis de Varianza Tukey, correlacién entre variables (bacteria, dosis, tiempo):
e Diferencias estadisticamente significativa en la adherencia al correlacionar
bacteria*dosis*tiempo (C1 P=0.0322 y C2 P=0.0195.



