ESPECIAL MICROBIOLOGIA DEL MEDIO ACUATICO

SEM@FORO NUM. 61 | JUNIO 2016

Lactococcus garvieae, un patogeno de peces con posible

implicacion en Salud Publica

A. Gibello, M.M. Blanco, M.T. Cutuli, A.l. Vela, L. Dominguez y J.F. Fernandez-Garayzabal

Facultad de Veterinaria. Universidad Complutense de Madrid

gibelloa@ucm.es

El gran desarrollo de la piscicultura ha supues-
to un aumento de la incidencia de las enferme-
dades infecciosas, debido en gran medida a las
propias condiciones de produccion intensiva
en las que actualmente se cultivan las espe-
cies de interés comercial. Nuestro grupo de
la Facultad de Veterinaria, en el drea de la
Sanidad Animal ha contribuido, desde hace
varias décadas, a la identificacion de diversos
microorganismos patdgenos en peces cul-
tivados: L. garvieae como agente causal de
la lactococosis, Pseudomonas anguilliseptica
como agente implicado en la enfermedad de
invierno de la dorada, Streptococcus phocaey
Mycobacterium peregrinum como patdgenos
de peces. También se han descrito nuevas
especies bacterianas (Flavobacterium oncor-
hynchiy Chryseobactrium shigense) a partir de
alevines de truchas con sintomatologia clinica.
El grupo de investigacion posee, también un
amplio bagaje en el diagnostico y prevencion
de las enfermedades infecciosas en piscifac-
torfas, y ha colaborado en el estudio de casos
clinicos que han surgido de forma esporadica
en instalaciones piscicolas. Ejemplos de esta
actividad son la deteccion de una infestacion
por &caros en tilapias, o la micosis causada
por Fusarium oxysporum. Ademas, el grupo ha
desarrollado diversos sistemas de diagnosti-
co basados en técnicas moleculares (PCR) y
ha estudiado los mecanismos de resistencia
a antibidticos de bacterias patégenas, como
Yersinia ruckeri, implicada en la enfermedad de
la boca roja, y diversos agentes responsables
de estreptococosis en peces.

El tema principal de trabajo del grupo ha sido
y sigue siendo, el estudio de la lactococosis en
peces, producida por Lactococcus garvieae.
La enfermedad se describio por primera vez
en 1990 en Japon, y un afio después surgie-
ron brotes en ltalia, Francia y Espafia, princi-
palmente en las piscifactorias de truchas. La
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lactococosis es una enfermedad septicémi-
ca generalizada, que en la trucha se asocia
al aumento de la temperatura del agua. Los
animales afectados suelen presentar hiperpig-
mentacion, exoftalmos y hemorragias oculares
(Fig. 1), y a nivel interno una marcada enteritis
y hepatomegalia. La lactococosis es dificil de
tratar con antimicrobianos, ya que es frecuente
la resistencia a quinolonas, tetraciclinas y otros
antibioticos y, aunque en la actualidad existen
vacunas que reducen la incidencia de esta
infeccion, se trata de vacunas inactivadas que
resultan eficaces, frente a la biovariedad pre-
dominante en un pais. Hasta el momento, 10s
estudios genotipicos y epidemioldgicos de las
cepas de L. garvieae aisladas de peces indican
la existencia de grupos genéticos adaptados a
distintas especies y areas geograficas.

Aunque la mayor importancia clinica de
L. garvieae reside en su incidencia en la acui-
cultura de los paises de la cuenca mediterranea,
desde su descripcion en 1983 como agente
productor de mastitis bovina, esta bacteria ha
sido relacionada con infecciones en ganado
bovino y porcino y con diversas infecciones en
humanos. En los dltimos afios, ha aumentado
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el nimero de publicaciones sobre infecciones
causadas por L. garvieae en humanos, que
en algunos casos, se han llegado a relacionar
con el consumo de pescado y otros alimentos
contaminados con esta bacteria. A diferen-

Figura 1.

Trucha con lactococosis. A) Se aprecia la hiperpigmen-
tacion y exoftalmos; B) se aprecia una marcada enteritis.
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cia de lo que ocurre con otros patogenos de
peces, algunas cepas de L. garvieae se aislan
de leche cruda y productos lacteos, como que-
s0s artesanales, en los que contribuye a sus
caracteristicas organolépticas. Por este motivo,
nuestros (ltimos trabajos se han centrado en la
comparacion genética de aislados procedentes
de muestras clinicas de peces, humanas y de
alimentos, mediante MLST. Por primera vez se
ha observado que existe un complejo clonal que
reline aislados de infecciones humanas y algu-
nas cepas procedentes de peces y alimentos.
Sin embargo, los estudios para determinar el
caracter patdgeno de esta bacteria estan poco
desarrollados. Uno de los marcadores distintivos
propuestos entre las cepas aisladas de peces y
de productos lacteos es la capacidad de meta-
bolizar la lactosa en estos Ultimos, pero hemos
observado que existen cepas lactosa positivas
aisladas de carnes y de muestras clinicas en
otras especies animales, incluido el hombre.

Entre los factores de patogenicidad, la pre-
sencia de capsula resulta importante para
resistir la fagocitosis, pero en el caso de L. gar-
vieae, 1as cepas no capsuladas también son
patogenas para las truchas. De hecho, nuestro
grupo se ha centrado en la caracterizacion de
la cepa epidémica de la lactococosis en trucha
en Espana desde 2004, y esta cepa carece
de capsula. La DL, en infecciones experi-
mentales mediante inyeccion intraperitoneal
se ha determinado en torno a 102-10° UFC/
pez. Esta DL50 es similar a la de las cepas de
L. garvieae italianas de truchas y ligeramente
superior a la de las cepas japonesas que afec-
tan a otros peces. Uno de los hallazgos mas
significativos de la cepa con la que trabajamos,
es su capacidad para adherirse e internalizar-
se en células no fagociticas. Estos estudios de
adherencia e internalizacion se han realizado
en cultivos celulares in vitro, e in vivo en el
modelo de pez cebra.

El desarrollo de las tecnologias de secuen-
ciacion masiva durante los Gltimos afios ha
llevado a la publicacion de los genomas
completos de 15 cepas de L. garvieae, que
incluyen dos cepas japonesas aisladas casos
clinicos en jurel y tres de truchas en ltalia y
Espafa. El andlisis in silico de estos genomas
indica la existencia de genes potencialmente
implicados en virulencia (hemolisinas, adhe-
sinas, colagenasas,...). En este sentido, los
mutantes en el gen de la Sortasa C y/o en
los genes adyacentes que codifican protei-

nas con dominios pilina y LPxTG, presentan
menor virulencia. Asi pues, tal y como sucede
en otros patdgenos, las fimbrias o pili que
presentan algunas cepas de L. garvieae ais-
ladas de peces (Fig. 2), podrian estar impli-
cadas en la adhesion y colonizacion de los
tejidos durante la infeccion. También, los
genes implicados en el metabolismo bac-
teriano a la temperatura a la que suceden
los brotes pueden ser importantes ya que,
por ejemplo, mutantes de L. garvieae en los
genes que intervienen en el transporte de glu-
tamina presentan menor virulencia. En este
contexto, nuestros estudios sobre el efecto
que tiene la temperatura en el transcriptoma
de L. garvieae mediante microarrays, indican
que genes que codifican la Glutamina sinte-
tasa, estan sobreexpresados a la temperatura
a la que suceden los brotes.

Otros estudios que hemos abordado inclu-
yen la caracterizacion de proteinas de L. gar-
vieae que inducen una respuesta humoral. Los
ensayos experimentales realizados por otros
investigadores indican que algunas de estas
proteinas inmundgenas confieren proteccion
y podrian utilizarse en el desarrollo de nuevas
vacunas. Ademas, nuestro grupo ha conse-
guido la purificacion y caracterizacion de una
bacteriocina producida por una cepa de L. gar-
vieae, aislada de una infeccion en humanos,
que es totalmente especifica para inhibir el
crecimiento de otras cepas de L. garvieae. La
actividad y especificidad de esta Garvicina A
hace pensar en su futura utilizacion en pis-
cicultura. Nuestro trabajo actual consiste en
el estudio de las proteinas del surfoma en las
cepas de L. garvieae, con el fin de conocer las
proteinas implicadas en la interaccion patoge-
no-hospedador durante los primeros momen-

Figura 2.

Imagen de Microscopia Electronica de Transmision en la
que se observa las fimbrias o pili de un aislado clinico
de L. garvieae procedente de jurel.
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tos de la infeccion (adhesion y colonizacion) y
conocer la respuesta inmunitaria de la trucha
frente a la infeccion de esta bacteria.
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