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I

o. P R E S E N T A e 1 o.

Fa uns anys en acabar la llicenciatura en

BiolClgia, vaig decidil� IlH:?va

professionalitzacib en el camp cientifico-t�cnic i en

concret en el mOn de l"AqUicultura. Dues foren les raons

que em portaren a fer-ho: la primera per un gust personal

pels sistemes aqU�tics i en particular pel mar, i una

segona perqu� sempre he pensat que la feina ha d"�sser

una eina transformadora del nostre entorn social.

Vaig comen�ar els meus primers passos col.laborant

desinteressadament en el Laboratori d'AqUicultura de la

Cátedra de Zoologia-Vertebrats d'aquesta Facultat. Al cap

d'un any vaig �sser seleccionat com un deIs alumnes del

Plan de Formacibn de T�cnicos Superiores en

Acuicultura" organitzat per la CAICYT (1"Iinistel'"io de

Educación y Ciencia). La idea d'aquest Pla fou preparar

personal qualificat ja que s'havia valorat com un déls

punts prioritaris i necessaris per al desenvolupament de

L" AqiJ.icul tur a , El Pla de Formaci6 �'iniciá'amb un curs

teóric i práctic on els alumnes varem poder copsar

situacib cientifico-t�cnica i socio-econÓmica actual tant

a nivell estatal com a nivell internacional. Fou llavors

quan vaig definir una mica més el meu camp d'estudi

centrant-me en l"ictiopatologia, en veure com estava de



poc desenvolupada a l'estat espanyol respecte d'altres

pa�sos i la import�ncia que presenta la sanitat en els

cultius.

Posteriorment el 'Pla comprenia dues fases de

formaciO pr�ctica: una dintre de l'estat espanyol i

l'altra a l'estranger. En la primera vaig tenir com a

destinaciO els Departaments de Zoologia-Vertebrats i

Microbiologia (aquest darrer principalment) d'aquesta

Facultat.

foren el

EIs meus directors i supervisors cientifics

Dr. Jacint Nadal i el Dr. Joan Jofre

respectivament per cada Departament, i als qui agraeixo

els seus consells i el seu assessorament. Aquesta etapa

em resultá molt ütil per a familiaritzar-me amb diferents

técniques de diversos camps (Histologia, . Bacteriologia,

Virologia, Sistemática i Filog�nia, etc.).

Al gener de 1986 em vaig incorporar al National

Fish Health Laboratory situat a Leetown (West Virginia.

USA). Aquest centre d'ámbit federal dep�n del "Department

of the I�terior" del govern nord-americá i té com a

objectius la recerca i l'assessorament técnic

institucional. El director del centre, el' Dr. G.L.

Bullock, em va facilitar de bon principi fer un rotatori

pels diferents equips, cosa que em va permetre conéixer

on es concentren actualment els esfor�os de recerca en

l'ictiopatologia. M�s tard em vaig centrar en l'estudi



bacteri �s l'agent causant de la furencelosi, una de les

malalties que sevint es troba en les piscifactories i que

produeix p�rdues considerables en la poblaci6 afectada.

Com posteriorment s'explica en la introducci6 general,

han estat i encara són molts els estudis sobre els

factors de virul�ncia d'aquest patogen i diversos els

intents de trobar una vacuna efica�. Aixi fou com vaig

iniciar els meus estudis sota l'assessorament cientific

del Dr. R.C. Cipriano. En saber que disposava de més

temps d'estada en aquell país, els meus treballs varen

�sser encaminats a la realitzaciO d'aquesta memOria sota

la· direcciO del Dr.

Rocco C. Cipriano.

Jean Jofre i la supervisiO del Dr.

Cal dir que sempre, en tot moment i en tets els

centres e departaments que he estat en els darrers quasi

quatre anys, he tingut un bon acolliment i ajuda pels

companys. En especial, tet el personal del National Fish

Health Laboratery, que m'ajudaren a fer m�s f�cil i

agradable la meya estada als EUA. D'una manera especial

vull agrair al Dr. R.C. Cipriano el seu ajut i erientaciO

al llarg de tets aquests mesos de treball al seu costat.

També dono les gr�cies al Dr.

d'aquesta memOria.

Joan Jofre per la direcciO



Molts han estat els companys i amics amb qui he

compartit mol tes hores i a qui vull fer-los aquesta

consideracib tot i que en l"anonimat. Vull esmentar,

pero, en Francesc Piferrer, perqu� el nostre treball en

equip sobre diferents aspectes des que v�rem comen�ar

tots dos el Pla de Formacib m'ha estat indispensable en

molts moments.

Aquest treball ha _ estat possible pel sLlport

economic de la CAICYT a trii.·\Ves del "lel� Plan de Fonnación

de Tecnicos Superiores en Acuicultura",
I

i agraei ),:0 al s

seus organitzadors la confian�a dipositada en la meya

persona.

O'una manera molt especial he de donar moltes

gr�cie� a la meya muller, 1'1aria, a qui dedico aquesta

memoria. M'ha ajudat als .EUA com una eficient

"technician" tot i que 1.:1 biologia no es el seu campo En

tot moment m"ha donat el toc just de serenitat, empenta i

comprensio que, com tot hum�, he necessitat •.

Ara be, tot el cam! fet en els darrers anys no

hauria estat possible sense la confian�a, el suport, el

sac:rifici i l'esfor� que ha fet tota la meya familia.

Especialment els meus pares, de qui he rebut molt del que

soc i de qui he apres una gran 11 i c
ó

en ."no tall ar mai
,

.

les ales" a cap deIs seus fills perqu� poguessim abastar

els nostres somnis. Gr�cies.
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1.1. C A R A C TER I S T I Q U E S G E N E R A L S.

En les darreres d�cades, l'AqUicultura s'ha anat

-

consolidant com un sector �conOmic important en la nostra

societat. Ara bé, el seu desenvolupament no ha estat per

un igual en l'ample ventall d'esp�cies cultivables. En

concret, la piscicultura, i més especificament el cultiu

de Salmonids, han adquirit un desenvolupament

considerable. Aquesta situaci6 fa incrementar els

esfor�os de recerca per a millorar les t�cniques de

cultiu i solucionar els diferents problemes que van

apareixent.

Un ambit important es el sanitaria En aquest han

estat i encara s6n molts els estudis de la malaltia

coneguda com furoncolosi. Aquesta produeix p�rdues

econOmiques considerables en les piscifactories de

SalmOnids. L'agent causant d'ella es un coco-bacil gram

negatiu, Aquest bacteri

es classifica dintre la familia de les Vibrionacies

essent citocrom-oxidasa positiu, presenta motilitat
o o

22 -25 C i no creix anegativa, creixement Optim entre
o

37 C. Les colOnies s6n circulars, poden esser rugoses o

llises. Alguns a�llaments produeixen un pigment fose

soluble en aigua quan creix en TSA. Es anaerObic

facultatiu per la glucosa i gelatin�sa positiu tal com

A. Blanch. Tesi Doctoral/l



s7indica en el Bergey's Manual of Systematic Bacteriology

(1984). Actualment es classifiquen tres subsp.cies dintre

aquesta esp.cie: 8. §. subsp. §�!mQn!�l��, 8. §. subsp.

les quals

presenten certes diferencies metabbliques (Taula 1).

Fou descrit per primer cop per Lehmann & Neumann

en 1896 segons el Bergey·s Manual of

Bacteriology (1984), tot i que Bullock et

citen a Emmerich & Weibel (1890) com els

Systematic

al. (1983)

primers que

varen descriure71 com el causant de la furoncolosi a

Alemanya. Posteriorment i m�s en els darrers anys alguns

autors han indicat que B. §ª!mQni�i�� o les seves

variants atlpiques (subspecies) tambe produeixen

diferents malalties en d'altres especies de peixos no

Salmbnids (McFadden, 1970). Podem citar

l'eritrodermatitis en ��ecln�§ ��ceiQ (Bootsma et al.,

1977; Gayer et al., 1980) , "goldfish ulcer disease" en

gªc�§§i�§ ��cªt�§ (Elliot & Shotts, 1980 a i b; Shotts et

al. ,

1980)

1980),

i

"ulcer disease of trout" '(Paterson et al.,

infeccions septicemiques en

m�§§i§§iQQi§n§�§ (Bulkley, 1969), ���CQQt§c�§ �Q!Qmi§�ci

(Le Tendre et al., 1972), aQC�m�§ ªQc�mi§ i B�t�!�§

c�ti!�§ (McCarthy, 1975 a), BnQQ!Qmª f�mQc�ª (Evelyn,

1971), EnQ�in�§ QnQ��n�§ (Hastein et al., 1978), §Q!§ª

A. Blanch. Tesi Doctoral/2



§Q!ªª (Fluchter, 1979).

Taula 1: Difereneiacib de les subsp�cies d'6§CQffiQOª§

Pigment en TSA

Indol

§§Ü_!llQOif;ifLª

+

+ +

Esculina

L-Arabinosa

Suerosa

+ +

+ +

+ +

Manitol + +

A. Blaneh. Tesi. Doctoral/3



1.2. S I G N E S
,

C L I N I C S I P A T O L O G I A.

La simptomatologia"associada a la furoncolosi est�

exposada per diversos autors (Herman, 1968; McCraw, 1953;

McCarthy & Roberts, 1980; Cipriano, 1983 a). Les

infeccions agudes en alevins es caracteritz�n per un

r�pid enfosquiment epitelial i una lleugera exoftalmi�

seguida de la mort. Si els individus sbn adults aquest

mateix tipus d'infeccions produeix, pr�viament a la mort,

un enfosquiment epitelial, hemorragies a la base de les

aletes, apariciO de furOncols i inapet�ncia. Tambe es

presenten infeccions crOniqu�s en exemplars adults els

quals tenen alguns furbncols al llarg del seu cos que

estan formats per una exsudacib tissular, teixit necrOtic

i alguns macrOfags (Bullock et al., 1983).

En un estudi macroscOpic intern d'una infeccib

aguda es veuen hemorragies a les parets abdominals, al

tub digestiu i al cor, una melsa crescuda i de color roig

viu, el teixit renal tou i un fetge p�l.lid que pot

presentar hemorragies subcapsulars o focus necrOtics.

L'estOmac i l'intesti no contenen restes de menjar i en

el seu lumen, s'hi troba una supuraciO formada per mucus,

sang i c�l.lules epitelials. En el cas d'infeccions

crOniques els SalmOnids afectats presenten una congestib

A. Blanch. Tesi Doctoral/4



visceral general i peritonitis, el ronyb blanquinOs i

hemorragies en la zona pilorica i en el fetge.

A. Blanch. Tesi Doctoral/5
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1.3. D 1 A G N O S TIC.
�

P R E V E N CID.

T R A C T A M E N T.

_-

Un diagnOstic definitiu de furoncolosi requereix

sempre alllar i identificar 1'6.

bioquimiques •. Tant les soques tipiques com les atipiques

son bacils gram negatius, motilitat negativa, citocrom-

ox i dasa positius i fermenten la glLlcosa. Com a

diagnOstics presumptius es poden realitzar diferents

tecniques ser-olOgiques com microaglutinacions,

immunofluorescencies o immunotincions (Rabb et al., 1964;

McCarthy & Rawle, 1975; McCarthy et al., 1977; Eurell et

al. , 1979) • Cal tenir en compte que hi poden haver

reaccions inespecifiques, com demostren Pyle & Cipriano

(1986), en utilitzar un serum de conill contra cel.lules

completes d'6. ªªlmºu���gª trobant reaccions creuades amb

En aquestes situacions és aconsellable

l • i.IS d'un antiserum contra el lipopolisacarid d'6.

§ªlmºQi�!�ª perque és altament especific a causa de

l'homogeneltat serolOgica que presenta pel

lipopolisacarid (Pyle & Cipriano, 1986; Aoki �< Trust,

1984; Chart et al., 1984).

A. Blanch. Tesi Doctoral/6



La infeccib es pot evitar si s'obtenen els ous i

els peixos de zones certificades com a lliures de

furoncolosi. Si els ous procedeixen d'un lloc sense

certificacib, cal desinfectar-los tan prompte arribin i

mantenir-los alllats deIs altres lots per evitar el

contacte entre ells o l'Os de les mateixes aigUes. Si la

remesa és de peixos sense cap mena de certificació

sanitaria, cal tenir-Ios en quarantena per evitar

qualsevol tipus de contacte o barreja d'aigUes o d'altres

peixos. També cal desinfectar tot el material on s'ha fet

el transport, tancs o aquaris i eines de treball.

Aquestes darreres s'utilitzaran estrictament només per

als ous o pels peixos rebuts.

Els millors desinfectants per als ous sbn els

iodbfors o complexos de iode amb solvents organics

inerts, sotmetent-los a un bany de 10-15 minuts en una

concentració de 100 ppm a pH 7,
o o

10 -15 C

i a una temperatura de

(Bullock et al., 1983). Immediatament despres

cal esbandir-Ios o bé col.locar-los en la incubadora amb

un bon flux d'aigua. Els iodbfors, a la concentracib

indicada, no són tbxics per als ous embrionats, pero si

que ho sbn per als alevins. Cal indicar que McCarthy

(1977) troba que un tractament de 10 minuts amb 50 o 100

A. Blanch. Tesi Doctoral/7



ppm de iode en ous embrionats i artificialment infectats

no fou suficient per matar a 1'6. pero que

una exposició de 30 minuts a una dissolució de 1000 ppm

d'acriflavina ho aconsegueix. D'altres tractaments tambe

eficients són l'ozon (Wedemeyer & Nelson, 1977; Colberg &

Lingg, 1978) i la irradacib amb ultravioleta (Bulloek &

Stuckey, 1977).

La transmissib horitzontal (McCarthy & Roberts,

1980; Cipriano, 1982 a) i vertical sbn possibles vies de

disseminaeió tot i que la segona no es una ruta

significativa d'infeeció, tal com indica McCarthy (1977).

La seleeeió de races resistents a la furoncolosi dintre

la poblacib ictica pot resultar la millor prevencib i la

m�s reeomanable en árees on la furoneolosi �s enzootica

(Ehlinger, 1964; Cipriano, 1983 b i c r ,

La furoncolosi ha estat la primera mal al tia de

peixos tractada amb antimicrobians actuals -sUlfonamides

i nitrofurans- (Gutsell, 1948). Tot i que hi ha una gran

varietat de drogues per a la seva terápia, un parell

d"elles sbn les m�s aconsellables (Herman, 1970):

Sulfamerazina, en una dosi de 200 mgrs

per quilo de peix frese i per dia durant un máxim de dues

A. Blanch. Tesi Doctoral/8



setmanes.

ªªl��lin�a

Es aconsellable per a ªªlmg 9ªicQn§ci i

Aquest producte inhibeix el

creixement a ªªlmg tc�ttª (Snieszko & Wood, 1955) i per

tant s'ha d'evitar el seu fts en aquesta espécie.

- Oxitetraciclina, per a totes les espécies

de SalmOnids en una dosi de 50-80 mg per quilo de peix

fresc i per dia durant uns 10 diese

Qualsevol tractament acabarA com a mlnim tres

setmanes abans que els peixos vagin al mercat, o mes

temps si les regulacions per a l'ds d'una droga aixi ho

requereixen.

A. Blanch. Tesi Doctoral/9



1.4. F A e T o R S D E
,

V 1 R U L E N CIA.

En 1935, Mackie et al., caracteritzen

histopatologicament la furoncolosi com una leucopenia

aguda i proteolisi de determinats teixits, indicant-ho

com a factors de virulencia. Tamb� varen notar que el

grau de virulencia de les soques d'6.

disminuia al llarg del temps quan es mantenien en medis

de cultiu en el laboratorio Uns anys m�s tard Duff (1937,

1939) fa una primera diferenciacio basada en la presencia

o absencia d'un antigen indeterminat i la morfologia

colonial. Aquest autor classific. les colonies en dos

tipus: rugoses que precipiten en el medi de cultiu

presenten l'antigen addicional i no son patogenes, i les

que son llises que estan en solucio estable en el brou de

cultiu, no presenten l'antigen addicional i son

patogenes. Aquesta classificacio fou erronea tal com 40

anys mes tard Udey (1977) va demostrar al detectar la

presencia d'un embolcall addicional a la membrana externa

de la paret cel.lular (Munro, 1984). Va anomenar-Ia "A-

layer" (capa-A), i les soques que la tenien presentaven

una morfologia colonial rugosa, autoaglutinaven i eren

virulentes. Per altra banda diferenciava les colonies

llises, que no tenen la capa-A, no autoaglutinen i han

perdut la virulencia (Udey & Fryer, 1978).

A. Blanch. Tesi Doctoral/lO



Durant aquest periode de 40 anys es considerava

una homogeneitat serolOgica dintre B. §ª!mQDi�i�ª. Els

primers estudis� fets per Willianson, daten de 1928 i no

tingueren éxit a causa de "l'autoaglutinacib del bacteri.

Blake & Anderson (1930) utilitzaren la técnica de fixaciO

del complement i obtingueren una reacciO positiva per

totes les 82 soques estudiades. Duff (1939) va indicar la

pres�ncia d'un antigen addicional en les seves colOnies

rugoses, i va anotar una possible diferencia. En 1961

Ewing et al.

utilitzant diversos tests serolOgics, i van trobar una

forta homogeneitat dintre d'aquesta espécie, perO ja

detectaren

Q�Q�Q�Qi!ª·

l'esp�cie

reaccions creuades amb serum contra

Liu (1961) parl. d'homogeneitat dintre

perO tamb� cit. reaccions creuades

Q�Q�Q�Qi!ª amb antiserum contra 6. §ª!mQQi�iQª, tot i que

no es donaven quan provava les soques de la darrera

enfront de l'antis�rum contra 6. Karlsson

(1964) no va trobar diferencies entre els antígens

termoestables i termolabils de 12 aillaments

Spence et al. (1965) en els seus treballs

d'immunitzacib activa i passiva en ºD�Q�b�D�by§ kii§yi�Q

tambA ressenyaren una homogeneitat serolOgica dintre d·B.

§ª!mQni�iQª.

Bullock (1966), utilitzant antígens solubles d·B.

A. Blanch. Tesi Doctoral/11



b�Q�ºQbilª, va trobar tambe reaccions

creuades quan realitzava els tests d'áglutinacib i

precipitacio. Sandvick & Hagan (1968) en un estudi

enzimo-serologic detectaren tambe reaccions creuades

entre les dues esp�cies.

En 1968, Klontz & Anderson examinen 24 aillaments

amb tres antis�rums diferents utilitzant el test

d"immunofluorescéncia indirecta. Basant-se en el resultat

positiu o negatiu de cada soca respecte de cada

antisérum, digueren que existien un minim de 7 serotips

diferents. Aquests resultats erronis cal adjudicar-los a

la poca precisib del test com a métode per a analisis

serologiques, tot i que pugui ser un test practic per a

un rapid diagnostic de la furoncolosi.

Popoff (1969) compara 39 soques d·B.

pel que fa a les seves caracteristiques bioquimiques i

serologiques i anota una remarcable homogeneitat en totes

dues.

Co� s'ha dit anteriorment, no fou fins el 1978 que

Udey & Fryer detectaren la pres�ncia de l'embolcall

extern addicional o
-

capa-A en
.

algunes soques

diferenciant-les clarament de les altres. Per fi, en

1980, Paterson et al. diferencien dos grups serologics

segons la composicio antigénica, i tambA confirmen que 8.
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comparteix almenys un antigen amb

Hahnel et al. (1983) comparant 8 soques

virulentes a�llades del medi natural a Nord-am�rica i les

seves 8 formes avirulentes i no autoaglutinants indutdes

en el laboratori, demostren la pres�ncia d'un antigen

addicional comO a totes les soques virulentes.

Aoki & Trust (1984) i Pyle & Cipriano (1986)

comproven l'homogenettat antig�nica d'B.

respecte el lipopolisacarid, remarcant l'especificitat

d'aquest per l'esp�cie. Tamb� trobaren reaccions

sero16giques creuades amb 8. b��CQQbi!ª per6 degudes a

I

antlgens comuns extracel.lulars.

La conclusib de tots aquests treballs �s que en 8.

lipopalisacarid,

que hi ha una diversitat serol6gica deguda

majaritariament a la pres�ncia o abs�ncia de la capa-A i

que presenta una s�rie de reaccions creuades amb 8.

b��CQQbilª degut a ant{gens extracel.lulars (Hastings &

Ellis, 1985; Titball & Munn, 1985).

Hi han d'altres factors de tipus enzimatic

associats a la furancolasi. En 1944, Field et al.

realitzen un estudi de la seqU�ncia de reaccione

bioquimiques que presentava ��QCiQY§ �ªCQiQ davant d'una

infecci6 experimental d'a. Trabaren una

rapida baixada del nivell de sucres en sang que causava
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un "shock" hipoglLlcemic que provocaria la mort. Aquesta

disminució de glucosa en sang �s deguda al fet que el

bacteri la utilitza en la seva multiplicacib. Tambe

detectaren un augment del nivell de creatines, com a

resultat de la destruccib del teixit muscular, i un

increment d'urea en la sango Mes tard Griffin ( 1954)

suggereix que la hipoglucemia observada per Field et al.

pot causar-la un compost farmacolOgicament actiu; que la

leucopenia ressenyada per Mackie et al. (1935) pot ser el

resultat d'una producció "in vivo" per part del bacteri

d'una subst�ncia leucocitolitica; i que la producció

d'hemolisines "in vitro" no deuotenir un paper gaire

important en la malaltia. En 1962, Karlsson troba que els

eritrOcits de salmó son mes sensibles "in vitro" a

l'hemolisina produida per B.

eritrOcits d'humans,
/

de cavall o de conillet d·Indies.

Kl on t.z et al., en 1966, troben una sL\bstánci a

extracel.lular leucocitolitica que destrueix la resposta

inflamatOria en els peixos, cosa que reafirm� les

valoracions de Groi ff in. MacLean ( 1975)

purificaren una proteasa extracel.lular obtinguda deIs

sobrenedants d'un cultiu del bacteri, tot i que ele seus

experiments no eren orientats a determinar els efectes

patogenics d'aqLlesta proteasa. En un estudi del serum de
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peixos infectats varen trobar alts nivells d'aminoAcids i

compostos nitrogenats, aldolasa, creatina-fosfokinasa

derivats de les proteines musculars, i un alt nivell

d'ornitina-carbamil-transf�rasa provinent de cél.lules

hepatiques. AixO els va fer suposar que no devia ser la

hipoglucémia anotada per Field et al. la causant de la

mort, sinb una proteolisi deIs teixits de l'organisme

infectat donada per enzims d'origen bacteriA

MacLean, 1976; Shieh, 1978).

A partir del que s'ha exposat anteriorment podem

(Shieh 8(

classificar els factors de viruléncia en dos grups: els

associats a la cél.lula o cel.lulars (lipopolisacArid i

capa-A) i els extracel.lulars amb diferents activitats

enzimatiques.

1.4.1. Factors de viruléncia cel.lulars.

Udey al, Fryer ( 1978) demostren, per mitJA

d'observacions al microscopi electrOnic, que les soques

virulentes'd'S. §ªlmºQi�i�ª tenen un embolcall addicional

extern a la paret cel.lular que no presenten les soques

avirulentes. La preséncia d'aquesta capa proteica que

anomenen "A-layer" es correspon amb les propietats

d'autoaglutinacib i adhesib als teixits de peixos i

cultius cel.lulars. Trust et al. (1980), tambe mitjanG:ant
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microscopia electronica, demostren que la capa-A és

present en una soca atípica aillada d'un Cª�ª��iy�

Hubbert & Brain (1980r ho demostren en una soca

acromog�nica i virulenta aillada de 8yiily� �yiily� i

indiquen que la capa-A és formada per subunitats

tetragonals de 7.5-11 nm. Els mateixos autors troben que

la capa-A no és present en una soca avirulenta i

Hamilton et al.

(1981) veuen que es pot inhibir la formacib de la capa-A

incorporant un 0.25 % de clorur de liti en el medi de

cultiu. Ishiguro et al. (1981) i Ishiguro & Trust (1981)

demostren que si es cultiva una soca d'a.

temperatures més altes de les Optimes perd la virul�ncia,

la capacitat d'a�toaglutinar, la capa-A i passa de tenir

morfologia colonial rugosa a tenir-la llisa. Kay et al.

(1981) purifiquen la proteina constituent de la capa-A

(proteina-A) i li calculen un pes molecular de 49,500

daltons.

Munn et al. (1982), en uns estudis de resist�ncia

de les diferents soques a s�rums normal i immune de

truita, de conill o d'home , troben que les seques

virulentes (amb capa-A) tenen una resist�ncia alta o

interm�dia a l"activitat bactericida del complement,

sigui o no present l'anticos especifico Les soques que no
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tenen la capa-A i presenten complet el lipopolisacarid

(LPS) respecte de l�antigen-O tenen diferents nivells de

resist�ncia als s�rums. Finalment, les soques sense la

capa-A i sense l�antigen-O en el LPS són sensibles a

l'acció del complement en tot tipus de s�rum. Cipriano

(1987 i comunicacib personal) demostra una clara relacib

entre la presencia de la protelna-A i la resist�ncia al

s�rum. La difer�ncia deIs resultats d�aquest autor als

deIs anteriors �s que Cipriano clona i valora les soques

per assegurar que el 100 % de les c�l.lules deIs cultius

utilitzats presenten la composició antig�nica desitjada

per a cada grup estudiat. Aixb explicaria la diversitat

de sensibilitat al s�rum trobada per Munn et al.

de cada grupo

dintre

En 1983, Phipps et al. arriben a la conclusib que

la proteina-A no presenta activitat enzimatica perb que

�s una barrera refractaria macromolecular essencial per a

la virul�ncia.

Paral.lelament als estudis anteriors, Evenberg et

al. (1982 1) i Evenberg & Lugtenberg (1982 11) estudien

la capa-A i conclouen que �s majoritariament formada per

una protelna CACE: Additional Cell Envelope) que forma

les subunitats tetragonals, i que hi ha una estreta

relacib entre la seva pres�ncia, l'autoaglutinacib,
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l'adhesia al mucus de l'epidermis deis peixos o a la

superficie de le� c�l.lules i la virul�ncia. Li calculen

un pes molecular de 54.000 d.ltons. Es insoluble en aigua

i la seqU�ncia terminal d'amino.cids és H N-Asp-Val-Leu-
2

Leu. No presenta amino.cids amb grups sulfur ni residus

de sucres, i t� una composicia d'amino.cids semblant a la

fimbria adhesiva K 88 d's. �Qli i a la protelna d'un

porus de la membrana exterior d·�. �Qli K 12. El mateix

grup d'autors (Evenberg et al., 1985) estudien el LPS i

l'ACE i arriben a les següents conclusions:

1- L'antigen-O del LPS es pot perdre en

subcultius del bacteri en medis de creixement, havent

perdut pr�viament la capacitat de produir l'ACE.

2- L'antigen-O i l'ACE son els antigens m�s

importants de la membrana exterior, tot i que detecten la

pres�ncia d'un altre antigen de tipus polisac.rid que

anomenen PS-antigen.

3- La lipoprotelna de la membrana exterior no

�s accessible als anticossos.

4� La pres�ncia del LPS d'alt pes molecular

(HMW-LPS o antigen-O) podria ser un desavantatge

selectiu en l'abs�ncia de l'ACE.

5- Mai no ha estat observada la falta del HMW-

LPS amb la pres�ncia de l'ACE.

Amb aquestes,conclusions elaboren un model de la
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LPQ----

Figura 1. Model molecular de la membrana externa d7B.
§ªiffiQQi�i�ª segons Evenberg et al. 1985. O-Ag: antigen-O,
ACE: Embolcall addicional cel.lular (subunitats de la

prote�na-A), PS-Ag: antigen de tipus polisacArid
capsular, OM: membrana externa, OMP: proteines de la
membrana externa PL: fosfolipids, LPO: lipoprote�nes, PG:
capa del glucopeptid.
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membrana exterior d�B.

virulenta (Figura 1).

Kay et al. ( 1986) assenyalen que l�ACE es

associada al LPS, essent aquest darrer essencial per

mantenir la integritat de la capa-A. Indiquen que els

mutants no posseidors de l'antigen-O sOn 'invariablement

ACE negatius. Tambe comproven que la capa-A es una

protecciO fisica completa per als components de la

membrana exterior davant de l�acciO del complement, la

digestiO proteolitica i els bacteriOfags. Les soques

deficients de capa-A sOn eliminades rapidament pels

macrofags dels peixos, mentre que el fet de posseir la

capa-A li dOna protecciO al bacteri davant l'absorciO

pels macrOfags i resistencia a l"activitat litica dels

fagocits. També Sakai & Kimura ( 1985) estudiant

l'autoaglutinaciO en diferents aillaments d"B·

§ªlmQni�i�ª arriben a la conclusi6 que les soques que

autoaglutinen tenen la capacitat d"escapar dels

mecanismes de defensa de l'hoste perqu� resisteixen

l'activitat bactericida del sérum i la fagocitosi dels

leucOcits.

Per altra banda, Parker & Munn (1985) demostren

que les soques virulentes, amb autoaglutinaci6 i ACE

positiu aglutinen els eritrocits de truita i de diferents
I

mamifers i presenten adhesiO a les cél.lules de linies de
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cultiu d70rigen humA o ictic. Quan les soques s6n ACE

negatives no presenten aquestes caracteristiques.

Comproven que la manosa, la glucosa, la fucosa i la

galactosa no inhibeixen el procés d7hemoaglutinaci6, de

la qual cosa conclouen que l'adhesi6 produida per 8.

§ª!mºQi�i�ª no As especifica sin6 una conseqU�ncia de la

marcada hidrofobicitat que confereix la capa-A.

Per tant,

hi trobem presents dos antígens: l'antigen-O i l·ACE. Un

d'ells es presenta com un factor estretament relacionat

amb la virul�ncia, la proteina-A (ACE).

1.4�2. Factors de virul�ncia extracel.lulars.

Shieh & MeLean (1975) foren els primers a detectar

la pres�ncia d'una proteasa en els sobrenedants d'un

cultiu d·8. La proteasa tenia un Optim de
o

temperatura de 60 C, pH Optlm de 10.5, pes molecular

11,000 daltons i, que com era sensible al PMSF

(Phenylmethano Sulphonyl Fluoride), la determinaren com

una serin-proteasa.

Sakai (1977) estudiant 77 aillaments procedents de

Salmonids en el Japo, va trobar que tots produien
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proteasa e�·�tracel.lular la qual era un enzim

caselnol:f.tic. Aquesta, injectada intramuscularment

(i.m.), produla els tipics furbncols en el teixit

muscular del peix. Quan utilitzava mutants deficients de

proteasa indults amb NTG (N-metil-N-nitro-N-

nitrosoguanidina) , va comprovar que havien perdut la

virulencia i que els sobrenedants injectats i.m. en

salmons no produlen furbncols. D�aquests resultats va

concloure la import�ncia de la proteasa per a la

virulencia.

Munro et al. (1980) demostraren que els productes

e�·(tracel.lulars (ECP) d�una soca avirulenta i protelna-A

negativa eren molt ictioto�<ics per injeccib

intracelom�tica (i.c.> o intramuscular; aquesta darrera

via d�administracib produla furbncol s. La via

intracelom�tica en els Teleostis �s l�equivalent de la

via intraperitoneal en els vertebrats superiors. Els

primers no tenen dividida la cavitat celom�tica mentre

que els segons la tenen separada en una cavitat tor�cica·

i una ventral (peritoneu) pel diafragma. Munro et al.

(1980) trobaren que els productes extracel.lulars tenien

tamb� activitats hemolitiques i leucocitolitiques, eren

t óx í

c e per al cultiu cel.lular RTG-2 i . al tament

caselnolitics. Comprovaren que el serum normal de ªªlmQ

gª!.x:.Q.!J.§[.!. podia neutralitzar la to�dcitat i l·activitat
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caselnolitica i hemolitica. Tambe Ellis et al. (1981) ,

utilitzant injeccions i. m. i i. c. de productes

e>:tracel.lulars,

d'una furoncolosi aguda.

Sheeran L Smith (1981) i Sheeran et al. (1983) ,

utilitzant una soca salvatge virulenta aillada de §ªimQ

demostraren la pres�ncia d'una segona

proteasa. Aquesta mostrava activitat gelatinasa i

colagenasa, per6 no caselnasa. Fou inhibida per l'EDTA, i

per tant la consideraren un metalo-enzim. Un cop

purificada i injectada, no va presentar ictiotoxicitat.

Cipriano et al. (1981), mitjan�ant una columna de

Sephade�·: , separen i purifiquen quatre factors o

components deIs productes extracel.lulars procedents de

soques virulentes i de soques avirulentes. La fraccio 11

té propietats leucocitolitiques i proteolitiques, i les

fraccions 1, 111 i IV presenten activitat citolitica en

RTG-2 i no estan relacionades ni amb la leucocitolisi ni

proteolisi. Conclou que la virul�ncia del patogen no es

associada amb la leucocitotoxicitat perO si que ho és a

l'activitat de la proteasa, coincidint amb les

observacions de Sakai (1977) • Troba que les soques

virulentes produeixen més toxines.
I

• especialment per les

fraccions 11 i 111. En un treball posterior, Cipriano
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(1982 c ) demostra la c
í

t ot ox
í

c
í

t.et; "in vitro" i el

car.cter immunog�nic de la fracci� IV, caracteritza com

una glicoproteina amb pes molecular de la part proteica

de 66.000 d.ltons, la reaccib negativa de l'antis�rum de

conill preparat contra aquesta fraccib davant el LPS o la

protelna-A.

D'altres autors també assenyalen haver separat una

proteasa deis sobrenedants deis cultius virulents

(Mellergaard, 1983) o avirulents (Findley, 1983). Aquesta
o o

presenta una temperatura Optima de 48 -50 C, pH Optim de

9, és sensible al PMSF, té un pes molecular entre 70,000

i 87,000 d.ltons i produeix les lesions caracteristiques

de la furoncolosi quan s'injecta per via i.m.

Sakai (1985) demostra la p�rdua de la viruléncia

en un mutant proteasa deficient procedent d'una soca

virulenta i productora de proteasa. El mutant continua

presentant autoaglutinaci�, hemoaglutinaci�, resist�ncia

al s�rum, adhesi� cel. 1 u I ar i es hemolisina i

leucocitolisina positiu. Aquestes caracterlstiques tambe

les presenta la soca virulenta d'origen del mutant.

Aquesta darrera es mostra altament infectiva i

mutant que es eliminat r.pidament per l·hoste. Amb a
í

x o

Sakai indica que la proteasa extracel.lular és el factor

de virul�ncia mes important en la furoncolosi. El mateix
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autor Sakai, en 1987, aconsegueix la transmissib deIs

gens de proteasa des d'una soca virulenta d'B·

una soca virulenta d'B.

virulenta de E§§Y�QmQaª§ ilYQ�g§�§a§ i una virulenta de

al mutant proteasa deficient i no

virulent d't:!. Aquest passa a ser productor

de proteasa i virulent per §. gEiCQOg�i si la soca donant

ho �s, a excepcib quan el donant �s �. EagYi!!ª�Ym que �s

virulent i el seu receptor no ha éso

Fuller et al. (1977) aillen i purifiquen una

glicoprotelna leucocitolitica deIs sobrenedants del

cultiu d'una soca virulenta i salvatge, i també d'una

avirulenta. Quan injecten §.

glicoprotelna detecten una disminució del 66 X de

leucocits a les 5 hor�s. També comproven que l'anticós

especific pel LPS no reacciona amb aquest

leucocitolltic. Per altra banda Munro et al.

factor

( 1980)

troben que els productes extracel.lularsr d'una soca

avirulenta presenten una alta activitat litica pels

macrofags i eritrocits de §. gªi��a§�i. Cipriano et al.

(1981) també troben activitat leucocitolitica en la seva

fracci ó 1.1, que es aillada i purificada deIs productes
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extracel.lulars com ja s'ha indicat anteriorment.

Maclntyre et al. ( 1979) demostren que els

sobrenedants d'un cultiu d'a.

les membranes d'eritrOcits humans i produeixen �cids

grassos, fosfats soluble� i ester de colesterol, el que

indica l'activitat d'una fosfolipasa-A i d'altres enzims.

Mes tard, Maclntyre et al. (1980) i Buckley et al. (1982)

troben tres activitats enzim�tiques en una proteina

extracel.lular

fosfolipasa,

aciltransferasa.

de pes molecular 24,000 daltons:

lisofosfolipasa i colesterol-

Titball L Munn (1981) demostren la prestncia de

dues hemolisines en els sobrenedants: una H-eritrolisina

(Horse-erythrocytelysin) i una T-eritrolisina (Trout-

erythrocytelysin). Totes dues es produeixen al final de

la fase logaritmica del cultiu o al principi de la fase

estacionaria. Nomura 8< Saito ( 1982) tambe detecten

hemolisines extracel.lulars utilitzant eritrOcits de §.

9.ª-i.r:.QlJ.§.r:.i. •

Titball (1985) no aprecien difertncies
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entre els nivells finals de productes extracel.lulars de

les soques virulentes i capa-A positives, .i els de les

soques avirulentes i capa-A negatives. Aixo els fa

suposar els productes extracel.lulars no son

determinants de la viruléncia tot i que actuarien com a

factors d·agressia. La formacia deIs productes

extracel.lulars en les soques capa-A negatives fou

detectada al final de la fase logarítmica del cultiu,

mentre que en el cas de les seques capa-A positives es

dona mes tard i ja dintre la fase estacionaria. Aquests

autors conclouen que la capa-A actuaria com una barrera

per la propia cél.lula al retardar l'alliberament dels

productes extracel.lulars, i supesen que aquest

desavantatge per les soques capa-A positives vindria

compensat pel paper de resist.ncia que,confereix la capa

A davant deIs mecanismes de defensa de l·heste.
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Els primers intents de vacunació contra la

1.5. V A C U N E S E X P E R 1 M E N TAL S.

furoncolosi els f�u Duff �n 1939, estudiant la relació

serolbgica de les diferents variants colonials d·6.

Smith (1940) tamb� demostra la formació

d'aglutinines en la carpa i en la truita. En 1942, Duff

va realitzar uns experiments d'immunització amb

§ªlmgQi�i�ª obtenint uns resultats que no han estat

superats i encara avui tenen vig�ncia. Aquest mateix

autor, uns anys abans, va descriure les diferents formes

colonials d'aquest organisme buscant la relacib entre la

seva viruléncia i la naturalesa serolbgica (Duff, 1932,

1937 i 1939). En aquesta s�rie de treballs se sosté la

solidesa de la seva immunització en 1942, ja que

possiblement va utilitzar cultius d'una soca virulenta

amb completa dotacio antig�nica per a la preparacio de la

seva vacuna. L'espécie immunitzada fou ªª!ffiQ �!ªct!! i ho

va fer per via oral barrejant la vacuna amb una dieta

humida d'un 25 X de fetge de vedella i un 75 X de salmo

en conserva. La vacuna consistia amb un cultiu d·6.
o o

§ª!ffiQO!S!�ª durant 4 dies a 22 -25 C inactivant-ho amb

cloroformo Com Duff mateix va indicar, el tipus de dieta

utilitzada contribuia a prevenir la destrucció de certs

ant{gens en l'estbmac permetent que passessin a l'intesti
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per a la seva posterior absorcib. S' induia la

furoncolosi per un bany en una suspensib bacteriana a

o

19 e de temperatura. Tambe va fer-ho per via

intracelomatica i per transmissib horitzontal afegint als

aquaris truites infectades. En tots els casos, el

percentatge de mortalitat deIs exemplars immunitzats fou

menor que el deIs controls. Va mesurar el titol

d'aglutinines veient que aquest era m�s alt en valors

mitjans en els peixos immunitzats (m= 80). Va indicar que

alguns peixos del control presentaven titols

considerables, essent la mitjana de 20, tot i que

procedien d'una piscifactoria sense historial de

furoncolosi. AIguns peixos immunitzats no varen presentar

aglutinines. Duff mai no va intentar passar aquesta

experi�ncia a nivell pilot en el medi.

Snieszko & Friddle (1949) utilitzen una vacuna

oral de c�l.lules inactivades per calor, i l'administren
o o

a ªªl�gllnY§ i9ntlnªll§ en un bany de 53 -55 e durant 1

hora. No presentaven proteccib quan s'induia la malaltia

per injeccib i.c., perb si que en tenien quan la infeccib

provenia del medi natural. En aquest mateix estudi

comprovaren l'eficacia de les sulfamides per al control

de la furoncolosi. Aixb darrer, va ser tan exitbs que en

la d�cada seg�ent van minvar considerablement els
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Kr antz et al. (1963) vacunen parentalment §�!ffiº

treballs d'immunitzacib fins que l'aparicib de soques

resistents en les piscifactóries va fer revifar la

recerca d'una vacuna.

tc�tt� amb cél.lules inactivades amb formol, conjuntament

amb una emulsib d'oli mineral com a adjuvant. La soca era

virulenta i aillada de §�!��!!n�§ fºn1!n�!!§. La induccib

de la furoncolosi (challenge) fou per via i.m., i moriren

tots els peiMos control mentre que no ho feren cap deIs

immunitzats. Trobaren alts titols d'aglutinines (1472 -

3280) en els peiMos immunitzats, i considerablement

menors en els controls (O - 41>. Ara be, la DL50
8 9

utilitzada en el "challenge" fou molt alta ( 10 10

CFU/pei!< ) la qual cosa fa suposar que utilitzaren una

soca avirulenta tant per a la immunitzaci6 com per al

"challenge".

Spence et al. (1965) realitzaren una immunitzacib

passiva en ºn�Qch�n�h�§ k!§�1�h amb sérum immune de

truita irisada contra B. EIs salmons

immunitzats presentaren una mortalitat del 70 X davant

d'una del 90 X en els controls (no tractats o tractats

amb sérum normal de truita irisada). Tambe provaren una

immunitzaci6 per via oral que no va donar resultats

positius i on no detectaren aglutinines en els peiMos

immunitzats.
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Klontz 8( Anderson ( 1970) exposen una serie

d'intents de vacunaciO realitzats a finals de la decada

dels 60. Utilitzen una vacuna oral basada en un extracte

soluble en aigua que �s tOxic pels,SalmOnids. Procedei>�

de cel.lules disruptades de cultius virulents d·6·

Prepararen la vacuna, que anomenaren FSA,

fent precipitar la toxina amb alum ( NH Al (SO) .12H O ).
4 4 2 2

Els peixos immunitzats sOn Q. ki§yt�b que sotmeten a una

furoncolosi natural als 94 dies de la vacunaciO. La

mortalitat es del 58 % en els lots control i de O % en

els immunitzats. M�s tard porten a gran escala la

immunitzacib en tres piscifactories amb una preparacib

comercial de la vacuna FSA, perO no hi ha proteccib i les

mortalitats en els lots immunitzats sOn iguals o

superiors als controls. Tal i com comenta Munro (1984),

la conclusib d"aquests treballs �s que no identifiqLlen

l'antigen
,

o els antlgens importants i necessaris per a

conferir immLlnitat i, conseqi.i.entment, a la vacuna

comercial li manca la seva potencialitat.

Paterson & Fryer (1974 a) investigaren els efectes

en alevins de salmb coho <g.

dosis de lipopolisac�rids procedents de dLles soques

virulentes d·6. Les administraren per via

i.c. Trobaren una bona resposta a la dosi més baixa de'
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d'aglutinines i encara no era una dosi toxica.
o

12 i

l'antigen ( 1 yg/peix ) comparant-ho amb la mes alta

(5 mg/pei>:). Aquest. incrementava molt poc el titol

o

Immunitzant amb el LPS a tres temperatures (7 ,

o

18 C)
o

veieren que a 7 C quedava retardada i reduida la

immunoresposta. En un altre treball, Paterson & Fryer

(1974 b) administraren intracelom.ticament c�l.lules d·S.

i adjuvant (FCA:

Freund's Complete Adjuvant) a alevins de 1.2 gr de salmó

coho en una proporció de 1: 1. Trobaren una bona

resposta d'aglutinació i protecció contra la furoncolosi.

Aquestes persisteixen, com a minim, un any desprAs de la

injecció. Aquest fet contrasta amb la duració de la

immunoresposta quan injectaren nomAs LPS que disminuia

despres de 5 o 6 setmanes.

Udey 8< Fryer ( 1978) compararen l'eficacia de

quatre vacunes en el salmó coho, tres d'elles per via

oral: c�l.lules inactivades amb formol, cel.lules

inactivades amb formol mes Al (OH) i la vacuna comercial

FSA de Klontz & Anderson. L'altra era per via i.c. i eren

c�l.lules inactivades amb formol mes adjuvant (FCA). Tots

els grups varen esser exposats despres de 45 dies a una

epizootia natural en una piscifactoria utilitzant un

suministre d'aigua procedent d'una bassa amb furoncolosi.

Cap vacuna no va donar protecció completa. La mes efica(#:
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fou la donada per via i.c. que va presentar una

mortalitat del 2 % davant d'un 10 % deIs lots control.

EIs peixos immunitzats per via oral presentaren un baix

titol d'aglutinacio davant l'alt titol deIs injectats. Un

tercer lot, on la vacuna va ser donada per les dues vies

(i.c. i oral) mostrava un nivell baix d'aglutinines, cosa

que els va fer concloure que la utilitzacio d'una doble

via suprimiria la resposta humoral.

Michel (1979) ailla una soca d'e.

utilitza la forma rugosa-virulenta i la seva mutant

llisa-avirulenta en estudis de vacunacib de §. gªi��n§�i.

Inactiva els cultius amb formol i administra les vacunes

per via oral i per via intracelomatica. Cap de les dues

dona proteccio quan s'indueix la malaltia per ruta

intramuscular. Ara be, els peixos immunitzats per via

i.c. tenen alts titols d'aglutinacib. Tampoc no troba cap

difer.ncia en la resposta sobre la utilitzacib de soques

llises o rugoses. En un segon experiment, immunitza §.

gªi��n§cl amb tres injeccions successives que administra

setmanalment. Al cap d'un mes, els hi dona una injeccib

recordatori (booster). Fa el "challenge" per injeccio

i.c. en uns lots i per i.m. en d'altres. No troba

proteccib per al primer cas pero si per al segon. AIguns

deIs peixos que sobreviuen sOn portadors del bacteri. Ho
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comprova pel m�tode de Bullock & Stuckey (1975), que

consisteix a augmentar de sobte la temperatura de l'aigua
o

a 18 C, i facilitar el creixement del bacteri quan

s'immunoreprimeix els sistemes de defensa mitjan�ant una

injeccib intramuscular de delta-hidrocortisona. Michel

(1980 a, 1980 b) demostra que la infeccib experimental

per via i.m. es la mes semblant a la infeccio cronica de

la malaltia, ja que comen�a localment en el teixit

muscular i fins al tercer dia no la detecta en el ronyb.

Michel & Faivre (1982) constaten que en alguns peixos que

sobreviuen a la furoncolosi es presenta un baix titol

d'aglutinines que contrasta amb els alts titols que

presenten molts deIs peixos immunitzats experimentalment.

Aixo, els fa realitzar una prova per veure la proteccib

que presenta §.

rutes d'infeccio experimental. Utilitzen tres grups: el

primer injectat i.m. amb una dosi letal de 3,000

CFU/peix; el segon grup injectat i.m. amb la mateixa dosi

letal pero rep un tractament d'ántibiotic des del quart

al sis� dia; i el tercer rep una dosi no-letal de 1,000

CFU/peix amb una freqU�ncia mensual. Nomes el segon grup

desenvolupa una resposta d'aglutinines significativa. EIs

supervivents de cada lot es sotmeten a un "challenge" per

via 1. m. EIs resultats mostren que el nivell

d'aglutinines no indica necess.riament una proteccib
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Dodecylsulphate) i dues de cél.lules procedents de

contra la furoncolosi.

Smith et al. (1980) proven una vacuna oral de

cél.lules d'B. (Sodium

diferents a¡llaments que han lisat per ultrasons. Les

administren per bany hiperosmOtic. Despres, els peixos

s6n traslladats a una piscifactoria amb historial anual

de furoncolosi. Troben unes mortalitats del 35, 62 i 62 X

respectivament,

aillades deIs peixos morts no tenen les ma�eixes

caracteristiques (no les indiquen) que les soques

utilitzades per a la immunitzacib. > Cap de les tres

vacunes dona aglutinines, perO totes tres donen una

immunoresposta cel.lular (CMI: Cell-Mediated

Immuneresponse) mesurada pel test d'inhibició deIs

leucOcits. Aquesta �esposta es alta quan els leucOcits

del peixos immunitzats s6n inhibits per l'antigen homOleg

uti1itzat en la immunitzaci6, perO es presenta menor quan

utilitzen l'antigen heterOleg procedent dels a¡llaments

d·6· §ªlmQDisi�ª obtingut deIs peixos morts. Aquesta

variacib podria ser una explicacib de la pobra proteccib

obtinguda en proves en el medi natural i la que s'obte ,

normalment mes alta, en el laboratorio

Anderson et al. '(1979) també mesuren la resposta
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metode acetona-alcohol.

cel.lular de §. g�i��o§�i utilitzant el LPS d�S.

,
'

Administren, a diferents dosis, l'antigen per immersib o

per via Le. Mesuren la resposta pel "Passive Haemolytic

Plaque Assay" (Anderson, 1978) detectant les cel.lules

productores d'antic6s o de placa (PFC: Plaque Forming

Cells). Aquestes son limf6cits de la melsa anomenades

aixi a causa de la lisi que produeixen als eritr6cits de

be marcats amb el LPS hom6leg d'S. §�!mºoi�iº�. Detecten

resposta cel.lular amb totes dues vies per6 necessiten

dosis tan altes com 500 pg LPS / peix en injecci6 i.c. o

en immersi6 amb dosi de 500 yg LPS / mi. Cal qüestionar-

se la validesa d'aquests resultats respecte all6 que

succeix en una infecci6 en el camp, ja que no utilitzen

cel.lules completes d'e. i per altra banda

administren altes dosis de l'antigen purificat.

Palmer Smith (1980) comparen dLles vies

d'administraci6. Una As un bany hiperosm6tic de 1.5
8

minuts que conte 5:dO bacteris inactivats/ml, . i l'altra

una injeccib i.c.
9

de 0.1 mi d'un cultiu inactivat de

2:{ 10 cel.lules amb FCA en una proporcio de 1:1. Tot i

que els resultats se�blaven prometedors per obtenir una

baixa mortalitat per immersio (0.5 X), que juntament amb

la via oral sembla ser el metode mes econ6mic

d'immunitzacio; no son valids perque el "challenge"
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natural a qu� es sotmeten és molt feble (mortalitat en

els controls de 2.5 %) tal com els autors indiquen.

Cipriano (1982 b) repeteix els experiments de

Spence et al. (1965) pero canviant l'esp�cie passivament

immunitzada. Immunitza passivament

infectat amb concentracions subletals de bacteris

virulents i avirulents. Obté una mateixa proteccib (80 %

de superviv�ncia) per als dos grups que reben els s�rums

immunes, mentre que els peixos injectats amb s�rum normal

tenen un 35 % de superviv�ncia i els controls no

injectats nomAs viuen un 20 %. En un altre experiment

prova tres vacunes per via i.c.: el primer grup amb

c�l.lules inactivades amb formol i rentades, el segon

grup amb c�l.lules inactivades amb formol i sense rentar,

i un tercer grup amb un extracte deIs productes

e:·�tracel.lulars. Als 21 dies indueix la infeccib.

experimental mitjan�ant un bany de 60 segons en un cultiu
9 10 o

de 10 -10 CFU/ml' crescut durant 48 hores a 20 C

(Cipriano, 1982 a). El grup control dona un 100 % de

mortalitat, els grups primer i segon donen un 97.5 % i el

tercer un 55 %. Com a conseqUéncia d'aquests resultats

Cipriano (1983 a) immunitza amb tres concentracions de

productes extracel.lulars (1.4, 14, 140 ECP
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DEAE Sephade�o(. Els resultats s6n similars, ja que obte

proteina/peix) en forma soluble o particulada mitjan�ant

una mortalitat del 50 % per a totes les concentracions de

la vacuna soluble; i del -60, 40 i 10 % (respectivament)

per la vacuna particulada. Despres prova d�immunitzar §.

iºntin�ll§ amb els ECP per via oral (140 yg ECP

proteina/g dieta) durant 10 dies, per via Lc. (140 )-Ig

ECP proteina/peix) i per immersi6 (140 yg ECP

proteina/ml). Valora l'efic.cia pel titol d'aglutinaci6,

essent: 2458 per i.c., °512 pel bany i 154 per la via

oral. Conclou, que la via mes pr.ctica es la immersib ja

que a escala comercial la via i.c. no es rendible.

Cipriano (1982 c) utilitza cada una de les quatre

fraccions, que havia separat dels productes

extracel.lulars de soques virulentes i avirulentes per

cromatografia en DEAE-Sephadex, per a la immunitzacib de

§. iQn�in�li§. La via d'administraci6 es intracelomatica

en una dosi de 5 ug de proteina per peix. Als 21 dies fa

el "challenge" i troba una protecci6 significativa nomes

en els lots que ha immunitzat amb la fracci6 IV, tanot si

aquesta procedei�< d'una soca virulenta o d'una

avirulenta. Prepara antis�rum de conill contra la fraccib

IV, i comprova que aquest forma una banda contra

l'antigen hombleg en plaques de difusib d'agarosa.

L'antis�rum no forma cap banda contra la proteina-A de la
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capa-A ni contra el LPS. Caracteritza aquesta fraccib IV

com una glicoproteina d�un pes molecular de 66,000

d�ltons i amb potencial immunogénic.

Cipriano & Starlighter (1982) utilitzen una soca

avirulenta com una vacuna viva atenuada. Aquesta soca no

presentava la capa-A quan s'observa al microscopi

electronic i te reduit el nivell de la fraccib 11 dels

productes extracel.lulars. S'immunitza §. f9ntinªli§ per
6 2

injeccio i.c. amb concentracions que van desde 10 a 10

CFU/ml, i tambe §. §ªlª� amb un bany de 60 segons en un

9
cultiu de 2.3 x 10 CFU/ml. La mortalitat que es presenta

desprAs del "challenge" per bany (Cipriano, 1982 a), As

el 94 % i el 87.5 % en els controls respectius. Els

autors diuen que aquesta vacuna pot esser utilitzada en

immunitzacions a gran escala d·alevins. Cal valorar-ho en

piscifactories on la furoncolosi es endémica, ja que en.

la seva infeccib experimental utilitzen una dosi de

bacteri molt mes gran que la que es troba en el medi

natural. Tambe avisen que podria produir peixos portadors

i que per tant es necessari estudiar-ho préviament.

Cipriano (1983 a) descriu uns treballs no

publicats, fets per ell mateix i Starlighter, on

s'estudia la naturalesa dels components del sérum
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respecte a la seva relacio amb les fraccions deIs

productes

setmanes,

e�<tracel.l u l ars. En intervals de quatre

amb tresinjecten a

concentracions subletals d'una soca virulenta. Obtenen en

el s�rum aglutinines, precipitines i neutralitzacio a la

fracciO IV deIs productes extracel.lulas produits per 8.

§�lmQn!�!��. Després fraccionen el s�rum per

cromatografia d'intercanvi iOnic. Nom�s les fraccions que

contenen aglutinines i precipitines reaccionen

l'antis�rum de conill contra immunoglobulina de truita.

La fraccio del s�rum que cont� activitat neutralitzadora

no reacciona deamb l�antis�rum conill contra

immunoglobulina de truita, perO si amb antis�rum de

conill contra el s.rum complet de

de la fraccib

truita. Una

neutralitzadoraimmunoelectroforesi

manifesta c<.-mobilitat. Per determinar quina d'aquestes

fraccions del s�rum dona immunitat contra la furoncolosi,

injecten diferents lots de §.

complet immune de §. g�ic�n§c!, i amb cada una d'aquestes

tres fraccions per separat. Després de 72 hores,

indueixen una infecciO experimental per a determinar

quina fracciO dona immunitzaciO passiva. La mortalitat és

del 87.5 X en el lot injectat amb s�rum complet immune,

del 71.8 X en els injectats amb la fraccio que cont� les

precipitines, i del 25 X pels lots injectats amb la
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Els resultats indiquen que les precipitines son

fraccio d'aglutinines i fraccio neutralitzadora. Aixb

indica que aquestes dues darreres son elements importants

en la immunoresposta humoral contra B. §ªlmQnl�l�ª.

En el mateix estudi, Cipriano & Starliper,

examinen la immunoresposta provocada en el s�rum de

les fraccions aillades deIs productes extracel.lulars.

majorit�riament contra la fracci6 11 la qual t6 acciO

proteolitica i leucocitolitica. Com ja s'ha indicat

anteriorment (Cipriano, 1982 c), aquesta fracciO no d6na

protecciO en una immunitzaciO activa. La fracciO del

s�rum amb activitat de precipitina tampoc no confereix

proteccio passiva. Per altra banda, l'accio

neutralitzadora del s�rum ve evocada per la fraccib IV

(citolitica i La fracciO del s�rum que

conte neutralitzadora protegeix, ambo

immunitzacio passiva les truites davant d'infeccions

experimentals. Tamb. ho fa la fraccio IV en immunitzacib

activa. Quan valoren l'activitat d'aglutinacio, troben

que es molt mes baixa si renten les cél.lules utilitzades

en la microaglutinacio, i sembla ser perqu� perden
,

antlgens extracel.lulars en el rentat. Llavors marquen

eritrbcits de be amb les - fraccions deIs productes
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extracel.lulars, i els utilitzen per a proves

d'hemoaglutinaci� passiva contra el s�rum de peixos

convalescents. Detecten que l'hemoaglutinacib �s donada

de forma predominant per la fracci� l. Comproven que

aquesta és l'endotoxina que ha quedat en el medi de

cultiu procedent de l'autolisi cel.lular. Cipriano & Pyle
,

(1985) confirmen els resultats de Paterson & Fryer (1974

b), pel que fa al LPS, quan injecten en truita la fraccib

1 (o endotoxina) emulsionada amb adjuvant incomplet

(FIA). La barreja resulta �sser immunog�nica i confereix

proteccib davant d'infeccions experimentals. Ara bé, si

nom�s injecten la fraccib 1 sense adjuvant troben titols

d'aglutinines perO no hi ha proteccib. En els controls

amb injecci� només d'adjuvant tampoc troben protecci�.

Aquests estudis indiquen el car�cter immunog�nic de

l'endotoxina o LPS.

Com l'endotoxina i la fraccib IV mostren ser

components immunog�nics d'B. ªªlmºni�i�ª, Cipriano et al.

(1983) realitzen uns experiments per demostrar la seva

suposicib que ambdbs immunOgens sbn necessaris per donar

proteccib davant la furoncolosi. Utilitzen una soca

avirulenta, sense autoaglutinacib ni proteina-A, que en

els sobrenedants del cultiu presenta com a productes

extracel.lulars majoritaris la fracci� 111 i la IV. La

fracci� 111 és el melano-pigment caracteristic d'aquesta
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· ./

espécie i no �s immunogénic (Cipriano et al., 1981). EIs

cultius de ·la soca avirulenta s�inactiven amb cloroform,

i preparen tres vacunes: cél.lules soles que per les

caracteristiques de la soca nom�s porten l'endotoxina com

a immunogen; sobrenedants que porten nom�s la fraccib IV;

i cultius inactivats (cél.lules i sobrenedants) que

porten per tant tots dos immun6gens. Administren les

vacunes per immersiO, i nomes troben protecciO en el

darrer grupo

En d'altres treballs, Cipriano (1983 b) investiga

la resisténcia natural a la furoncolosi d'onze lots de

AIguns d'ells havien

estat seleccionats per �sser resistents a la furoncolosi.

Ho mesura pel titol d'aglutinines, per l'activitat

neutralitzadora de la fraccib IV i per la supervivéncia a

una infeccib experimental produida per un bany en una

9

suspensiO cel.lular de 10 CFU/ml d'una soca virulenta.

El lot m�s resistent no va presentar

mortalitat: tenia un baix titol d'aglutinines i un titol

de neutralitzacib molt alto La naturalesa d'aquest

component del sérum, que neutralitza una glicoproteina

<la fracciO IV), que te o< -mobilitat,. que es citot6xic

per les cél.lules del cultiu RTG-2 i que aparentment no

t� cap efecte en el peix viu, encara no es coneguda.
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Aquest component del sérum amb �-mobilitat es

presenta en diferents nivells en §.

seu origen, i no hi ha cap evidéncia fundada que formi

part del sistema immune. Més aviat sembla que es presenta

en el sérum d'aquesta espécie perb possiblement est�

absent o en molt poca quantitat en d'altres espécies de

Salmbnids. Munro et al. (1980), Ellis et al. (1981),

Grisely et al. (1982) i Ellis (1984) anoten les

propietats d'una antiproteasa amb �-mobilitat en el sérum

Tal com cita Munro (1984), Starley

et al.
2

macroglobulina antiproteasa an�loga a la
2

macroglobulina antiproteasa humana, i és possible que hi

sigui en tots els vertebrats. En l'home, el seu nivell és

relativament constant i independent de l'estadi de la

malaltia. ·En d'altres animals, com la rata i el conill,

és present en la fase aguda de la malaltia (Starkety &

Barrat, 1977).

McCarthy (1983) estudia el nivell de viruléncia en

els més virulents provenen de peixos portadors. Amb

algunes d'aquestes soques virulentes demostra que la

infecci6 experimental pel métode d'immersi6 deis peixos

en el cultiu bacteri�, sense cap mena d'altra acci6
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(abrasions en la pell, injeccions hormonals, etc.) es

suficient per a reproduir una furoncolosi com les que es

donen en el medi natural. Utilitzant aquest m�tode i amb

una soca virulenta (AS-1R), demostra la susceptibilitat

de diferents esp�cies de peixos a banys de 60 minuts en

4 5

un cultiu de 10 10 CFU/ml. Ara be, necessita
7

concentracions de 10 CFU/ml per obtenir la mateixa

Tambe diu que els cultius

realitzats en BHI (Brain Heart Infusion) perden

virul�ncia en un temps excessiu d'incubaci6, pero no

indica si es degut per perdre la viabilitat o algun

factor de virul�ncia.

McCarthyet al. (1983) demostren proteccib passiva

gªiC�Q§ci contra la soca virulenta AS-1R (autoaglutinant,

protelna-A positiva, morfologia colonial rugosa). No

troben protecció passiva si el s�rum immune de §.'

gªiC�Q§ci es contra la soca virulenta AS-IR inactivada

per calor, o contra la soca avirulenta AS-1S (no

autoaglutinant, protelna-A negativa, morfologia colonial

11 i sa) derivada de la virulenta AS-1R. F'er absorci6

creuada i immunoelectroforesi, demostren que un component

proteic (probablement la protelna-A) es perd en les dues

darreres vacunes esmentades (AS-1R inactivada per calor i
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AS-1S). Quan fan cr�ixer la soca virulenta AS-iR en CYBB

(Casein Yeast Beef Broth) per preparar una vacuna amb el

cultiu inactivat amb formol,obtenen millor protecciO que

si utilitzen com a medi de cultiu BHI. Comproven tambe

que no hi ha cap avantatge o interfer.ncia si inactiven

els cultius amb formol, iode o glutarald�hid, i constaten

una p.rdua d'eficAcia si ho fan per calor o per filtraci6

deIs cultius bacterians. Utilitzant aquest darrer

sistema, o sigui el medi de cultiu filtrat i administrat

amb adjuvant (FCA), no troben protecci6. Si que la

obtenen amb nomes cel.lules virulentes inactivades,

contráriament als resultats de Cipriano 1982 b. Per altra

banda, McCarthy et al. (1983) extreuen la proteina-A

(ACE) de la capa-A amb 5 mM d'EDTA. Veuen que el seu

contingut en les c�l.lules es mes gran a les 32 hores de
o

cultiu a 22 e en CYBB que a les 48 hores de cultiu en les

mateixes condicions. No donen cap explicaci6. Aquest

m�tode d'extracciO, de solubilitzaciO de la proteina-A

amb EDTA, contrasta amb la naturalesa hidrofObica

d'aquesta proteina (ACE) descrita per Evenberg et al.

(1982). Utilitzant la soca AS-iR crescuda en CYBB i amb

el seu m�tode d'infecciO experimental (McCarthy, 1983),

avaluen una s�rie de vacunes i.c. basades en diferents

tractaments que solubilitzen o no la proteina-A (ACE).

Aquests tractaments no milloren la protecciO quan sOn
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administrats per via intracelomatica. Ara be, la vacuna

obtesa per tractament amb 5 mM EDTA durant una hora a pH

8 resulta efica; per immersib (Johnson & Amend, 1984;

Nowman & Majuarich, 1985). McCarthy et al. (1983)

assenyalen que quan preparen les seves vacunes inactivant

ambo formol al 0.3 X, sbn tbxiques a altes concentracions.

Munro (1984) comenta que Hastings (comunicacib personal)

ha trobat que un 1 X de formol es insuficient per a

inactivar l'accio de la proteasa deIs productes

extracel.lulars. Aixb pot ser l'explicacib de l'anterior.

Les contradiccions entre Cipriano (1982 b) i

McCarthy et al. (1983), que anteriorment queden

exposades, venen explicades per la difer.ncia de

longevitat deIs cultius (5 dies i 1 dia respectivament).

L'acumulacio de productes extracel.lu1ars no es maxima el

primer dia per a les soques amb capa-A, pero es llavors

quan les c.l.lules del cultiu tenen la major acumulacio

de factors virulents cel.lulars. Als cinc dies, els

cultius tenen un �ivell molt elevat de productes

extracel.lulars, perb hi ha una possible auto1isi

ce1.1u1ar que fa incerta la pres.ncia de la capa-A. Tot i

aix!, en e1s sobrenedants de cultius de cinc dies es on

podem tenir mes factors de virul.ncia (Munro, 1984).

Shieh (1982) ailla una proteasa extrace1.1ular
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d'una soca virulenta d·B· Un cop purificat

l'enzim (Shieh & MacLean, 1975) comprova que �s letal per

a §ªiffiQ §ªiª� desprAs d'injectar-lo per via i.m. a baixes

concentracions. En 1984,. el mateix autor demostra,

tambA en §. §ªiª�, que pot immunitzar-la per una injecciO

i o m. en dosi subletal d'una proteasa extracelolular

procedent d'una soca virulenta d'B. Shieh

( 1985) realitza el mateix estudi perb amb la proteasa

l'

.

a�llada d'una soca avirulenta, i tamb� troba protecciO
4

quan utilitza una dosi de 10 CFU/peix per via iom. com a

infecciO experimental: Els controls presenten una

mortalitat d'un 100 X davant d'un 10 - 15 X dels lots

immunitzats. Aquests resultats contrasten amb els de

Cipriano (1982 c ) que no obt. proteccib ni arnb la

proteasa (fraccib 11) alllada de saques virulentes ni amb

la de soques avirulentes. Aspectes com la quantitat i la

freqü'encia de la dosi injectada i les diferents

metodologies d'induir la infeccib poden .sser la causa de

les diferencies en els resultats.

Davant de les divergéncies entre Cipriana (1982 b)

i McCarthy et al. (1983), i entre Cipriano (1982 c) i

Shieh (1984 i 1985) cal preguntar-se si �s necess�ria una

estandarditzaciO dels metodes d'obtenciO i purificaciO

deIs components de le� vacunes i del métode d'inducciO de

e

la infecciO experimental (challenge).
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Tal i com s'ha comentat al principi d'aquest

apartat, poc s'ha avan�at respecte als experiments de

Duff en 1942 pel que fa a l'efic.cia d'una vacuna

Existeix sempre un minim perO significant percentatge de

peixos vacunats que no queden protegits. En tenir en

compte els aspectes econOmics de les piscifactories, tals

com les despeses d'una vacunaciO o les ocasionades per un

tractament amb antibiOtic, aquest minim percentatge pot

esser critico Si l'administraciO de la vacuna no ens

estalvia el tractament amb antibiOtic, aixO significar.

l'increment de les despeses innecess.riament. Per tant,

es prescindir. de la vacunaciO i es donara l'antibiOtic

en el moment que es manifesti un brot de furoncolosi com

ja s'acostuma a fer en les piscifactories. Aixi

s'assegura no perdre aquest percentatge minim que no

protegeix la vacuna. Per exemple en el cas del cultiu del

salmb on la furoncolosi �s habitual, si els nivells de

mortalitat deis peixos vacunats arriba a un 1 %, els

piscicultors es veuen obligats a iniciar un tractament

amb antibiOtic per evitar importants pérdues econOmiques.

Llavors, la vacuna seria completament inviable desde el

punt de vista pr.ctic (Munro, 1984). Dissortadament

poques vegades es valora l'apariciO, en un futur, de

soques resistents al tractament amb antibiOtics.
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Un altre aspecte molt important de l�eficacia de

la vacuna �s si aquesta incrementa el nombre de

portadors. Tal cosa_significaria un augment del nivell de

bacteris en el medi natural, que comportaria danys

ecologics i economics, i violaria les normatives

sanitaries en aquells paisos on hi existeixen.

Pel que fa a la via d�administracib, tant la

injeccib com la immersib donen uns nivells molt similars

de proteccib. La primera �s impracticable (econOmicament

parlant) a escala industrial quan s'han de vacunar milers

d'alevins. En el cas de la immersib, estudis de diversos

autors CBower & Alexander, 1981; Alexander et al., 1982;

Tatner et al., 1984) han demostrat l'entrada de l'antigen

per les branquies. Probablement una altra via �s

l'epitelial pero hi ha pocs estudis sobre les defenses en

l'epidermis i el paper que hi jugarien en una

immunitzacib per bany. Pel que fa a l'administracib de la

vacuna oralment, ens trobem sovint que els antigens no

resisteixen els processos digestius. Si se soluciona

aquesta dificultat no hi ha cap rab per no esperar que

aquesta ruta faciliti els mateixos nivells d'immunitat

que les altres.

Com diu Munro (1984): "l'objectiu d'obtenir una

vacuna contra la furoncolosi només el temps ho dira. Si

es produeix una vacuna sera degut a un estudi cientific i
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a la comprensib de les propietats i interaccions entre el

patogen i l7hoste".
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1.6. O B J E C T 1 U S 1 P L A D E T R E B A L L ..

Tal com ha quedat exposat anteriorment, molts deIs

treballs d'6. §�!mQni�i�� han estat estudis sobre les

seves propietats immunogéniques. La recerca mes recient

ha estat i est� essent enfocada en la natura1esa

immunogénica de1s factors de viruléncia ce1.1u1ars (LPS i

capa-A) i els el': tr acel. 1 u l ar s • S'han utilitzat,

majorit�riament, antigens finament purificats. Ara be, la

produccio comercial de vacunes uti1itzant aquests

antigens d'a1t cost d'extraccio es impracticable

econOmicament a gran escala en cu1tius de peixos.

Actualment, existeixen técniques que ens permeten

diferenciar i seleccionar determinades soques d'6·

que presenten par�metres antigenics

especifics. Un deIs objectius d'aquest estudi es la

caracteritzacio antigénica de diverses soques d'6·

§�!mQni�i�� respecte els seus antigens cel.1u1ars, el LPS

i la protelna-A de la capa-A (ACE: Additional Cell

Envelope).

Posteriorment es diferenciaran i seleccionaran les

quatre combinacions antigeniques possib1es pel que fa a

aquests factors cel.lulars. Mitjanlf=ant cél.1u1es

inactivades de cada una i per separat, s'estudiar� la

resposta humoral i cel.lu1ar que produeixen en
"-,

el

A. B1anch. Tesi Doctoral/52



Tambe es comparara la

immunoresposta induida administrant les vacunes per

injeccio intracelomatica o per immersio en el medi de

cultiu.

En darrer terme es valorara la proteccib que

confereix cada una de les vacunes davant una infeccio

experimental, tenint en compte la via d'administracio.

Per tant el pla de treball per abastar aquests

objectius quedara emmarcat en els segUents capitols:

1)- Caracteritzacio antigenica. Es realitzara en

61 alllaments d·B. áªlmQQi�iQª respecte el LPS i la

protelna-A de la capa-A. Aquest capitol compendra dos

apartats:

1.A. Classificacib antigenica de les soques amb

electroforesi en gels de poliacrilamida (SDS-PAGE: Sodium

Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide). S'utilitzara la tincio

per protelnes de Laemmli (1970) i la tincio del LPS amb

nitrat de plata tal com descriuen Tsai & Frasch (1982).

EIs aillaments es classificaran en els quatre segUents

grups segons la combinacio antigenica:

A. Blanch. Tesi Doctoral/53



§r:!::!Q
.

º=Bg B!;g

1 +

11 +

111 + +

IV

soques.

1.B. Determinacib de l�antigenicitat d�aquestes

Utilitzaran tres antis.rums especifics de conill

contra c.l.lules completes d�a. ªªlffiQni�i�ª que presenten

els dos antígens, contra el LPS i contra la capa-A.

S�aplicaran les segUents t.cniques: microaglutinacib,

"Western Blot"

(immunotincib) •

2)- Caracteritzacib immunog.nica.

(electrotransfer.ncia) i "Immuno-blot"

Es prepararan

les vacunes amb c.l.lules completes i inactivades de les

quatre variants i es realitzar.:

2.A. Estudi de la immunoresposta. S�injectaran

separadament les quatre vacunes per via i.c. en diferents

Se seguir. la resposta

humoral mitjan�ant el titol d'aglutinines en el s.rum, i

la resposta cel.lular pel nombre relatiu de limfbcits

productors d'anticbs en la melsa.

2.8. Comparacib de la immunoresposta induida
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•

segons la via d'administracib: injeccib intracelomatica i

immersio.

3)- Estudi de la proteccib adquirida. Es valorara

la proteccib conferida per cada combinacib antigenica

davant d'una infeccib experimental tenint en compte la

ruta d'administracio.

Aquest treball pret�n contribuir al coneixement de

la naturalesa immunogenica deIs dos factors de virulencia

cel.lulars, i saber aixi la viabilitat de la utilitzacio

de cel.lules completes inactivades com una vacuna de baix

cost de preparacib.
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CAPITOL l.
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CARACTERITZACIO ANTIGENICA

/

ELECCIO DE LES SOQUES

REPRESENTANTS.



,

2 .1. 1 N T R O D U e e 1 O.

En 1978, Udey & Fryer, estudien la virulencia de

diferents alllaments d�B. aªlmQQi�iºª constatant, per

primer cop, que les soques virulentes presenten un

embolcall proteic a la membrana exterior que es absent en

les soques avirulentes, i l�anomenen "A�layer" (capa-A).

Tamb� en aquesta especie s�havia observat que algunes

saques presenten morfologia colonial llisa fet que estA

associat a la formació de suspensions estables en el medi

de cultiu. Un altre grup de soques tenen morfologia

colonial rugosa, no sbn estables en el medi de cultiu i

presenten autoaglutinacib cel.lular.

Udey & Fryer assenyalen que la presencia de la

capa-A va relacionada amb una morfologia colonial rugosa,

autoaglutinacib (carActer hidrofbbic) i virulencia,

mentre que la seva absencia �s determinant de morfologia

colonial llisa, perdua d'autoaglutinacio i de virulencia.

Mes tard i per diversos autors (Paterson & Fryer,

1974 a; Ishiguro et al. 1981; Evenberg et al. 1982 1 i

1985) s'ha constatat el carActer antigenic del

lipopolisacarid i de la protelna-A en

aªlmQQi�iºª, parlant d'ells com els factors de virulencia

cel.lulars.

Fins ara s�ha classificat aquesta especie en tres
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grups per la seva composicib antig.nica cel.lular .. (Munn

et al., 1982; Evenberg et al., 1985), que correspon a les

combinacions possibles de l·abs.ncia o presencia de

l'antigen-O i de la proteina-A. Si només es parla de tres

grups As perque una de les combinacions antig.niques mai

no ha estat trobada. Aquesta correspon a l·abs.ncia de

l'antigen-O i a la pres.ncia de la proteina-A. Evenberg

et al., 1985 i Kayet al., 1986, davant d'aquesta

constatacio, conclouen que l'absencia de l'antigen-O

condiciona la formacib de la proteina-A, tenint el primer

una. funcib estructural indispensable per a la citada

protelna.

En aquest capitol s'exposen els resultats de

l·an.lisi antigenic de 61 soques a§�QmQnª§ §ªlmQn!�!�ª

alllades d'epizooties naturals i mantingudes en el

laboratori. Es classifiquen segons la seva dotacib

antigenica respecte a l'antigen-Q i a la proteina-A, per

veure si.s present la combinacib d'antigen-O negatiu i

de protelna-A positiu en alguna de les soques. Finalment,

s'escolleixen, per cada un deis grups, una soca com el

tipus representatiu d'aquell grup.
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2.2. M A TER 1 A L S 1
,

M E T O DES.

2.2.1. BACTERIS. _-

Han estat utilitzades 61 soques

subsp. procedents de la

col.leccio del National Fish Health Research Laboratory

(Leetown. WV. USA). Procedeixen d�alllaments fets des de

la década deis 50 fins al 1986 de diferents punts del

continent nord-america.

,

2.2.2. ANTISERUMS.

S�utilitzaren tres antis�rums especifics de

conill. Tots ells preparats en el National Fish Health

Research Laboratory de la següent manera: El primer

contra cél.lules completes i inactivades d�e. §ªlmQni�i�ª

3.101 que presenta complet el lipopolisacarid i la capa-

A. Un segon contra el lipopolisacarid purificat amb fenol

calent (Westphal & Jahn, 1965; Hanson & Phillips, 1981)

de la soca e� §ªlmQni�i�ª 3.101. El tercer va ésser

preparat contra la protelna-A, utilitzant la capa-A de la

per tant, majoritariament és protelna-A. Posteriorment,

aquest antisérum fou absorbit amb la soca B. §ªlmºni�i�ª

3.10 qu� no presenta protelna-A.
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2.2.3. SELECCIO INICIAL DELS AILLAMENTS.

La primer�_ classificacia deIs 61 alllaments

estudiats es realitz� mitjan�ant les segUents quatre

proves:

2.2.3.1. Floculacia cel.lular.

Duff en la d�cada deis 30 ja va indicar aquesta

propietat que presenten les diferents soques d'6·

§ªlmºni�i�ª en qu� unes formen una suspensi6 estable en

el medi de cultiu. (TSB: Trypticase Soy Broth) i d'altres

inestables que formen un precipitat en el fons del tub de

cultiu. AixO darrer ve donat pel car�cter marcadament

hidrofObic de les cel.lules que indueix a la formacia de

"fl6culs cel.lulars" (autoaglutinaci6) a causa de la

presencia de l'embolcall proteic de la capa-A.

El procediment seguit fou inocular cada una de les
o

soques en 5 mI de TSB esteril, s'incub� a 20 C durant 24

hores i sense agitacia, i s' anotaren els resultats

posteriorment. Si el creixement estava en suspensiO

s'anotava com a NC (No Clumps: no flocula), i si

presentava el precipitat cel.lular com a C (Clumps:

flocula).
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2.2.3.2. Hidrofobicitat.

La hidrofobicitat ve determinada en funcib del

percentatge de sulfat amonic necessari per fer flocular

els bacteris del medi on estan en suspensib.
o

Despr�s d'un creixement de 48 hores a 20 C en TSA

(Trypticase Soy Agar) inclinat, cada cultiu fou rentat i

recollit amb 1 mi d'una solució salina al 0.05 % de NaCI.

El rentat va �sser sotmés a una disrupció amb ultrasons

per desfer els flóculs cel.lulars, que per

l'autoaglutinació forma 1'6. El disruptor

cel.lular era el Model W185D de Heat Systems-Ultra Sonics

Inc. (Plainview. N.Y. USA). Un mililitre de cada rentat
o

es posa en microtubs i es congela a -40 C. Despr�s es

realitza una nova disrupció a 60 W (punt 3 d'intensitat)

fins obtenir una bona suspensió cel.lular de la mostra.

Paral.lelament i a partir d'una solució saturada

de sulfat amonic es realitzen dilucions del 50 %, 40 %,

30 %, 20 % i 10 'lo. Cada una d'aquestes, juntament amb

aigua destil.lada, es posen en una quantitat de 100
I

pl/pou en una placa de microaglutinacib de 96 pous amb

fons conic. Despr.s s'afegeixen 10 pI del cultiu sonicat

en cada un deIs pous. Es deixa reposar durant la nit a

o

temperatura de laboratori (aproximadament 20 C), i al dia

segUent es llegeixen els resultats.
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La hidrofobicitat es basa amb la propietat per

part del sulfat amonic de fer precipitar protelnes i la

pres.ncia o abs.ncia de l'embolcall exterior proteic

(protelna-A) que presenten algunes de les soques d'6.

La lectura dels resultats es fa per la

concentracib m�s baixa de sulfat amonic on es presenta

l'aglutinacib.

2.2.3.3. Creixement en Coomassie Brilliant Blue-Agar

(CBB-Agar) •

En 1982, Udey va veure que si feia cr.ixer B.

.ªimQn!�!�ª en plaques de TSA on hi havia afegit CBB es

diferenciaven clarament dos tipus de colonies (Figura 2):

A)- Colonies blanques. No tenen

protelna-A i el lipopolisacArid �s el component exterior

de la paret cel.lular, el qual inhibeix l'absorcib del

CBB per recobrir les protelnes de la membrana cel.lular.

B)- Colonies blaves. Presenten

protelna-A en la capa-A de la paret cel.lular, essent el

seu component exterior, i quedant tenyida pel CBB de

manera selectiva.

S'utilitzA una proporcib de 100 mi de TSA amb 0.01

9 de CBB. Cada soca estudiada es va sembrar en una placa
o

de CBB-agar i s'incubA 48 hores a 20 C, procedint-se

despr�s a la lectura deis resultats.
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Figura 2. Creixement d'una soca d'B§cºffiºDª§
en una placa de C8B-Agar (Udey, 1982). Es
clarament l'exist�ncia de colónies blanques
(Foto gentilesa de R.C. Cipriano).

§ªlmºD��i�ª
diferencien
i blaves.
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2.2.3.4. Estabilitat de la suspensib en clorur sbdic.

Basada en els treballs de Duff (1939), on es

valora la concentracio de l'electrblit ('la NaCI) en la

en solucio estable.

Les soques es feien cr.ixer i es sotmetien a una

disrupcio cel.lular, tal i com préviament s'ha exposat en

la prova de la hidrofobicitat. Després, utilitzant

plaques de microaglutinacio amb 96 pous de fons cbnic, es

posaven 100 �l/pou de cada concentracio de NaCl d'un

gradient de 0.85 'la, 0.50 'la, 0.25 'la, 0.10 'la, 0.05 'la i 0.00

'la. S'afegien 10 �l del cultiu rentat i disruptat a cada
o

un deis pous. Es deixava reposar durant la nit a 20 C i

es llegien els resultats al mati segUent.

I �

2.2.4. CARACTERITZACIO ANTIGENICA INICIAL.

Un parell de proves comprenen aquest estudi i es

feren per cada' una de les 74 soques diferenciades pel

CBB-Agar: microaglutinacib amb antis.rums especifics i

electroforesi en gel de poliacrilamida. A partir

d'aquesta caracteritzacio s'escolliren les soques

representants de cada grupo
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2.2.4.1. Microaglutinacib.

S'utilitza com antigen una suspensib disruptada de

c�l.lules vives en soluci6 salina al 0.05 % de NaCI al 30

% de transmitancia a 525 nm. EIs anticossos foren els

tres antisérums especifics de conill contra el LPS

complet (amb antigen-Q) d'e. §ª!mQoi�i�ª 3.101, contra la

capa-A (nomes composta de prote1na-A) d'e. §ª!mQoi�i�ª

3.64, i contra cél.lules completes (amb antigen-Q present

El procediment seg�it per la microaglutinacib fou

'el classic, realitzant un gradient de concentracions deIs

antisérums en una microplaca de 96 pous amb fons cónico

El volum d'antigen per pou fou de 50pl essent el mateix

per a Pan_ticós, portant-ho finalment a una dilucib

inicial d'anticós de l/lO i continuant amb un gradient

descendent de rao 1/2�

2.2.4.2. Electroforesi en SDS-PAGE.

El gel de poliacrilamida (SDS-PAGE: Sodium Dodecyl

Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis) fou preparat

i corregut tal com és ressenyat en Hoefer Scientific

Instruments (1986) i segons Laemmli, 1970. El gel

acumulador
,

,

(Stacking Gel) era d'un porus de 4 % T

(perceniatge de la suma del pes del monómer d'acrilamida
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i del pes del Bis pel volumen total), 2.7 t. c

(percentatge del pes del Bis pel del monomer

d'acrilamida), 1.5 mm de gruix i pH 8.8. El corrent

utilitzat fou de 15 mA pel "Stacking Gel" i de 25 mA pel

"Separating Gel". Les mostres per analitzar procedien de

cada una de les soques i foren processades com

seguidament s'indica. Cada soca fou incubada en tubs amb
o

5 mI de TSA inclinat durant 48 hores a 20 C. Despres va

esser rentada i recollida en PBS al 1/10 amb aigua

destil.lada. S'ajustA la suspensib a una concentracib

cel.lular de 30 t. de transmitAncia a 525 nm. A partir

d'aqui cada mostra es processA de dues maneres:

a)- Tractament amb proteinasa-K. Ex t r ac c
í

b del

lipopolisacArid mitjancant l'ós de proteinasa K (PK) tal

com exposen Hitchcock & Brown (1983). Se centrifuga 1.5

mI de la suspensib a 12,000 r/m durant 2 minuts. El

precipitat es resuspen amb 50 �l del tampb per

electroforesi (Laemmli Sample Buffer, segons Laemmli,

1970) i es posa a bullir durant 10 minuts. Despres es

realitza el tractament amb 25yg de proteinasa K disolta

en 10 pI del tampb durant 60 minuts a

o

60 C.

Posteriorment, s'afegeix blau de bromo-fenol al 0.05 t.

com a tint marcador.
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b)- Disrupcib per ultrasons de la suspensib

cel.lular (WC de Whole Cells: Cel.lules senceres).

Consisteix a recollir les cel.lules de 1.4 mi de la

suspensib a 30 X de transmitAncia per centrifugacib a

12,000 r/m durant 3 minuts. Resuspendre el precipitat amb

100 pI d'aigua destil.lada i congelar-lo a

o

70 C.

Disruptar-ho fins a moldre la mostra a 60 w i

centrifugar-ha de nou. Recollir els sobrenedants i

barrejar amb\el tampb per electroforesi en una proporcib

de 1:1. Afegir, com a tint marcador, blau de bromo-fenol

al 0.05 X en una proporcio no superior a 1/10 de la

mostra final (Cipriano 8c Pyle, 1985).

La quantitat de mostra correguda fou de 15 )-tI per

PK i de 20 )-ll per WC, i de 10 J-lI pel marcador de pes

molecular. L'electroforesi es parava aproximadament a un

centimetre del fons del gel, i no s·excedi mai d'una

intensitat de 240 V. Posteriorment, el gel amb les

mostres de PK era tenyit amb nitrat de plata segons la

tecnica de Tsai 8c Frasch (1982) per a la tincio del

lipopolisacArid. El gel amb les mostres de WC es tenyia

per a observar les proteines amb Coomassie Brilliant Blue

al 0.01 X en un 25 X de metanol i un 10 X d·Acid acetic,

utilitzant la mateixa solucib sense el CBB per destenyir

(Ciprinao 8c Pyle, 1985).
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�

2.2.5. DETERMINACIO DE L�ANTIGENICITAT.

La determinacio de l'antigenicitat es realitza
_-

mitjan�ant dues t�cniques: una electrotransfer�ncia de

les mostres ja corregudes en el gel de poliacrilamida

sobre paper de nitrocel.lulosa (NC) (Towbin et al. 1979),

i una immunodeteccib deIs ant{gens amb

especifics (Pyle & Schill,

va aplicar a les soques representants de cada grup

antig�nic.

2.2.5.1. Electrotransfer�ncia.

Per cada una de les soques representants es féu

,

correr un gel utilitzant una mostra processada per als

dos tractaments (PK i WC) anteriorment explicats. A

continuacio es procedf amb l'electrotransfer�ncia del

SDS-PAGE a NC (Western Blot) tal com s'hi indica:

a)- El gel corregut es posa immediatament i durant

10 minuts en un bany de la Solucio tampo de transfer�ncia

(T-buffer). Aquesta consisteix en 25 mM Tris, 192 mM

glicina, 20 % metanol a pH 8.3.

b)- El gel es col.loca en contacte amb el paper de

nitrocel.lulosa (BA-85, 0.45 urn., Schleicher & Schuell,

Keene, NH. USA), realitzant-ho sota un bany de la solucio

T-buffer.
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c)- El gel i la nitrocel.lulosa es posen entre

dues capes de paper de filtre: un full de GS 003 en la

part posterior idos fulls de GB 002 en la part anterior

(totes de Schleicher & Schúell).

d)- Tot aquest complex es col. loca en l'aparell

d'electrotransferencia (TE-52, Hoefer Scientific

Instruments, San Francisco, CA. USA) mitjan�ant el

cassette portador del citat aparell.

e)- L'electrotransferencia es realitza durant 60

minuts a una corrent de 100 V i amb un sistema de
o

refrigeraciO per aigua d'aixeta a 12 C.

f)- Posteriorment, el paper de Mitrocel.lulosa es

processa per una immunodetecciO, i el gel s'utilitza (en

alguns casos) per a la tinciO del lipopolisacarid amb

nitrat de plata previament citada.

2.2.5.2. Immunodeteccib.

Un cop transferides les mostres al paper de NC es

va realitzar una immunodetecciO amb els reactius i

protocols indicats pels laboratoris Bio-Rad (Richmond,

CA. USA), tal i com descriuen Pyle & Schill, 1985. EIs

passos seguits foren:

a)- Finalitzada l'electrotransferencia es col. loca

el paper de NC en bany de TBS CTris-Buffered Saline: 20
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mM Tris, 500 mM NaCI, pH 7.5) durant 10 minuts i a

temperatura de laboratorio

b)- Despr.s -es passa a la solucib de bloqueig que

consisteix en un 3 % de gelatina (EIA grade) dissolta en

o

TBS per escalfor a 37 C. Es mant. en aquesta solucib
o

durant una hora a temperatura de laboratori (20 C) i amb

una lleugera agitacib.

c)- Bany en el primer anticos al llarg de tota la

nit (aproximadament unes 15 hores) amb lleugera agitaci�

i a temperatura de laboratorio L'antic�s es dilueix en

una soluci� a 1'1 % de gelatina dissolta en TBS per
o

escalfament a 37 C. Les dilucions de l'anticos variaren

segons l'antis�rum especific utilitzat: 1:50 per

l'antistrum contra LPS, 1:100 pels antistrums contra la

proteina-A i contra les c�l.lules completes (amb tots dos

d)- Al mati segUent el paper de NC es rentava dues

vegades en TBS durant 10 minuts i amb lleugera agitacib.

�)- lncubaci� de la NC en el segon anticb� durant

una hora i amb lleugera agitacib. Aquest anticos .s

l'antis�rum de cabra contra Ig8 de conill conjugat amb

peroxidasa (Goat Anti-Rabbit 198 Horseradish Peroxidase

Conjugate) al 1:2000 en una diluci� al 1 % de gelatina en

TBS.

f)- Es renta dues vegades amb TBS durant 10
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minuts.

g)- Bany en la soluciO de revelatge del color HRP
:.. .

(Horseradish Peroxidase Color Development Solution) que

consisteix en un 0.015 % de H O i un 0.05 % de 4-cloro-
2 2

1-naftol.

h)- El revelatge es para amb banys en aigua

destil.lada. Posteriorment, s�asseca entre papers de

filtre i es pot fer una cOpia fotogr�fica. Finalment,

l�original i la cOpia s'arxiven.
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2.3. R E S U L T A T S.

�

2.3.1. SELECCIO INIC1AL DELS AILLAMENTS.

Totes les soques que presentaven una suspensib

estable en el brou de cultiu, varen donar ·.colbnies

blanques en el creixement en plaques de CBB-Agar. Les

altres soques tenien una clara floculacib en el brou de

cultiu i donaren colbnies blaves en CBB-Agar. Ara be,

algunes soques que presentaren floculaciO perb amb certa

terbolesa en el brou, es manifestaren com a mixtes (+/-)

en el creixement en CBB-Agar on presentaren colOnies

blanques i blaves (Taules 2, 3 i 4). Cada una d'aquestes

s'allla per a procedir amb els següents tests i s'afegi

un digit mes en el codi de denominaciO de les soques.

Quan la soca formava colOnies blanques en CBB-Agar el

nou digit era W (white) i si les presentava blaves era

una B (blue). A partir d'aquest moment, el nombre total

de soques estudiades s'augmenta a 74.

Pel que fa a l'estudi de la hidrofobicitat, les

soques blanques necessitaven una alta concentraciO de

sulfat amOnic en el medi per precipitar (40 - 50 % de la

solucib saturada). No va esser aquest el cas de les

colbnies blaves, les quals presentaven majoritariament

floculaciO en aigua destil.lada o a nivells tan baixOs
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FLOCULAC.CBB HIDROFOB. SAL-ESTABIlJTAT

3.10 NC 50 >0.85

3.17 NC 50 >0.85

3.18 NC 50 >0.85

3.21 NC 40 >0.85

3.23 NC 40 >0.85

3.25 NC 40 >0.85

3.26 NC 50 >0.85

3.27 C + 00 0.00

3.30 NC 50 >0.85

3.33 C + 00 0.00

3.35 NC 50 >0.85

3.37 C + 00 0.00

3.39 C +/- 00/10 0.05/0.25.
3.41 NC 50 >0.85

3.42 NC 50 >0.85

3.48 NC 50 >0.85

3.49 NC 40 >0.85

3.55 NC 20' >0.85

3.58 NC 50 >0.85

3.64 C + 00 0.00

3.67 NC 50 >0.85

3.68 NC 50 >0.85

Taula 2. Resultats de la classificacib inicial deis
aillaments. NC: no flocula. C: flocula. -: colbnies
blanques. +: col6nies blaves. +/-: colbnies blanques i
blaves. Quan hi han dos valors en la hidrofobicitat i en

l'estabilitat en la sal, el primer correspon a· les
col6nies blaves i el segon a les colbnies blanques d'un
mateix alllament.



3.72
3.74

3.75

3.76
3.77

3.78

3.80

3.95

3.101

3.103

3.111

3.112

3.113

3.115

3.116

3.117

3.119

3.121

3.122

3.123
3.124

3.125

FLOCULAC.CBB HIDROFOB. SAL-ESTABIUTAT

NC - 50 >0.85

NC +/- . 10/40 0.05/>0.85
C + 00 0.00

NC - 50 >0.85

C + 00 0.05

C + 10 0.05

NC - 50 >0.85

NC - 50 >0.85

NC +/- 00/50 0.00/>0.85
C + 10 0.05

C +. 00 0.00

C +/- 00/50 0.05/>0.85
C + 10 0.00

NC +/- 00/50 0.05/>0.85
C + 00 0.05

C +/- 00/50 0.05/>0.85
NC +/- 50/50 >0.85/>0.85
NC +/- 00/50 .; 0.05/>0.85
C + 00 0.05

C +/- 00/50 0.00/>0.85
C +/- 00/50 0.05/>0.85
C + 10 0.00

Taula 3. (Continuacib). Resultats de la classificacib
inicial deIs aXllaments. NC: no flocula. C: flocula. -:

colOnies blanques. +: colOnies blaves. +/-: colOnies
blanques i blaves. Quan hi han dos valors en la
hidrofobicitat i en l'estabilitat en la sal, el primer
correspon a les colOnies blaves i el segon a les colOnies
blanques d'un mateix aXllament.
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3.126

3.127
3.128

3.129

3.130

3.131

3.132

3.133
3.134

3.135

3.136

3.137
3.138

3.139

3.140

3.141

3.142

FLOCULAC.CBB HIDROFOB. SAL-ESTABIUTAT

C + 00 0.00

C +/- 00/40 0.00/>0.85
C + 00 0.00

C + 10 0.05

C + 00 0.05

C + 00 0.00

C + 00 0.05

C + 00 0.00

C + 00 0.00

C + 00 0.00

C + 00 0.00

C +/- 00/40 0.05/>0.85
C +/- 00/50 0.00/>0.85
C + 00 0.00

NC - 10 >0.85
C + 00·.- 0.00

NC - 40 0.05

Taula 4. (Continuacib). Resultats de la classificacib
inicial deIs alllaments. NC: no flocula. C: flocula. -:
colOnies blanques. +: colOnies blaves. +/-: cplOnies
blanques i blaves. Quan hi han dos valors en la
hidrofobicitat i en l�estabilitat en la sal, el primer
correspon a les colOnies blaves i el segon a les colOnies
blanques d'un mateix aillament.

A. Blanch. Tesi Doctoral/74



com 10 X de la solucib saturada de sulfat ambnic (Taules

2, 3 i 4).

Molt paral.lels als resultats anteriors foren els

obtinguts en la valoraciO de la concentracib necessAria

de l'electrblit (NaCl) en el medi per tenir suspensions

estables, o sigui, en la que no manifesten

autoaglutinacio. La majoria de les colbnies blanques

estan en suspensib estable en qualsevol concentracib

salina de les mesurades. No aixi en les colbnies blaves,

les quals fins i tot precipiten en l�aigua destil.lada,

confirmant de nou la seva hidrofobicitat. A partir

d'aquests resultats es decidi uti 1 i tzar la minima

concentracib salina (0.05 X) en les posteriors proves.

2.3.2.
, ,

CARACTERITZACIO ANTIGENICA INICIAL.

En la microaglutinaciO de cada una de les soques

d'B. §�lmºQi�i�� davant deIs tres antis.rums especifics

de conill contra el LPS, contra la protelna-A i contra

tots dos ant{gens (WC: Whole Cells), hi ha uns nivells

d'aglutinacib suficientment significatius per

diferenciar-se diversos grups antig�nics (Taules 5, 6 i

7). Un primer grup on les soques presenten alts titols

d'aglutinacib pels antis.rums contra el LPS i contra WC,

un segon grup on no hi ha pr.cticament aglutinacib per
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SOCA

3. 10W
3. 17W
3. 18W
3.21W
3.23W
3.25W
3.26W
3.27B
3.30W
3.33B
3.35W
3.37B
3.39B
3.39W
3. 41W
3.42W
3.48W
3.49W
3.55W
3.58W
3. 648
3.67W
3.68W
3.72W
3. 748
3.74W
3.758
3.76W
3.77B
3. 788
3.80W
3.95W

,

MICROAGLUTINACIO SDS-PAGE

IPS A-Ia.yer Y.C.
__.

O-A¡ A-layer

5 1 . 7 + -

2 2 4 + -

O 1 3 - -

2 O 3 + -

2 O 4 + -

3 O 4 + -

2 O 3 + -

5 7 8 + +

3 O 5 + -

11 11 11 + +

2 O 3 + -

5 6 5 + +

9 10 10 + +

4 O 7 + -

1 O 4 + -

1 O 3 + -

1 O 3 + -

2 O 3 + -

O 1 3 - -

1 . O 3 + -

O B B - +

1 O 3 + -

1 O 3 + -

1 O' 3 + -

3 7 7 + +

2 O 1 + -

5 7 7 + +

2 O 3 + -

2 7 7 + +

2 6 6 + +

1 O 2 + -

2 O 2 + -

Taula 5. Resultats de la caracteritzacib antigenica. El

digit W en el codi d'identificacib de les soques
significa que en CBB-Agar les colbnies tenen coloracib
blanca. Quan es B, presenten coloracib blava. EIs valors
de la microaglutinacib venen expressats com el Log2 de la
dilucib de l·anticbs. En l'electroforesi (SDS-PAGE). els
simbols + i - indiquen, respectivament, presencia i
absencia.
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SOCA

3.1018
3.101W
3.1038
3.1118
3.1128
3.112W
3.1138
3.1158
3.115W
3.1168
3.1178
3.117W
3.1198
3.119W
3.1218
3.121W
3.1228
3.1238
3.123W
3.1248
3.124W
3.1258
3.1268
3.1278
3.127W
3.1288
3.1298
3.1308
3.1318
3.1328
3.1338

3.1348

,

MICROAGLUTINACIO SDS-PAGE

lPS A-layer 1I'.C. O-Ag A-layer

4 3 6 + +

3 O . 6 + -

2 8 7 + +

9 lO 11 + +

2 7 6 + +

2 1 1 + -

2 4 4 + +

2 9 a + +

3 1 2 + -

2 a 7 + +

2 8 a + +

2 o .3 + -

3 3 4 + +

3 O 4 + -

3 9 9 + +

2 O 3 + -

2 B a + +

4 a 5 + +

4 1 5 + -

2 6 6 + +

1 O 3 + -

2 5 5 + +

4 9 a + +

2 7 7 + +

1 o 1 t- -

5 7 6 + +

1 5 5 + +

9 10 10 + +

2 5 3 - +

7 7 7 + +

2 8 7 + +

11 11 11 + +

Taula 6. (Continuacib). Resultats de la caracteritzacib
antigenica. El digit W en el codi d'identificacib de les
soques significa que en CBB-Agar les colOnies tenen
coloraci6 blanca. Quan és B, presenten coloraci6 blava.
EIs valors de la microaglutinaci6 venen expressats com el
Log2 de la diluci6 de l'anticos. En l'electroforesi (SDS
PAGE) , els simbols + i - indiquen, respectivament,
presencia i absencia.
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MICROAGLUTINACIÓ ·SDS-PAGE

SOCA LPS A-Iayer W.C. O-Ag A-Iayer

3.1358
3.1368
3.1378
3.137W
3.1388
3.138W
3.1398
3.140W
3.1418
3.142W

2 7 8 + +

3 10 9 + +
2 6 7 + +

2 O 3 + -

3 11 11 + +
3 O 11 + -

9 9 9 + +
3 2 7 + -

11 11 11 + +

3 1 4 + -

Taula 7. (Continuacib). Resultats de la caracteritzacib

antigenica. El digit W en el codi d'identificacib de les

soques significa que en CBB-Agar les colOnies tenen
coloraci6 blanca. Quan �s B, presenten coloraci6 blava.
Els valors de la microaglutinaci6 venen expressats com el

Log2 de la diluci6 de l·anticOs. En l'electroforesi (SDS
PAGE) , els simbols + i - indiquen, respectivament,
presencia i absencia.
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l�antis�rum contra el LPS i si que hi �s pels altres dos

antis�rums, un tercer grup on es presenten alts titols

d'aglutinació per tots tres antis�rums, i un darrer on

els titols son relativament baixos o nuls per tots tres

antis�rums.

A causa de l'autoaglutinacio encara present en

mol tes de les saques que no permet� �na acurada lectura

deIs titols, es va procedi� a reafirmar aquests grups. Es

realitz� una electroforesi en gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE) i les tincions de nitrat de plata pel LPS (Tsai &

Frasch, 1982)i de CBB per les proteines (Cipriano & Pyle,

1985) •

EIs resultats demostraren que algunes saques no

presenten la porcio d'alt pes molecular del

lipopolisac�rid que correspondria a l'antigen-O (O-Ag -)

i mantenen el nucli ("core") i el lipid-A (Taules 5, 6 i

7·, i F i 9ur'a 3). Ara b�, existeix una clara homogeneitat

Respecte a les bandes obtingudes per la tineio de

CBB hi ha algunes saques que presenten clarament una

banda m�s (Fig. 4). Aquesta per la seva posieio en el gel

correspon a la proteina-A, tal i com indiquen altres

autors (Trust et al., 1980; Hubbert & Brain, 1980; Kayet

al. , 1981; Evenberg & Lugtenberg, 1982 11). La prestneia

o abs�neia de eada un d'aquests components sembla
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3.10 3.64 3.139 3.18

Figura 3. SDS-PAGE de les soques d·B. §ªlmºQi�i�ª
representants de cada grup antig�nic tractades amb

proteasa K (PK). Tinci6 amb nitrat de plata. La resta de
les 74 soques estudiades tamb� s'analitzaren per aquesta
técnica.
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66 kd

__ proteina-A

45 kd

24 kd

3.10 3.M 3.139 3.18

Figura 3. SDS-PAGE de les soques d'B. §ª!mºQi�i�ª
representants de cada grup antig�nic sotmeses a sonicació
(WCl. Tinció amb CSB. La resta de les 74 soques
estudiades també s'analitzaren per aquesta t�cnica.
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completament independent respecte a l�altre, i per tant

queden de manifest els grups pressuposats a partir de la

microaglutinacib. La composicib antigénica d�aquests

I

respecte els dos antlgens 'queda de la següent manera:

1 +

11 +

111 + +

IV

El percentatge de les soques estudiades que cada

un deIs grups inclou, queda exposat en la figura 5.

2.3.3. SOQUES REPRESENTANTS DE CADA GRUP.

A partir de les dades citades anteriorment es va

escollir una soca representant per cada grupo Aquestes

foren:

§!:!::!Q §Q�ª

1 3. 10

11 3. 64

111 3.139

IV <' 18o_' •
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PERCENTATGE DELS QUATRE -DlFERENTS GRUPS DE SOQUES

Q-Ag +, ACE -

46%

Q-Ag -, ACE
3%

O-Ag -, ACE -

3%

Q-Ag +, ACE +

48%

# TOTAL DE SOQUES: 74

Figura 4.

un deIs
estud i .

Percentatges de les saques estudiades per cada

quatre grups antig�nics definits en �quest
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.3. 10Y 3. 64B 3.139B 3. 18Y

Preclpit. NC e C NC

Sal-estabWtat >0.85 0.00 0.00 >0.85

IDdrotob. 50 00 00 50

CBB-Aaar -:- + +

Jl
I LPS 5 o 9 o
e

r

o

a A-1llYer 8 9 1
I
1
u

t lr.C. 7 8 9 '3

S
D O-A¡ + +
S

/
p
A A-layer + +
G
E

Taula 8. Caracteristiques relacionades amb els factors
de virul.ncia cel.lulars de les soques representants. NC:
no flocula. C.: flocula. CBB-Agar -: colonies blanques.
CBB-Agar +: colonies blaves. SDS-PAGE +: pres.ncia de
l'antigen. SDS-PAGE +: abs.ncia de l'antigen. EIs valors
de la microaglutinacib s'expressen com el Log2 de la
diluci6 de l'anticos.
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En la taula 8 es resumeixen els resultats

obtinguts per cada una d'elles en les proves anteriors.

Es realitzaren de nou gels de poliacrilamida amb les

quatre soques tenyint-Ios �mb nitrat de plata o CBB. En

la figura 3 es veu la pres�ncia de la fraccib d'alt pes

molecular del lipopolisacArid, que correspon a l'antigen-

o nomes en els alllaments 3.10 i 3.139. En la figura 4,

tal i com indica la fletxa, hi ha una banda proteica de

mes en els alllaments 3.64 i 3.139,

protelna-A.

Es va calcular el pes molecular d'aquesta protelna

que correspon a la

mitjan�ant la recta de regressio definida per les

distAncies relatives corregudes per cada una de les

protelnes d'una solucib estAndard, i el logaritme en base

10 del seu pes molecular expressat en quilodAltons. La

solucio estAndard estava composta per:

Albúmina bovina

Alb6mina d'ou

Tripsinogen

66

45

1.5

1.5

24 2.0

Les distAncies relatives (D.R.) recorregudes es

calcularen dividint l'espai recorregut per cada una de

les protelnes estAndard a partir del limit superior del

gel, per l:espai total recorregut per les mostres des de
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l�extrem superior fins al lloc que ocupaven en detenir

l'electroforesi:

Albúmina bovina 0.27 1.81954

Albúmina d'ou 0.54 1.65321

Tripsinogen 0.85 1.38021

2
La recta de regressi6 obtinguda amb una R de 0.99

fou:

y = 2.038 + (-0.76 x)

La distAncia relativa recorreguda per la proteina-

A fou 0.419. Substituint aquest valor en l�equacib

anterior i calculant despres l'antilogaritme del .valor de

la "y", ens d6na un pes molecular de 52,427 dAltons per

la proteina-A.

Les quatre soques representants tamb. es varen

caracteritzar bioquimicament respecte d'altres patbgens i

diferéncia entre elles en els tests utilitzats (Taula

9). Totes elles eren gram negatiu, citocrom-oxidasa

positiu, anaerbbiques facultatives per la glucosa,

motilitat negativa i gelatinasa positiva. Com produeixen

pigment en TSA i cap no produeix indol, es classifiquen
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SOCA 3 64B 3139B 3 18W3. 10W . . .

GRAM - - - -

CIT-OX. + + + +

OfF +1+ +f+ +1+ +1+

MOTIUTAT - - - -

._ t

-

GELATIN. + + + +

PIGMENT +. + + +

TSI ¡ AlA AlA AlA AlA

INDOL - - - -

A. Blanch. Tesi Doctoral/S7

Taula 9. Caracteristiques bioquimiques de les soques
representants.
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2.3.4. DETERMINACIO DE L'ANTIGENICITAT.

La immunodetecci6 deis antigens de cada una de les

soques ens determina la seva antigenicitat. En les

immunotincions sempre s'incloia una mostra PK i una WC

per cada soca, que ens proporcionaven en el paper de

nitrocel.lulosa el LPS i la proteina-A. Si observem la

figura 6 on es mostren els resultats de la immunodetecciO

per a la soca 3.139, constatem la tinci6 positiva de

l'antigen-O per l'antis�rum especific contra el �PS ( �-

LPS) • Quan s'utilitzA com a primer anticOs l'antis�rum

especific contra la proteina-A (O{.-A-Iayer), també podem

veure que la tinciO es positiva i apareix la banda de la

proteina-A. 1 quan el primer anticOs fou l'antis�rum

contra cel.lules completes amb els dos antigens ( �-WC),

donA una immunotinciO positiva per a l'antigen-O i per a

la proteina-A.

En la figura 7 on la immunodetecciO es feu sobre

la soca 3.10, observem que la tinci6 també fou positiva

enfront de ""--LPS. No ho fou aixi per a la protelna-A

davant de eX.-A-I ayer, i nomes fou positiva per al

lipopolisacarid enfront de �-WC manifestant-se la

pres�ncia .de l'antigen-O.

Si observem la figura 8, poden veure els resultats

per a la soca 3.64. La immunodetecciO nomes resultA

A. Blanch. Tesi Doctoral/88



positiva per a la proteina-A, enfront dels antis�rums

especffics contra ella mateixa i contra les c�l.lules

completes. Ni aquest antis�rum darrer ni el del LPS

presentaren un resultat positiu per a l'antigen-O, cosa

que coincideix amb la seva abs�ncia en aquesta soca ja

detectada pr�viament per la tihcio de nitrat de plata del

gel de poliacrilamida.

Finalment, en la figura 9 veiem que la

immunodeteccio sobre la soca 3.18 fou negativa per a tots

dos
�

antlgens (antigen-O i proteina-A) en tots tres

antis�rums especffics.

Les immunodeteccions, tal i com es presenten en

les figures 6, 7, 8 i 9, eren acompanyades de les

tincions del gel de poliacrilamida en nitrat de plata i

en eBB, de manera que servien de control i refer.Mcia de
,.

la pres�ncia o abs�ncia de l'antigen-O i la proteina-A en

cada una de les soques.
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66 kd

45 kd

24 kd

PI< WC PI< WC PK WC PI<

� prote"ina-A

ANTISERA

....-A-Iayw <-W.C.I(.-LPS

3.139

Figura 6. Immunotincib (Immuno-Blot) sobre paper de

nitrocel.lulosa de les mostres de PK i WC de la soca

3.139 amb els antis�rums especifics de conill indicats.

S'inclou com a referéncia pel LPS i la proteina-A, una

tinci6 amb nitrat de plata d'una mostra de PK en 5DS-PAGE
(S.5.) i una tincib amb CBB d'una mostra de WC en 5D5-

PAGE, respectivament.

esa s.s.
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PK WC PK WC PK WC PK

66 kd

45 kd

24 kd

CBB s.s. ",-A-layar o<.-W.C.

ANTISERA

3. 10

Figura 7. ImmunotinciO (Immuno-Blot) sobre paper de
nitrocel.lulosa de les mostres de PK i WC de la soca 3.
10 amb els antis�rums especifics de conill indicats.
S'inclou com a refer�ncia pel LPS i la proteina-A, una
tinci6 amb nitrat de plata d'una mostra de PK en SDS-PAGE
(S.S.) i una tinciO amb CB8 d'una mostra de WC en SDS
PAGE, respectivament.
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66 kd

45 kd

24 kd

css s.s.

PK WC PI< WC PK WC PI<

......- proteina-A

o(.-LPS ...-A-Iayer o(-W.C.

ANTISERA

3. 64

Figura 8. Immunotincib (Immuno-Blot) sobre paper de

nitrocel.lulosa de les mostres de PK i WC de la soca 3.

64 amb els antis�rums especifics de conill indicats.

S'inclou com a refer�ncia pel LPS i la proteina-A, una

tincib amb nitrat de plata d'una mostra de PK en SDS-PAGE

(S.S.) i una tincib amb CBB d'una mostra de WC en SDS

PAGE, respectivament.
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66 kd

45 kd

24 kd

wwu wc wc PI< WC PI< wc PI<

css s.s. o<.-LPS

ANTISERA

3. 18

....-A-Iayer O(-W.C.

Figura 9. ImmunotinciO (Immuno-Blot) sobre paper de
nitrocel.lulosa de les mostres de PK i WC de la soca 3.
18 amb els antis�rums especifics de conill indicats.
S'inclou com a refer�ncia pel LPS i la proteina-A, una
tinciO amb nitrat de plata d'una mostra de PK en SDS-PAGE
(S.S.) i una tinciO amb CBB d'una mostra de WC en SDS
PAGE, respectivament.
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2.4. D 1 S C U S S 1 o.

, \

2.4.1. CARACTERITZACIO ANTIGENICA.

En l'estudi incial per a classificar les soques en

els diversos grups antig�nics, es presentA una estreta

relacib entre l'autoaglutinacib, la hidrofobicitat i la

pres�ncia de la capa-A, mes concretament de la prote1na-

A. Totes les soques que estaven en suspensib estable en

el brou de cultiu presentaven colbnies blanques en CB8-

agar, un alt percentatge de sulfat ambnic i una elevada

concentracio d'electrblit (NaCI) per fer-Ies flocular. La

coloracib blanca de les colbnies en CBB-agar ens delata

la manca de prote1na-A embolcallant la membrana exterior,

tal i com ressenyaren Udey & Fryer en 1978. Per altra

banda, quan aquesta prote1n� hi es present, les colbnies

queden tenyides de color blau pel CBB •. Aquesta

caracteristica correlacionada una
-

alta.ambva

hidrofobicitat manifestada pels baixos' o innecessaris

nivells sulfat ambnic i tamb. per baixalade

concentracio de NaCI per fer flocular aquestes soques.

Tot l'anterior corrobora les afirmacions d'altres

autors (Duff, 1939; Udey & Frye�, 1978; Evenberg et al.,

1982 1; 1982 11, F'hipps et al.,Evenberg & Lugtenberg,

1983) pelo que fa al carActer hidrofbbic que confereix la
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proteina-A a les soques d'6. Les c:ol on i es

blanques i per tant sense proteina-A, han perdut aquest

c:ar�c:ter que es presenta sempre en els

primaris del bac:teri del s'eu medi natural.

Les an�lisis de la dotac:i6 antig�nic:a mostren que

aillaments

no hi ha una homogeneitat serolbgic:a dintre l·esp.c:ie

c:oinc:idint amb Udey & Fryer (1978) i Paterson et al.,

(1980) ·entre d·altres. Ara be, podem parlar d'una

homogeneitat serolbgic:a elquan nomes c:onsiderem

lipopolisac:�rid ja que aquest es el mateix per a tots els

aillaments analitzats. Nomes s'ha de ressenyar que a

algunes soques els manc:a l'antigen-O en el LPS.

El c:onjunt de les soques estudiades denota quatre

diferents grups antig�nic:s, a partir deIs resultats de la

mic:roaglutinac:ib i l'elec:troforesi, respec:te als dos

fac:tors de virul.nc:ia c:el.lulars c:onsiderats en aquest

treballa La dotac:i6 antig�nic:a deIs grups fou la que

s'espec:ulava en els objec:tius de treballa

Es detec:ta una nova c:omposic:ib antig�nic:a que

queda reflexada en el grup 11, respec:te a les c:itades per

altres autors (Munn et al., 1982; Evenberg et al., 1985).

Aquest nou grup presenta la proteina-A quan no hi es

l'antigen-O en el lipopolisac:arid. Evenberg et al.,

( 1985) (1986) no detec:taren en els seusi Kay et al.,

estudis aquesta dotac:i6 i diuen que els mutants negatius

A. Blanc:h. Tesi Doc:toral/95



de l'antigen-O sOn invariablement proteina-A negatius.

Podem dir dones, a partir de l'anterior, que els

resultats obtinguts desqualifiquen tal afirmacio

aportant mes informaciO sobre la relaciO i dependéncia

d'aquests dos antígens.

Les proves bioquimiques realitzades per cada soca

representant donaren els mateixos resultats. Aleshores

s'inclouen totes elles dintre 6.

i per tant podem parlar d'una hombgeneitat

bioquimica entre els grups, si mes no respecte als tests'

portats a terme.

2.4.2.
,

RELACIO DE L'ANTIGENICITAT,
,

LA RESISTENCIA AL

\ ,

SERUM I LA VIRULENCIA.

Durant el temps que es realitzava aquest treball,

Cipriano (1987) estudi� la resisténcia de les quatre

soques al sérum de §ªl�§l!DY§ fQQi!Dªl!§. L'autor conclou

que les soques que tenen la proteina-A sOn resistents a "

l'acciO del complement del sérum, mentre que les soques

on la proteina-A es absent sOn sensibles. Aquesta

valoraciO est� d'acord amb la de Munn et al. (1982) tot i

que aquests darrers parlen de resisténcia alta o

intermédia que sembla causada pel fet que no clonaren les

seves soques. Aqui s'enten com a soca clonada aquella en
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la que totes les c�l.lules de la seva poblacib presenten

o no la proteina-A (o 100 % blanques, o 100 % blaves).

Cipriano (1987 i comunicacib personal) troba que tots els

alllaments presenten (protelna-Acolonies blaves

positives) i colonies blanques (protelna-A negatives) en,

proporcions m�s o menys variables quan es mantenen en

medis de cultiu en el laboratorio Cipriano, quan valora

la sensibilitat al s�rum i per evitar tenir una poblacib

mixta, clona pr�viament les quatre soques assegurant-se

que treballa amb poblacions 100 % blaves o 100 %

blanques. li permet corregir les situacions

interm�dies, que amaguen els resultats, trobades per Munn

et al., (1982).

Tamb� (1987 i comunica�ib personal)Cipriano

realitza un estudi de la virul.ncia deIs quatre grups

antig�nics d'B. §ªlmQni�i�ª que han quedat anteriorment

definits. La pres.ncia deIs dos antígens (antigen-O . i

protelna-A) en les c�l.lules �s un requisit necessari per

�sser virulento
.

ant1gensdeIs

coincidei� amb la p�rdua de la virul�ncia. Les soques del

grup 1 (O-Ag +, ACE -), del 11 (O-Ag -, ACE +) i del IV

(O-Ag ACE -) no sbn virulentes. ( 1982)Munn et al.

consideren que es perd la viruléncia quan no hi �s la

protelna-A. El fet de no haver trobat cap soca del tipus
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grup 11 no permet a aquests autors arribar a les

conclusions donades per Cipriano.

" "

2.4.3. CONFIRMACIO DEL PES MOLECULAR DE LA PROTEINA-A.

En la figura 4 es veu l'electroforesi de les

quatre soques que han -estat sotmeses pr�viament a

disrupció cel.lulars i tenyides posteriorment amb la

tincio per a protelnes de CBB. La pres�ncia d'una banda

de m�s en les soques 3.64 i 3.139 estA indicada per una

fletxa. Aquesta banda correspon a la protelna-A. Tal

observació confirma previsresultatselsens

d'autoaglutinacio i de coloracib colonial en CBB-Agar, en

els quals ja s'havia constatat l'exist�ncia de la

proteina-A en aquestes dues soques.

El pes molecular calculat per la protelna-A a

partir de la recta de regressió obtinguda amb els

marcadors moleculars fou de -52,400

aproximadament. Aquest valor estA dintre el rang deis

pesos moleculars que se li han calculat per altres

autors. Entre ells citarem a Trust et al. ( 1980) que 1 i

calculen 50,000 dAltons utilitzant una soca atipica d�e.

al. (1982 1) que li estimen un pes molecular de 54,000

daltons.
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2.4.4. IMMUNODETECCIO DE L'ANTIGENICITAT.

En la immunodeteccio deIs antigens de cada soca

representant es manifesta la dotacio antigenica. La soca

3.139 t� una immunotincio positiva enfront del tres

antiserums especifics (Fig. 6) , denotant per tant, que

posseeix l'antigen-O i la protelna-A. La soca 3.10 nom�s

presenta l'antigen-O, aixi com la soca 3.64 nom�s t� la

protelna-A (Figs. 7 i 8 respectivament). La soca 3.18 no

presenta cap deIs dos antigens en tenir immunotincio

negativa per tots els,antiserums (Fig. 9).

Va esser necessari incrementar la concentracio de

la solucio en gelatina de l'antiserum especific contra el

lipopolisacArid fins a 1'1/50. En aquest nivell s'obtenia

una intensitat de tincio suficient per una bona

visualitzacio tot i que, utilitzant dilucions m�s altes

(1/100 i 1/150) ja es mostrava el resultat de la

immunotincio.

Un augment de la intensitat de la tincio tambe es

- ,

podia aconseguir prorrogant les hores d'exposicio de les

mostres (ja en el paper de nitrocel.lulosa) a la

dissolucio deIs antiserums en gelatina, tant pel primer

anticos com pel segon, pero sempre tenint en compte que

ens augmenta el "background" en tot el paper de

nitrocel.lulosa perdent contrasta
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Per altra banda, en la microaglutinacib de les

soques en la caracteritzacib inicial enfront deis tres

antistrums especffics (Taules 5, 6 i 7) es denota, en

general, un baix titol d�aglutinines per a totes les

soques davant l�antis�rum contra el LPS. Aixo es

correspon a la necessitat d�utilitzar dilucions menors

d�aquest antistrum en la immunotincib.

Existeix una lleugera tincib del LPS quan

's'utilitza l'antistrum especffic contra la proteina-A en

aquelles soques que presenten l'antigen-O en el seu LPS.

Aixo cal adjudicar-ho al procés de preparacib d'aquest

antistrum tot i que, no interfereix en els resultats al

no presentar-se en absolut en aquel les soques que sbn

negatives per a l'antigen-O (Figs. 8 i 9) i tenyir la

proteina-A en les que és present.

2.4.5. MODELS MOLECULARS DE LA EXTERNAMEMBRANA

A partir deis resultats obtinguts en aquest estudi
,

i basant-se en el model molecular de la membr�na externa

donat per Evenberg et al. (1985), es suggereixen les

variants d'aquest model per cada un deis quatre grups

antigtnics descrits (Fig. 10). En elles, podem veure que

en les soques O-Ag + i ACE +, la capa-A �s una capa
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Q-Ag +, ACE +

Q-Ag +, ACE -

Q-Ag -, ACE +

Q-Ag , ACE -

Figura 10. Models moleculars de la membrana ·externa per
cada un deIs grups antig�nics d'B��QmQnª§ §ªlmQni�i�ª
respecte l'antigen-O i la protelna-A.
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completa que protegeix fisicament els components de la

membrana externa de l'accio del complement, de la

digestio proteolitica i deIs bacteriofags. Tal com

s'observa podem afirmar el mateix per les soques O-Ag - i

ACE explicant-se aixl la resist�ncia que aquestes

presenten a l'accio del s�rum. D'igual manera queda de

manifest la sensibilitat al s�rum de les soques O-Ag + i

ACE , i O-Ag - i ACE -; en quedar en descobert els

components de la membrana externa del bacteri.

Pel que fa a l'accio del bacteriofags, en cada una

d'elles Ishiguro et al. (1984) han demostrat la

sensibilitat de les soques que tenen la proteina-A al

bacteriofag especlfic per 8. Tambe

caldria verificar aquesta conclusio en el nou grup

antig�nic 11 i veure si l'especificitat es exclusivament

per a la proteina-A o be per aquel les soques que

presenten necessériament l'antigen-O i la proteina-A.
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3.1. 1 N T R O D U e e 1 O.

Moits han estat els estudis de seguiment de la

immunoresposta en SalmOnrds induida per B.

En la introducci6 general d'aquesta memOria hi podem

trobar una completa exposicib. Majoritariament, el

seguiment s'ha fet pel titol d'aglutinines en el s�rum

enfront deIs antígens administrats. Aquests han estat

diversos, per exemple en 1963 Krantz et al. ja detecten

una immunoresposta completesinjectant c�l.lules

inactivades amb adjuvant. Paterson & Fryer (1974 a) també

troben un nivell considerable d'aglutinines amb diferents

dosis de LPS purificat. EIs mateixos autors administrant

c.l.lules completes inactivades amb adjuvant (FeA),

obtenen un alt titol d'aglutinacib que �s m�s perdurable

que quan injecten nom�s el LPS purificat.

El nivell d'aglutinines es comen;a a incrementar a

partir de la segona o tercera setmana de la immunitzacio,

arribant a un maxim entre la sisena o setena setmana ""en

1986).

D'altres treballs han estat orientats a estimar

les difer�ncies causades per les vies d'administracio.

Spence et al. (1965), utilitzant la via oral, no

detectaren produccib d'aglutinines. Udey & Fryer (1978),
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valorant diferents vacunes i vies d'administracio,

trobaren titols d'aglutinines m�s baixos per via oral que

per via intracelom�tica quan utilitzen una, mateixa

vacuna. Michel (1979) reafirma els resultats anteriors, i

a m�s, no troba diferencia en el nivella m�s

d'aglutinines entre utilitzar vacunes procedents de

colOnies rugoses (virulentes) o de colOnies llises

(avirulentes). Cipriano (198:::;' a), tambe comparant

diferents rutes,'troba el titol m�s alt quan utilitza una

injeccio Lc., seguit pel que va obtenir amb immersio i

en darrer terme per la via oral.

Tambe s'ha seguit la immunoresposta cel.lular

produ�da per cel.lules lisades (Smith et al., 1980) i pel

LF'S purificat (Anderson, 1979) utilitzant diferents

tecniques per mesurar-la.

En aquest capitol s'estudia, en primer terme, la

immunoresposta -humoral i cel.lular indu�da per cada - una

de les variants antigeniques d'B.

l'antigen-O i la prote�na-A. Les vacunes son cel.lules

completes, inactivades amb cloroform, que s'administren

per via intracelom�tica. Posteriorment, es presenta un

estudi que compara la immunoresposta indu1da per aquesta

via i la que es dona administrant les vacunes per

immersio.
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3.2. M A TER I A L S I
..

M E T O DES.

3.2.1. PEIXOS.

Els Salmonids utilitzats foren

iQn�inªli§ obtinguts de White Sulphur Springs National

Fish Hatchery (West Virginia. USA). Les edats deIs

exemplars eren 8 - 9 mesos i el pes oscil.lava entre 30 i

100 g. L'estoc es mantenia en tancs circulars de 2,000 1
o

amb circuit obert d'aigua a una temperatura de 12.5 C,

que procedia de diverses fonts localitzades dintre deIs

terrenys del U.S. National Fisheries Center.

3.2.2. ERITROCITS DE BE.

S'obtingueren comercialment procedents de

Whittaker. M.A. Bioproducts (Walkersville. Md. USA).

Abans del seu �s es rentaven tres cops amb PBS per

centrifugacib a 1,200 r/m durant 10 minuts i a una

o

temperatura de 4 C. Es portaven a una dilucib final del

10 1. amb PBS.

. '

3.2.3. ANTISERUMS.

EIs tres antiserums especifics de conill

utilitzats es prepararen en el mateix National Fish

Health Research Laboratory on es realitza aquest estudi.
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Tal com s'ha ressenyat en el capit61 I, els antisérums

son especifics contra el lipopolisacarid complet d'B.
_-

§ªlmQQi�igª, contra la protelna-A de la capa-A i contra

cél.lules completes i inactivades del bacteri que

presenten tots dos antígens (LPS i protelna-A>.

/ ,

3.2.4. PURIFICACIO DEL LIPOPOLISACARID.

El métode utilitzat per a purificar el LPS fou

l'extraccib amb fenol calent segons Westphal & Jahn

(1965), modificada per Hanson & Phillips (1981). El

procediment dut a terme fou:

a)- Fer créixer cada una de les soques escollides

(3.10, 3.64, 3.139, 3.18) en BHI-Agar inclinat durant 48
o

hores a 20 C.

b)- Rentar el creixement amb 1 mI de BHI, i amb
o

aquest inocular 1 1 de BHI incubant-ho 48 hores a 20-
o

23 C amb una agitacib de 150 rImo

o

c)- Centrifugar el cultiu a 4,500 r/m i a 4 C,

durant 30 minuts.

d)- Rentar tres vegades el precipitat cel.lular

(pellet) amb una soluci6 salina del 0.85 % de NaCI.

e)- Pesar el pellet i resuspendre'l en una

proporci6 de 1�1:10 (pes/volum) en aigua destil.lada.
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Aquesta suspensi6 és millor tenir-la a 65 -68 C en un

bany d'aigua. Al mateh{ temps, calentar en el bany el

fenol liquid al 90 X:

f)- Barrejar, en 'igual proporcions, el pellet

resuspés i el fenol.
o o

Incubar-ho a 65 -68 C en un bany

lleugera.

durant 10 - 15 minuts i
o

Per sobre els 68 C,

amb una agitacibd'aigua

el fenol i l'aigua sbn

miscibles en qualsevol proporció.
o

g)- Refredar la barreja a 10 C en un bany de gel,

i centrifugar a 3,000 r/m,
o

a 4 C durant 30 - 45 minuts.

En el tub se separen tres bandes:

- Superior: capa aquosa que traurem i

guardarem.

- Intermedia: precipitat de protelnes en

la interfase.

- Inferior: capa de fenol.

fenol,

h)- Afegir de nou aigua destil.lada a la capa de
o o

repetir la incubació a 65 -68 Ci i la

centrifugaci6.

i)- Treure de nou la capa aquosa i ajuntar-la amb

l'anterior.

j)- Dialitzar contra aigua destil.lada durant 3
o

4 dies a una temperatura de 4 C.

k)- Liofilitzar el material dialitzat durant unes

36 hores.

I
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Per comprovar la puresa del LPS extret de cada

soca representant, es va resuspendre el material

�-

1 iofi 1 i tzat amb la solucio per mostrestampo

d'electroforesi (Laemmli Sample Buffer) en una proporcio

d'l:l i es va cOrrer un SDS-PAGE •

3.2.5.
...

ERITROCITS ELMARCATGE DELS DE BE AMB

LIPOPOLISACARID.

Es va seguir la t�cnica utilitzada per Anderson

( 1978) amb l'Onica variaciO que aquest autor purifica el

lipopolisac�rid pel m�tode acetona-alcohol. Breument

consisteix amb el segUent protocol:

a)- Els eritrbcits es renten tres cops amb PBS

est�ril per centrifugacib a 1,200 r/m,
o

a 4 C durant 10

minuts. Es porten a una dilucib final de 1'1:10

(volum/volum) en PBS.

b)- Per altra banda es resusp�n 1 mg del LPS

liofilitzat en 1 mI de PBS. Es posa 30 minuts en

ebullicio en bany d'aigua per facilitar una completa

dissoluciO. Després es centrifuga a 1,200 r/m,
o

a 4 C i

durant 10 minuts per fer precipitar el material que no

s'hagi resusp�s.

c)- Es barreja el lipopolisac�rid resusp�s amb
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la suspensio 1/10 deis eritrOcits, en una mateixa

proporcio volum/volum.
o

d)- S'incuba durant 60 minuts a 37 C en un

bany d'aigua i s'agita la �arreja cada 15 minuts.
o

e)- Es manté al llarg de la nit a 4 C, i al

dia segO.ent abans d'utilitzar-se . es renta per
o

centrifugació a 1,200 r/m i 4 C, durant 10 minuts.

Despr�s es porta a una dilucio final d'l:10 (volum/volum)

d'eritrOcits marcats i de PBS.

Per comprovar si els eritrOcits han quedat marcats

abans d'utilitzar-Ios en el "test de la placa per

hemolisi passiva" es realitza una hemoaglutinació per

cada un deis diferents lots d'eritrOcits marcats amb els

LPS de les quatre variants antigéniques de cél.lules d'6.

EIs antisérums utilitzats

son els especifics per al LPS, per a la protelna-A i per

a tots dos antigens tal com s'ha dit en l'apartat 3.2.3.

A mes a mes, s'utilitza antisérum normal de conill com a

'control (Taula 10).

"

3.2.6. PREPARACIO DE LES VACUNES.

Seguint el mateix proces es prepararen quatre

vacunes amb les cél.lules completes, inactivades i

diferenciades entre elles per la seva dotacio antigénica.
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3. 10 LPS-SRBC

3. 64 LPS-SRBC

3.139 LPS-SRBC

3. 18 LPS-SRBC

CONTROL-SRBC

l

ANTISERUMS
LPS I A-layer W.C. Normal

+ - + -

- - - -

+ - + -

- - - -

- - - -

Taula 10. Hemoaglutinacib deIs eritrOcits de be marcats

amb el LPS de cada una de les soques representants en

front deIs antis�rums especifics de conill que

s'indiquen.
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Per tant, cada una corresponia a cada un deis grups

antig�nics indicats en els objectius:

..

YBºY�B º=Bg Bº� BlbbB���I

3. 10 + 3. 10

3. 64 + 3. 64

3.139 + + 3.139

3. 18 3. 18

La seva preparacib fou tal com s'exposa a

continuacib i tal com ressenyen Cipriano et al., 1983:

a)- Inocular la soca escollida en 5 mi de BHI-
o o

brou, incubant-ho durant 24 hores a 18 20-C.

de BHI-brou est�ril.

b)- Transferir els 5 mi. cultivats a 500 mi
o

Incubar-ho durant 48 hores a 18
o

20 C, amb una agitacib de 150 r/m.

c)- Agafar una aliquota de 100yl i fer un

banc de dilucions per a comptar el nombre de c�l.lules

viables (CFU: Colony Forming Cells) segons Miles & Misra

(1938). Tambe es realitza una tinció GRAM i una

caracterització bioquímica del cultiu per comprovar la

seva puresa.

d)- Afegir un 0.3 % de cloroform al cultiu per

inactivar les cél.lules. Mantenir-ho al llarg de la nit a

o o

18 20 C, amb agitacib de 150 r/m.
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e)- Airejar, suaument, en condicions est�rils

i durant 24 hores el cultiu inactivat. O'aquesta manera

s'elimina el cloroformo

f)- Centrifuga� a 3896 9 i
o

4 C, durant 30

minuts en condicions est�rils.

g)- Resuspendre el precipitat cel.lular

(pellet) en 100 mi de PBS est�ril.

h)- Confirmar l'esterilitat de les vacunes en

o

plaques de BHI-agar incubant-Ies durant 48 hores a 18
o

20 C.

Aquest fou el protocol seguit quan la vacuna va

esser nomes administrada per via intracelomatica. Quan

s'utilitzava la injeccib intracelomatica i la immersib es

prescindia de la darrera centrifugacib i resuspensib en

PBS, administrant-se les c�l.lules conjuntament amb el

medi de cultiu. Ara be, en tots els casos es confirmava

l'esterilitat de la vacuna abans d'utilitzar-Ia.

� �

3.2.7. IMMUNITZACIO. VIES D'ADMINISTRACIO.

Al llarg d'aquest treball es portaren a terme dos

immunitzacions amb l'objectiu de valorar diferents

aspectes de les vacunes. La primera va esser per a

l'estudi de la immunoresposta quan s'injectaren les

vacunes per via intracelomatica. S'immunitzaren 300

A. Blanch. Tesi Doctoral/112



=*; ........ ¡z;

i es

van distribuir en grups de 50 per cada una de les

vacunes. El lot control s'injectA amb PBS est.ril.

Pr.viament a la immunitzacib per via

intracelomAtica, els peixos eren anestesiats per una

immersib en MS - 222 (Tricaine Methanesulfonate) a una

concentracib igualo inferior a 0.4 mg per litre d'aigua.

S'utilitzaren agulles de 26 1/2 G per a inJectar-los, i

el volum administrat a cada exemplar fou 0.2 mI. El

nombre de cél.lules inactivades (CFU) injectades per peix
9

fou aproximadament de 10 • En la taula 11 s'exposen les

dades per cada una de les vacunes utilitzades.

Es mantingueren lots de 20 peixos, com a máx i m, en

aquaris de 60 litres. El fluxe d'aigua era de dos litres
o

per minut, i la temperatura de 12.5 C.

El segon lot immunitzat fou per valorar la

immunoresposta segons la Esvia d'administracio.

La mitat d'ells foren aneste�iats pr�viament, tal i com

s'ha indicat. La immunitzacib fou intracelomática, i el

volum injectat fou de 0.2 mI.
7 8

Per tant, la dosi fou de

10 - 10 cél.lules inactivades per peix (Taula 12). Es

repartiren en lots de 40 per cada una de les quatre

vacunes.
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VACUNA CFU/ml. Vol. injectat #CFU injectat

10
•

3. 10 1 x 10 0.2 mi. 2 x 10
10

•

3. 64 1.5 x 10 0.2 mI. 3 x 10
10 •

3.139
.

1.5 x 10 0.2 mi. 3 x 10
10 •

3. 18 . 1 x 10 0.2 mi. 2 x 10

Taula 11. Concentracib de les vacunes injectades
intracelom.ticament per l'estudi de la immunoresposta.
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IMMERSIÓ 'INJECCIÓ

VACUNA Temps eFU/mI. Dosi CFU/peix

ti

3. 10 60
a

s. 1.1 x1 O 0.2ml. 2.2x10
a

3. 64 60 2.3x10 0.2ml.
7

s. 4.6x10
ti

3.139 60 '. 1.3x1 O 0.2ml.
a

s. 2.6x10 '

a

3. 18 60 7.0x10 0.2ml.
a

s. 1.4x10

Taula 12. Concentracib de les vacunes i temps d'ex�osicib
o dosi d'injeccib utilitzades en la comparacib .

de les

vies d'administracib i en l'estudi de la proteccib
adquirida.
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L'altra meitat, sense rebre .cap mena d'anestésia i

tambe repartits en grups de 40 per vacuna, foren

immunitzats per ímmersio en un bany d'un cultiu
8 9

inactivat. El titol d' a'quest era de 10 - 10 CFU/ml

(Taula 12), i la durada del bany de 60 segons.

Per cada un deIs lots immunitzats per diferent via

hi havia un grup control de 40 peixos sense rebre cap

mena de tractament o immunitzacio. Cada grup de 40

exemplars era mantingut en subgrups no inferiors a 10

peixos ni superior a 20. La capacitat deIs aquaris era de

40 1 amb un fluxe d'alimentacib d'aigua de 1 l/m i una

o

temperatura de 12.5 C.

3.2.8. ESTUDI DE LA IMMUNORESPOSTA.

3.2.8.1. Microaglutinacib.

La resposta humoral es mesura pel titol

d'aglutinines mitjan�ant una microaglutinacib del sérum

de cada exemplar contra l'antigen homOleg (cél.lules

vives) respecte la li estathaviavacuna que

administrada.

En el primer estudi, sobre la immunoresposta de

quan s' uti 1 i t.zava la via

intracelom�tica, es va mesurar fins a la vuitena setmana
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despres de la injeccib. Aixb bas�nt-se en els resultats

sobre la cinttica de la immunoresposta en aquesta esptcie

obtinguts per Cipriano 1983 a. Els mostratges es

realitzaren les setmanes 1, ?
�, 4, 6 i 8. Es van prendre

de cada grup de peixos immunitzats amb la mateixa vacuna,

un total de 8 exemplars. En el segon lot immunitzat, per

comparar les vies d�administracio, va seguir-se la

immunoresposta fins a la sisena setmana, basant-se en els

resultats de la resposta obtinguda en el primer lot

immunitzat per injeccio i.c. En aquest cas, la mostra

setmanal per grup fou de 10 exemplars i es realitzA la

primera, segona, quarta i sisena setmanes.

Previament al proces d�anAlisi de les mostres, els

peixos s'anestesiaven en un bany de 0.4 mg de MS 222

per litre d�aigua, i posteriorment se sacrificava cada un

d�ells amb un cop a la nuca. Rapidament es tallava el

peduncle caudal i es recollia en un tub la sang que

vessava de la vena caudal. Despres s�obria la cavitat

abdominal per extraure la melsa i utilitzar-la en el

"test de la placa per hemolisi passiva" tal i com es
,

descriu en l'apartat 3.2.8.2. Quan es va comparar la

immunoresposta induida per diferents vies d�administracib

no es va valorar la resposta cel.lular i per tant, no va

esser necessari extreure les melses.
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La sang recollida es deixava coagular en el tub al

llarg de la nit,
o

mantenint-ho a 4 C. Al matl segUent es

centrifugava a �,200 r/m i
o

4 C durant 10 minuts.

el strum ef qúal s'utilitzava en la

microaglutinaciO. Aquesta, es realitzava en microplaques

de 96 pous amb fons cOnic amb una dilucib inicial d'1/2

del strum-mostra en soluciO salina al 0.05 % de NaCl. Es

portava a una diluciO final en el pou nombre 12 d'1/4096

mitjan�ant anses de microaglutinaciO de 50 pI. Finalment,

es posaven 50 �l d'una suspensiO al 25 - 30 % de

transmitAncia a 525 nm en soluciO salina (0.05 % NaCl) de

l'antigen homOleg (c�l.lules vives) de cada grup

estudiat. Per exemple: el s�rum deIs peixos del lot, que

havia estat injectat amb la vacuna 3.10 constituida per

ctl.lules inactivades de la soca 3.10 CO-Ag +, ACE -),

rebia com antigen homOleg c�l.lules vives de la mateixa

soca 3.10.

La microaglutinacib es deixava reposar al llarg de
o

la nit mantenint-la a 4 C. Al matl segUent es feia una

primera lectura que es reafirmava al final del mateix

dia, donant com a resultat el nombre del pou darrer on es

presentava aglutinaciO. Es feien sempre control s positius

i negatius
I

amb tots els antlgens utilitzats. Per als

positius s'utilitzava antis�rum de conill contra

c�l.lules completes d·6· 3.101, que
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presentava tots dos antigens (O-Ag i ACE). El sérum del

lot no immunitzat era valorat enfront de les quatre

combinacions antigéniques.

3.2.8.2. Test de la placa per hemolisi passiva.

Per valorar la resposta cel.lular es va utilitzar

aquesta técnica segons l'adaptaci6 d'Anderson (1978). En

ella es mesura el nombre de cél.lules formadores de placa

(PFC: Plaque Forming Cells) o tamb� anomenades mediadores

de la resposta per ésser productores d'anticossos. El
6

resultat es d6na en valor relatiu de les PFC per 10

limfocits presents en la melsa.

mateix amb qué es va valorar la resposta humoral de les

quatre vacunes administrades per via intracelom�tica. Pe�

tant, el seguiment de la immunoresposta cel.lular es va

fer durant 8 setmanes. Després de sangrar els exemplars -

tal com s'ha indicat anteriorment, s'obria la cavitat

abdominal i s'extreia la melsa. Aquesta es col.locava en

una placa de Petri de 60 mm de di�metre on hi havien 10

mi de medi de cultiu cel.lular Eagle's MEM 2 (2 % new

born, w/l-glutamina, pIs i NaHCO ) i una petita malla
3

met�l.lica. Subjectant la melsa amb unes pinces i

raspant�la contra la malla es va esparracar l·organ. La
�
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suspensib obtinguda es filtra a traves de llana de vidre

i es va recollir en un tub amb l'ajut d'un embut de
o

vidre. Posteriorment, se centrifugava a 1,200 r/m i 4 C

durant 10 minuts, i es resuspenia el precipitat cel.lular

en 1 mI de "Eagle's MEM 2". A partir d'aquesta suspensiO

cel.lular es feia una diluciO 1:10 utilitzant de nou el

mateix tipus de media Es barrejava 0.1 mI de cada una

d'aquestes suspensions amb el medi de plaqueig que es

o o

mantenia a 37 - 40 C. Aquest darrer consistia en:

- 0.2 mI d'una dissoluciO al 0.1 % d'agarosa

per electroforesi.

- 0.2 mI de 2X Eagle's MEM 4 (4 % new born,

w/l-glutamina, pis i NaHCo ).
3

o

Es mantenia en un bany d'aigua a 37
o

40 e perque

no solidifiques l'agarosa. Despres s'hi afegia 0.2 mI

d'eritrocits de be (marcats o no marcats), i s'agitava

per a obtenir una suspensiO uniforme. Finalment,

s'extenia en un portaobjectes (25 x 75 mm) formant -una

capa fina. Cada mostra de melsa era processada per

triplicat utilitzant eritrocits marcats amb el LPS d'6.

eritrocits marcats

amb el LPS que no presenta l'antigen-O i eritrocits sense

marcar com a control.

EIs portaobjectes es col.locaren en una safata amb
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paper de filtre empapat d'aigua en el fons per a mantenir

la humitat. Es tapA amb paper d'alumini
-�

i es deixa
o

incubar durant 4 hores a·20 C. Si el test no podia

finalitzar-se el mateix dia, es mantenien les safates a

o

4 C durant la nit i es continuava el seu proc�s al dia

següent. A continuacio s'afegia 1 mI de complement

sobre de cada una de les mostres en el portaobjectes. El

complement era una dilucib a 1'1:20 de s�rum fresc en

PBS. A les 4 hores s'examinaven les mostres i es

comptaren el nombre de plaques d'hemolisi que ens

indicaven la pres�ncia en el seu centre d'una c�l.lula

productora d'anticOs.

Es compta el nombre total de limfOcits en cada

mostra (melsa) en una camara de glObuls. S'utilitza una

dilucib 1:100 de la suspensib cel.lular o�iginal en· una

solucib-tincib composta d'un 2 % acid ac�tic en PBS ·amb

algunes gotes de "Tr.ipan Blue" al 4 % tamb� en PBS.
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3.3. R E S U L T A T S.

,

3.3.1. PREPARACIO DE LES VACUNES.

Totes quatre vacunes foren preparades com s'ha

explicat anteriorment. Cal indicar pero que fou

necessária una concentracib de 1'1 % de cloroform per

inactivar el cultiu de la soca 3.139. Per les altres

soques fou suficient amb el 0.3 % indicat anteriorment.

L'esterilitat en totes elles fou comprovada per no

observar creixement en les plaques de BHI-agar. Aquestes

havien estat sembrades previament a la inactivacio del
o o

cultiu, i incubades a 18 - 20 C controlant-Ies durant 48

hores.

La concentracio final (#CFU inactivats/ml) de cada
10

vacuna fou de l'ordre de 10 CFU/ml. Com el volum

injectat fou 0.2 mI per peix,
9

la dosi aproximada de

vacunacib fou de 10 CFU inactivats per peix. En la taula

10 queden concretats els valors per a les diferents

vacunes.

Es realitzá una microaglutinacib de les cel.lules

inactivades enfront deIs tres antiserums especifics de

conill mostrant uns resultats semblants a quan es va fer

amb les cel.lules vives de cada soca. Tot i que presenten

titols
. d'aglutinaci6 lleugerament inferiors, s6n
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3. 10W

3. 64B

3.139B

3. 18W

�CROAGLU1INACIÓ

A-layerLPS W.C. A-layer

5 o 7

I
SDS-PAGE

O-Ag

5 6

+

+

+ +

o

5 6

o 4

Taula 13. Caracteristiques antig�niques de les quatre
vacunes utilitzades en aquest estudio Els valors de la
microaglutinació s'expressen com el Log2 de la dilució de
l'anticbs. Els simbols + i - indiquen, respectivament,
presencia i absencia de l'antigen.

6

1
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significatius. Tambe es van correr els gels de

poliacrilamida de cada una d'elles, processant-se amb una

tincio de nitrat de plata i una tinciO de CBB. Totes dues

proves ens reafirmen les �otacions antig.niques de les

quatre vacunes (Taula 13).

3.3.2.
�

VALORACIO DE LA IMMUNORESPOSTA HUMORAL 1

CEL.LULAR.

3.3.2.1. Resposta humoral.

A partir de la segona setmana posterior a la

immunitzaciO per injecciO intracelomAtica, es comen<¡:a a

observar un increment en els tltols d'aglutinines (Fig.

11>. En la tercera mostra, que correspon a la quarta

setmana, ja es detectaren uns nivells de resposta humoral

significatius, en aquells grups que la presentaven. AixO

es calculA amb una anAlisi de la variAncia i una

comparaciO multiple de les cinc mostres amb el test de la

menor difer.ncia significativa (Fig. 12) amb un nivell de

confian�a del 95 % (P<0.05).

EIs grups vacunats amb 3.10, 3.64 i 3.139

presenten una resposta humoral significativa mentre que

no hi ha un increment significatiu del titol

d'aglutinines ni pel grup vacunat amb 3.18 ni pel grup
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•

3.64
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3.139
O

3.18
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Figura 11. Resposta humoral en ªª!yg!!QY§ fQQ�!Qª!!§
induida per cada vacuna inJectada intracelom.ticament i

pel grup control. 3.10: O-A� +; ACE -; 3.64: Q-Ag -, ACE

+; 3.139: O-Ag +, ACE +; 3.18: O-Ag -, ACE

SetDlana
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Figura 12. Resultats del test de la menor difer�ncia
significativa entre les respostes humaraIs induides per
les vacunes injectades i pel control (PBS).
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Setmana

Vacuna 1 2 4 06 8

3. 10 2.75 3.37 6.87 8.62 8.00

3. 64 3.62 4.62 4.87 5.75 8.00

3.139 1.00 1.75 5.37 9.62 8.50

3. 18 0.50 3.25 1.75 4.00 2.00

Control 1.62 1.12 2.12 1.62 0.25

Taula 14r Valors mitjans del titol d�aglutinines (Log2 de

la dilucib de °l'anticbs) en cada grup vacunat

intracelomaticament i en el control.
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control.

Els valors mAxims de les mitges d'aglutinacib fou

assolit en la sisena setmana pels grups 3.10 i 3.139 amb

uns nivells de dilucib "de l' 1/512 pel primer i de

1'1/1024 pel segon. Aquests corresponen als valors

mitjans del nombre de pou 8.625 i 9.625 respectivament

(Taula 14). El grup 3.64 presenta la seva mitjana mAxima

(8.000) en la vuitena setmana amb un nivell de dilucib de

1'1/256. Molt per 'sota quedaren els valors mitjans mAxims

deis grups 3.18 (4.000) o dilucib d'1/16, en la sisena

setmana) i del grup control (2.125 o dilucib d'1/4 en la

quarta setmana).

Es realitzA una T-Student prenent els valors

mitjans d"aglutinacib deIs grups immunitzats i control a

partir de la quarta setmana, que As la mostra en qué es

manifesta significativament la immunoresposta. Amb un

nivell de confian�a del 95 X (P(0.05, D.F.= 4) els grups

immunitzats amb 3.10, 3.64 i 3.139 presenten una mateixa

immunoresposta. Aquesta fou significativament superior i·-

diferent a la del grup 3.18 i al control (P(O.05, D.F.=

4) • Aquests dos, com ja s'ha indicat anteriorment, no

presenten una immunoresposta significativa i els seus

nivells d'aglutinines sbn estadisticament els mateixos

(P(O.05, D.F.=4>.

Per comprovar l'especificitat de les aglutinines
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per a cada un deIs antigens est�diats, es van utilitzar

diverses tecniques (Electrotransferencia, immunotincib i

absorcions). Dissortadament cap d7elles aporta informacib

alguna sobre 17especificitat, ja que encara no han estat

adaptades a les caracteristiques serolOgiques deIs

Teleostis.

3.3.2.2. Resposta cel.lular.

No es va detectar cap immunoresposta cel.lular en

la melsa per cap deis quatre grups vacunats
6

EIs valors de PFC per 10 limfOcits foren practicament

(Fig. 13).

nuls i dintre el mateix nivell deIs del grup control

(Fig. 14). Tampoc no es manifesta cap diferencia ni

especificitat per part deIs diferents grups estudiats

enfront de la presencia o absencia de 17antigen-0 en el

eritrOcits de be. Tant per la valoracib de les mostres

amb eritrOcits marcats amb el lipopolisacarid completo (0-

Ag +) com per la seva valoracib enfront deis eritrOcits

marcats amb el lipopolisacarid on manca l'antigen-O, els

resultats no aportaren cap informacib (Taula 15). Cal

tenir en compte que Anderson (1979)
2

utilitzant
6

aquesta

tecnica d6na un nivell de 10 - 10 PFC/l0 limfOcits com

a resposta cel.lular en la melsa de §�lmQ g�i��D��i
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LPS (O-Ag +)-SRBC
3.10 3.1311 3.18

Pl'C/1� Ilmfi>cb
:m

:o

15

10

5

LPS (O-Ag - )-SRBC
3.10 3.1311 3.18

PI'C 1 e-e arnfCcb
:mr-�����--------------------------------

15

20

Figura 13. Resposta cel.lular detectada en §ª!yg!!ny§
iQnt!nª!l§ per cada vacuna injectada intracelom�ticament

i pel grup control al llarg de 8 setmanes (mostres

bisetmanal). S'indica en cada gr.fic el tipus de LPS

utilitzat per a marcar els eritrOcits.
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Setmono

Vacuna 1 2 4 6 8

3. 10 0.19 2.76 3.01 0.00 0.00

3. 64 1.49 0.00 0.91 0.00 0.00

. 3.139 0.82 1.92 0.42 0.43 0.00

3. 18 0.63 0.00 3.88 0.00 0.00

Control 7.89 0.00 1.87 0.00 0.00

6
Taula 15. Valors mitjans de PFC/l0 limfOcits al llarg de
8 setmanes en cada grup vacunat intracelométicament i en
el grup control.En la taula superior el LPS utilitzat per
marcar els eritrOcits �s Q-Ag +. En la taula inferior el
LPS utilitzat és Q-Ag -

Setmana

Vacuna 1 2 4 6 8

3. 10 2.56 0.00 0.00 0.00 0.00

3. 64 0.32 1.69 10.00 0.00 0.00

3.139 0.00 0.00 0.75 0.31 0.00

3. 18 0.15 8.12 1.40 0.00 0.00

Control 0.00 0.00 0.00 .0.00 0.00
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enfront d'una dosi de 100 pg/peix del lipopolisaearid

d' B. El mateix autor, treballant amb el

2 3
de 50

6

}-tg/peix,
limfoeits.

dona també valors de 10 10 PFC/l0

Per tant, els minims valors obtinguts en

aquesta memoria estan molt per sota de poder-se

considerar representatius d'una resposta cel • 1 ul ar.

L·oseil.lacio tan minsa que presenten queda dintre del

marge d'una resposta inespecifica tal com queda palés en

el control amb eritrocits sense marcar.

3.3.3. VALORACIÓ DE LES VIES D·ADMINISTRACIÓ.

Basant-se en els resultats obtinguts en la

cinética de la immunoresposta quan s'immunitza per via

intracelomatica, es va optar per seguir les respostes

humorals indu�des per via i.e. i per immersib durant sis

setmanes. La comparacio es féu seguint-Ies mitjan�ant una

mieroaglutinaeio del sérum de �ada exemplar mostrat

enfront de l'antigen homoleg que li havia estat

administrat. En el cas deIs controls fou enfront de cada

una de les combinacions antigéniques administrades en els

grups immunitzats.

A causa de la manca d'informaeib sobre la resposta

cel.lular pel "test de la placa per hemolisi passiva"
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constatada en l'anterior apartat (3.3.2.2>, es va

prescindir aquest cop del citat test com a mesura de la

immunoresposta.

En les gr�fiques de la Figura 15 es pot apreciar

que la cinética de les respostes per via intracelom�tica

i per immersib de cada una i per cada una de les vacunes,

sbn pr�cticament iguals.

Es va realitzar una an�lisi de la vari�ncia deIs

resultats d'aglutinacib de cada vacuna i via

d'administracib, i una comparacib multiple deIs quatre

mostratges amb el test de la menor diferéncia

significativa (Fig. 16) amb un nivell de confian�a del 95

l.. EIs grups vacunats amb 3.10, 3.64 i 3.139, per

qualsevol de les dues vies, presenten una resposta

humoral significativa a partir de la quarta setmana. No

fou aixi en cap deIs lots immunitzats amb 3.18 ni

lots control, on els valors de les mostres al llarg

pels

de

l'estudi es mantenien dintre d'uns mateixos nivells no

significatius.

EIs valors mitjans del titol d'aglutinines

expressat amb un nombre que indica el darrer pou on es

presenta aglutinacib, estan exposats en la taula 16.

En una T-Student amb els valors mitjans

d'aglutinacib a partir de la mostra en qué es manifesta

la immunoresposta i amb un nivell de confian�a del 90 %
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•

IMMERSiÓINJECCIO

SetmlUla 1 2 4 6 1 2 4 6

3. 10 1.1 1.7 5.6 7.1 1.3 1.1 5.1 6.2

3. 64 1.2 2.2- 4.6 6.2 0.7 1.5 4.1 6.1

3.139 1.0 1.8 6.2 7.3 1.1 1.4 5.8 7.3

3. 18 3.1 2.7 3.2 4.8 0.9 2.3 3.1 4.3

Control - 1.0 1.1 1.7 2.0 1.0 1.1 1.7 2.0

Taula 16. Valors mitjans del titol d�aglutinacib (Log2 de

la dilucib de l�anticbs) per cada vacuna� via

d�administracib i pel grup control.
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(P(O.l, D.F.= 2), es comprova que no hi ha difer�ncia

entre la immunoresposta donada pels lots immunitzats

intracelomAticament i els immunitzats per immersib en cap

de les vacunes.

Els grups immunitzats amb 3.10, 3.64 i 3.139 per

qualsevol via tenen una immunoresposta estadisticament

superior i diferent a la del grup immunitzat amb 3.18 i

el grup control, amb una P(O.l i D.F.= 2.
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3.4. D 1 S e u s S 1 o.

Tres de les vacunes utilitzades procedents de les

soques 3.10, 3.64 i 3.139 induiren a un increment

estadisticament significatiu del titol d'aglutinines en

el sérum de §ª!�§!!DY§ fQD�!Dª!!§. Aquesta immunoresposta

es f.u present a partir de la quarta setmana, i arriba a

uns nivells de dilucib de 1'1/512 - 1/1024 en la sisena.

No es presenta una diferéncia en la resposta induida per

aq��stes tres soques constatant-se, per tant, la

produccib d'anticossos contra tots dos antígens. AixO

queda manifestat per la inexisténcia d'immunoresposta en

el lot vacunat amb les cél.lules inactivades de la soca

3.18 que .s no portadora de cap deis dos antígens, i pel

lot control on tampoc no hi ha increment d'aglutinines.

Michel (1979) tampoc no troba diferencies en la

immunoresposta (titol d"aglutinacib) entre quan utilitza

soques llises (proteina-A absent) o quan ho fa amb soques

rugoses (proteina-A present). Aquesta valoracio

coincideix amb els resultats anteriorment exposats,

sempre i quan les soques llises d'en Michel tinguessin

complet el lipopolisacarid (antigen-O positives) , cosa

que no queda explicita per aquest autor.

Quant a les possibles diferencies provocades per

la via d'administració no se'n detecta cap respecte a
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l'�s de la injeccib intracelom�tica i els 60 segons

d'immersib. EIs tJ�ols abastats per les tres vacunes que

induiren una resposta foren pr�cticament els mateixos per

a les dues vies. Tampoc no presenten diferencies en la

cinetica de la seva resposta. Per tant, l'�s del metode

d'immersiO es confirmaria com el més pr�ctic per a un

estudi a escala més gran d'experimentaciO o de producciO

(escala pilot). Aixb és degut a la seva facilitat

d'aplicaciO, el baix cost que comporta i l'obtenciO deIs

mateixos nivells d'aglutinines que els que ens dOna" la

injecciO intracelom�tica.

El test de la placa per hemolisi passiva, tal i

com el descriu Anderson (1978), es mostra pr�cticament

inefica� en la deteccib i seguiment de la immunoresposta

mediada per cel.lules en la melsa. EIs resultats nuls

aquí obtinguts contrasten amb els d'Anderson (1979).
2 3

Aquest autor anota en ells,
6

uns nivells de 10 - 10

PFC/l0

s'hi injecta el lipopolisac�rid d·B.

havia purificat pel metode d·acetona-alcohol. Anderson

(1978 i 1979) indica una alta resposta cel.lular en §ªlmQ

utilitzant el mateix test. Rijkers et al. (1980)

injectant SRBC
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utilitzant la mateixa t�cnica, anota que nom�s un 5 % del

nombre total de PFC �s detectat en la melsa contrastant

amb un alt percentatge en el pronefrO i en el mesonefrO.

Neale & Chavin (1970) ta�bé trobaren un important paper

de la part anterior i mitjana del rony6 en la producci6

Per altra banda en 1972, Pontius & Ambrosius

trobaren un nombre m�s alt de PFC en melsa i pronefrO que

en mesonefrO quan injectaren SRBC a E§c�ª flYYiªi!li§.

Aquesta diversitat de resultats en el seguiment de

la resposta produida per c�l.lules productores d'anticOs

qUestiona la sensibilitat de la técnica utilitzada i

convida a un aprofundiment en l'estudi deIs mecanismes de

la resposta cel.lular deis Teleostis. Tamb� dOna peu

perqu� es conegui com condiciona la resposta el tipus

d'antigen utilitzat, els procediments de la seva

extracci6 i les dosis administrades.

La difer�ncia deIs resultats d'aquest treball amb

els aportats per Anderson (1979) ve donada perqué aquest

autor detecta una resposta quan injecta unes dosis altes

de l'antigen (lipopolisac.rid) tals com 500 pgr/peix. No

ho obt� amb dosis baixes de 50 pg/peix. Cal afegir-hi que

l'antigen injectat per Anderson �s el lipopolisac.rid

purificat mentre que aquí, en aquest treball, els

�

antlgens han estat c�l.lules completes inactivades,
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situacib tal vegada m�s prOxima a la natural. Tamb� es

necessari indica__r:. que Anderson utilitza §§l!!!Q 9§ir:9Dgr:i

per als seus treballs i aquest estudi ha estat fet amb

i hi podria haver diferent

sensib{litat d'una esp�cie a l·altra •.

Podem concloure que a partir deis resultats i

aquestes observacions cal estudiar la resposta cel.lular

indulda en altres Organs (pronefrO, , mesonefrO,

ti mus, ••• ) i utilitzar d'altres t�cniques m�s sensibles

per a la seva deteccio i seguiment.

"
.

A. Blanch. Tesi Doctoral/142



4.
,

CAPITOL 111.

ESTUDI

,

DE LA PROTECCIO

ADQUIRIDA ..



,

4.1. 1 N T R O D U e e 1 O.

Els primers intents de vacunaci6 contra la

.

furoncolosi se situen en la d.cada deIs 40 amb éxits més

o menys discutible� (Smith, 1940; Duff, 1939) • Els

estudis de vacunacib de Duff en 1942 encara tenen

vig.ncia en els nostres dies, i els seus resultats no han

estat ni molt menys superats.

Krantz et al. (1963) estudien la immunoresposta i

valoren la protecci6 que presenten els e>,empl ars

vacunats. Tot i que aparentment els resultats semblaven

/ prometedors, aixb cal relativitzar-ho pel que fa a l'�s

d'una alta DL 50 en el "challenge". Aixb fa sospitar que

la soca que utilitzaren era avirulenta.

Klontz & Anderson (1970) preparen una vacuna, FSA,

per precipitacib d'una toxina amb alurn. Obtenen proteccib

treballant a nivell experimental perb no la tenien a

escala piloto Paterson & Fryer (1974 b), amb c.l.lules

completes inactivades i adjuvant (FeA), obtenen �na bona-

protecci6 que persisteix corn a minim un any després de la

immunitzaci6. No aconsegueixen, perb, el mateix nivell

quan no administren l·adjuvant.

Michel & Faivre (1982) en una s.rie de treballs

per mesurar el titol d'aglutinines i la seva relaci6 amb

la protecci6 conferida per una vacuna, arriben a la
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conclusib que el nivell d7aglutinines no implica

necess.riament una proteccib a la furoncolosi.

Spencer et al. (1965) i Cipriano (1982 b)

intentaren immunitzar Salmbnids passivament amb resultats

mes aviat poc esperan�adors. No fou aixi pel que fa als

treballs de McCarthy et al. (1983) que confereixen

proteccio de manera passiva a ºn�QCn�n�n�§ ngC�ª si

l'antis�rum injectat era contra una soca virulenta d7e�

§ªlmQni�igª inactivada amb formol.

Cipriano (1982 c) vacuna amb fraccions purificades

deIs productes extracel.lulars. La fraccio que anomena IV

confereix una alta proteccio. Ara b�, el seu as a escala'

superior no resulta viable per esser cara la seva

extraccio i per obtenir-se en quantitats baixes.

Cipriano & Starlighter (1982) utilitzen una vacuna

viva que �s una soca avirulenta d'B.

aconseguir uns resultats positius.

Paterson & Fryer (1974 b) i Cipriano & Pyle (1985)

veuen que, quan complementen les seves vacunes amb

adjuvant tenen un titol d'aglutinacib

protegeixen la poblacib vacunada. No ho

mes alt i

aconsegueixen

quan no administren l'adjuvant amb la vacuna.

Cipriano et al. (1983) indiquen que l'endotoxina i

la fraccib IV descrita per Cipriano (1982 c) son
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immunOgens necessaris per a conferir proteccib a la

furoncolosi.

D'altres intents de vacunacib han estat fets amb

l'ds d'una proteasa ext�acel.lular donada en dosis

subletals

contrasten

(Shieh, 1984 i 1985).

amb els de Cipriano

Aquests

(1982 c )

resultats

que no

aconsegueix proteccib amb la seva fraccib 11 (proteasa).

Com es pot veure anteriorment, hi ha una s�rie

d' e�<peri �nci es que unes amb altres entren en

controv�rsia. Hi ha variacions considerables en els

resultats segons la t�cnica o m�tode utilitzat en la

preparacib i administracib de la vacuna. Tamb�, com ja

s'ha discutit en el primer apartat de la memOria,

existeixen diferents m�todes per induir una furoncolosi

experimental segons els equips de re�erca (Michel, 1980 a

i b; McCarthy, 1983; Cipriano, 1982 a). Sembla que

aquestes difer�ncies podrien fer variar els resultats

finals.

En aquest capitol s'avalua la proteccib conferida

per cada una de les dotacions antig�niques deis quatre

grups classificats respecte a l'antigen-O i a la

protelna-A. Tamb� es compara si ex i stei x alguna

difer�ncia en el nivell de proteccib adquirida quan es

vacuna utilitzant dues vies d'administraciO. El metode

d'inducciO de la furoncolosi pel "challenge" es el de

A. Blanch. Tesi Doctoral/145



Cipriano, 1982 a·, on es mesuren les mortalitats

acumulatives durant dues setmanes.
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4.2. M A TER 1 A L 1
,

M E T O DES.

4.2.1. PEIXOS.

Els exemplars utilitzats eren de l'especie

National Fish Hatchery (West Virginia. USA). L'edat era

de 5 mesos i el pes oscil.lava entre 15 - 20 g. L'estoc

fou mantingut en piscines de 2,000 1 amb circuit obert
o

d'aigua de font a una temperatura de 12.5 C.

,

4.2.2. PREPARACIO DE LES VACUNES.

Les vacunes es prepararen utilitzant les soques

representants deIs quatre grups antigenics estudiats. Es

va seguint el procés ressenyat en l'apartat 3.2.6 a

excepció de la darrera centrifugaciO i resuspensiO en

PBS. EIs cultius foren inactivats amb cloroform i

s'injectaren o s'utilitzaren en el bany amb el medi de

cultiu. L'esterilitat de les vacunes es confirmA per la

manca de creixement en plaques de BHI-agar que s'havien

sembrat amb cada una d'elles, i que s'incubaren 48 hores
o

a 18

o

20 C.
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4.2.3. VACUNACIO.

foren vacunats al mateix moment en qué es feia el lot per

l'estudi de l'efic�cia de les vies d'administracib (veure

apartat 3.2.7). Abans d'immunitzar el· lot se separaren 60

exemplars que constituiren el grup control. La resta,

480, es dividiren en dos grups: un d'ells per ésser

immunitzat per via intracelom�tica i l'altre per

immersib. Per tant, per cada una de les vacunes hi havia

60 exemplars immunitzats per via intracelom�tica i 60 per

immersio. Aquest grups de 60 foren repartlts- en 3

subgrups de 20, que es mantingueren en aquaris de 40 1

amb fluxe d'aigua d'l l/m a una temperatura constant de
o

12.5 C. Aquesta distribucib permetia mesurar per

triplicat, per cada vacuna i cada via d'administracib, la

proteccio que conferien aquestes quan s'indueix

experimentalment una furoncolosi (challenge).

Els peixos injectats foren préviament anestesiats

amb MS 222 (Tricaine Methanesulfonate) en una

concentracio igualo inferior a 0.4 mg per litre d'aigua.

S'utilitzaren agulles de 26 1/2 G i el volum injectat per
7 8

cada peix fou 0.2 mI, essent aproximadament de 10 10

la dosi de cél.lules inactivades injectades (Taula 12).

El lot vacunat per immersio no fou anestesiat i la
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8 9
concentraci6 del bany fou de 10 10 CFU inactivats per

mililitre. La durada del bany fou de 60 segons (Taula

12) •

,

4.2.4. INOUCCIO O'UNA FURONCOLOSI EXPERIMENTAL.

El m�tode utilitzat fou el d'immersi6 posat a punt

i descrit per Cipriano, 1982 a. El procediment es descriu

a continuacio.

Es va inocular un tub de TSA inclinat amb

col.leci6 del National Fish Health Research Laboratory.

Aquest alllament presenta l'antigen-O en el

lipopolisacarid i la protelna-A en la capa-A, tal com es

va determinar per gels de poliacrilamida tenyits amb

nitrat de plata i amb CBB.
o

A les 24 hores de la incubaci6 a 20 C es f�u un

rentat de la superficie inclinada amb PBS est�ril.

Oespr�s, el rentat s'ajusta a una suspensi6 cel.lular del

50 X de transmitancia a 525 nm. Posteriorment 'es realitza

un banc de dilucions a partir de l'anterior suspensio, i

!I'I

pel m�tode de Miles a( Misra ( 1938) es cal cu I a una

7

concentraci6 cel.lular de 4.4 x 10 CFU/ml.

S'injectaren 20 §ªly�lin�§ f9ntinªli§ amb 0.1 mI
-3 3

de la diluci6 10 (aproximadament 10 CFU/peix), i es
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manteniren en aquaris de 40 1 amb un fluxe d�entrada
o

d�aigua d'1 l/m i una temperatura constant de 12.5 C.

Diariament, es controlava l'aquari, i al cinque

dia hi hague una mortal�tat del 95 %. A partir deIs

peixos morts es prengueren mostres deIs ronyons, i se

sembraren en plaques de T8A incubant-Ies durant 48 hores
o

a 20 C. Tambe amb les mostres de ronyo, es realitza una

immunofluorescencia directa amb un conjugat de

isotiocianat de fluoresceina i un antiserum de ¿onill

contra un aillament d'B.

dotacio antigenica completa. Les immunofluorescencies

donaren sempre positives.

La confirmacio del diagn6stic de furoncolosi es

feu per l'aillament, tincio GRAM i caracteritzacio

bioquimica de les co16nies crescudes en T8A, en les

A partir d'un deIs alllaments procedents de les

plaques de T8A i un cop classificat com B.

se sembraren tres tubs de 5 mi de T8B, els quals

servirien d'inbcul per als tres flascons de 1.5 1 de T8B.
o

foren incubats a 20 C durant 48 hores amb unaAquests,

agitaci6 de 150 rImo Abans d'utilitzar-se com a medi de

bany per a la induccio de la furoncolosi, es va treure

una aliquota per avaluar el titol del cultiu,
9

i dona LlnS

valors de 10 CFU/ml (Taul a 17). El motiu de tenir per
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GRUP DOS! (eFU/mI.) % DE MORTALITAT

g

3. 10 I 1.0 x 10 93.3
g

3. 64 I 1.0 x 10 83.3
g

3.139 I 1.0 x 10 96.6
�

e

3. 18 I 9.1 X 10 95.0

3.
e

10 B 9.1 X 10 96.6

3. 64 B
e

9.1 x. 10 98.3
e

3.139 B 9.1 X 10 . 85.0
e

3. 18 B 9.1 X 10 95.0
e

CONTROL 9.1 X 10 93.3

Taula 17. Concentracions deis cultius de la soca

virulenta d·B. §ªlmQni�i�ª utilitzades en la induccib

experimental de la furoncolosi en cada grup vacunat de

§ªl�§liQY§ fQQtiQªli§· El temps d'exposicib en la
immersib fou de 60 segons. S'indica el percentatge de
mortalitat acumulativa presentat per cada grup immunitzat
i pel control als 14 dies de la induccib.
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triplicat el cultiu fou perqué per cada tres grups de 60

peixos s'utilitzaria un d'ells, i aixi no es perdria

titol per les successives immersions.

Els vuit grups de 60 §. fQntlnª!l§ varen mantenir-

se durant sis setmanes en les condicions anteriorment

explicades abans de produir la infecci6 experimental.

Dur-an t; aqLlest temps es va segui r 1 a seva resposta humoral

mitjan�ant les mostres que es prenien del lot immunitzat

per comparar les vies d'administraci6 (apartats 3.2.7 i

3.2.8), les quals foren portades a terme amb les mateixes

I
condicions i en el mateix momento O'aquesta manera es

tenia informaci6 de la cin�tica de la immunoresposta i

del nivell d'aglutinines en el moment de la infecci6

exper
í

mental.

La sisena setmana fou quan s'indui la furoncolosi

amb el cultiu per triplicat de 1'6.

deIs peixos infectats per la soca 3.75 com s'ha explicat

anteriorment. El bany en el cultiu tingu� una duraci6 de

60 segons, retornant despr�s els peixos al seu aquari

d'origen. Es mantingueren els subgrups de 20 peixos i

s'anotaren diariament les mortalitats al llarg de 14

dies.

El percentatge de mortalitat per cada .

grup

immunitzat i per al grup control fou la mitjana de la

mortalitat acumulativa deIs tres subgrLlps que constituien
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cada un d'ells. La furoncolosi induida fou confirmada per

una immunofluoresc.ncia directa a partir de mostres de

ronyb deIs peixos que anaven morint.
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4.3. R E S U L T A T S.

Les gr�fiques de la figura 17 ens mostren que les

primeres mortalitats en tots els grups esdevingueren pels

volts del quart dia despr�s del bany en el cultiu de la

soca virulenta 3.

vuite i dese dia.

75. La mortalitat m�xima fou entre el

En tots els aquaris els peixos presentaren

fur6ncols per tot el cos (F i 9ura 18) • La mort per

furoncolosi fou confirmada en tots els peixos morts per

una immunofluorescencia directa a partir de frotis de

mostres de ronyO (Figura 19).

Els nivells de mortalitat foren de l�ordre de 85 -

95 % per a tots els grups que es mostraren no resistents

a la furoncolosi (Taula 17). Cap deIs grups presenta un

nivell superior o inferior de protecci6 respecte als

altres amb una P<O.Ol i D.F. = 26.
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Figura 17. Percentatges de la mortalitat acumulativa
durant 14 dies produits per una furoncolosi induida
experimentalment en cada un deIs grups vacunats i en elcontrol.
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Figura 18. En la fotografia es veuen tres exemplars de

§ªly§lin�§ fºntinªli§ afectats per una furoncolosi

experimental. S'observen els furóncols per tot el seu

coso (Fotografia gentilesa de R.C. Cipriano).
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Figura 19. Immunofluoresc�ncia directa d'BgCºffiºDª§
§ªlmºDi�i�ª. El conjugat utilitzat fou preparat amb
isotiocianat de fluoresceina i un antisérum de conill
contra una soca d'B. §ªlmºDi�i�ª amb dotació antigénica
completa (O-Ag +, ACE +).
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I

4.4. D 1 S C U S S 1 O.

El metode d'induccio e�<perimental d'una

furoncolosi descrit per' Cipriano (1982 a) es mostra

ef i cac , La simptomatologia externa de la malaltia

descrita en la introduccio general d'aquesta mem6ria

(apartat 1.2) apareixia a partir del quart dia.

L'alllament d'6. 75 es manifesta

virulent tal com es veu en provocar la furoncolosi en un

primer passatge per ªª!Y§!!Cy§ fQct!cª!!§ en una dosi de
3

10 CFU/ml. El realllament del bacteri del ronyo

d'aquests peixos infectats fou positiu tal com es

comprova per una immunofluorescencia directa, una tincio

GRAM i una caracteritzacib bioquimica. La soca real liada

era 6.

autoaglutinacib, coloracib blava en CBB-agar i per tant

protelna-A positiva, i el LPS amb l'antigen-O.

La mortalitat acumulativa al llarg deIs 14 dies

fou molt alta en tots els grups (Taula 17), la "qual cosa

indica que cap de les vacunes confereix proteccio en

La taula 16 ens mostra un

incremen·t del titol d'aglutinines en els exemplars

vacunats amb 3.10, 3.64 i 3.139, i com es veu en la taula

17 cap d'aquests grups presenta proteccib. Aleshores, es

pot afirmar que per cap del dos ant{gens estudiats en
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aquest treball no hi ha una estreta relacib entre el

nivell d'aglutinines i la proteccib adquirida. Aix6 no

descarta la possibilitat que si que es presenti certa

relacib quan s'estudien d'altres ant{gens. AIguns autors,

utilitzant diferents vacunes contra la furoncolosi, tamb�

han considerat que no es poden tenir sempre les

aglutinines com una bona mesura de la immunitat adquirida

activament contra B. ªªlmºni�iQª (Michel, 1979; Cipriano,

1982c; McCarthy et al. 1983).

Per altra banda, en uns treballs de Paterson &

Fryer (1974 b) en ºn�º�b�n�by§ ki§yt�b i uns de Cipriano

es constata

la dependéncia de l'ós d'un adjuvant per adquirir

immunitat contra la furoncolosi, acompanyada d'un augment

del titol d·aglutinacib.

Queda doncs, una porta oberta per a propers

estudis amb aquestes quatre vacunes cel.lulars

adjuvant,utilitzades administrant-Ies amb o sense

mesurant i comparant les diferéncies en la immunoresposta

i en la proteccib que confereixen.
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5. CONCLUSIONS.



separar-se en quatre
�-

grups de caracteristiques

antig.niques diferents respecte a la proteina-A que

constitueix la capa-A i l�antigen-O del lipopolisac.rid:

GRUP O-Ag ACE

I +

11

III

+

+ +

IV

2)- La presencia de la proteina-A va relacionada amb la

floculaci6 de les suspensions cel.lulars en el brou de

cultiu, amb una marcada hidrofobicitat i amb la coloracib

blava de les colbnies crescudes en CBB-Agar.

3)- Al contrari, l·abs.ncia de la proteina-A va

relacionada amb l'estabilitat de les sL\spensi ons

cel.lulars en el brou de cultiu, amb la perdua de la

hidrofobicitat i amb la coloracio blanca de les colbnies

crescudes en CBB-Agar.
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4)- Existeix una homogeneltat. per al lipopolisacarid

dintre de l�especie.

5)- El pes molecular calculat per a la protelna-A �s de

52,000 daltons en tots dos grups on es presenta

111) •

6)- Cada un deIs quatre grups anteriors presenta una

antigenicitat diferent tal com ho demostren els titols

d'aglutinacio i les immunotincions amb antiserums

especifics de conill contra cel.lules completes, contra

el LPS i contra la protelna-A.

7)- L'hemoaglutinacio deIs eritr6cits de be marcats amb

el lipopolisacarid de les soques representants deIs grups

1 i 111, denota la presencia de l'antigen-O en els seus

LPS aixi com l'absencia d'aquest en les soques deIs grups

II i IV.

8)- No es detecten cel.lules productores d'antic6s (PFC)

en la melsa contra el LPS de cap deIs grups, quan la dosi
9

injectada i.c. és de 10 CFU inactivades per peix.

Caldria estudiar-ho en d�altres teixits hematopoieti¿s o

utilitzar un test més sensible.
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9)- La immunoresposta mesurada pel titol d�aglutinines en

el s�rum deIs exemplars injectats amb les saques deIs

grups 1, 11 i 111, �s positiva i estadisticament igual

per a tots tres. Els pei�os injectats amb la soca del

grup IV i els del grup control no presenten una resposta

humor�l estadisticament significativa.

10)- No hi ha cap difer�ncia significativa en la resposta

humoral entre els lots de

immunitzats per injecció intracelom�tica i els lots

immunitzats per immersió.

11)- Cap de les vacunes preparad es amb c�l.lules

completes i inactivades de cada grup presenta proteccib

davant d�una infecció experimental causada �mb una soca

Tampoc no es detecta

cap difer�ncia en la protecció segons la ruta

d�administració.

12)- El nivell d'aglutinines obtingut pels dos ant{gens

caracteritzats en les saques estudiades, no indica

proteccib contra la furoncolosi. Ara b�, podria existir

una depend�ncia de l�accib d'un adjuvant o b� dependre

d'altres ant{gens no caracteritzats en aquest estudi.
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13)- Es suggereix un model de la membrana externa

mutants respecte la forma salvatge, basant-se en els

resultats obtinguts i el model molecular donat per

Evenberg et al. 1985.
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furoncolosi en els cultius de Salmbnids. Fou descrit per

primer cop en 1890 per Emmerich & Weibel (Bullock et al.,

1983) a Alemanya. En el "-Bergey' s Manual of Systemati e

Bacteriology" (1984) es classifica dintre la familia de

les Vibrionacies, essent citocrom-oxidasa positiu, te
o o

motilitat negativa, bptim creixement entre 22 25 C, es

anaerobic facultatiu per la glucosa i gelatinasa positiu.

Alguns aillaments produeixen un pigment marrO fosc,

soluble en aigua.

Ha estat tambe descrit com el responsable de

diferents malalties en els Teleostis, totes elles de

tipus septic�mic (Gayer et al., 1980; Shotts et al.,

1980; Paterson et al., 1980; Fluchter, 1979; entre

d·altres).

La simptomatologia externa associada a la

furoncolosi es un enfosquiment epitelial, hemorragies a

la base de les aletes i apariciO de furOncols. Tot a
í

x o

acompanyat d'una inapet�ncia. Internament, s'observen

hemorragies a les parets abdominals, al tub digestiu i al

cor, una melsa crescuda i de color roig viu, el teixit

renal tou i el fetge pal.lid amb possibles punts

necrbtics. El tub digestiu no conte restes de menjar i en

el lumen s'hi troba una supuraciO formada per mucus, sang

i c�l.lules epitelials.
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En 1935, Mackie et al. caracteritzen

histopatolOgicament la furoncolosi com una leucopénia i

proteolisi aguda de determinats teixits. Uns anys mes

tard Duff (1937 i 1939) fa els primers estudis antigénics

i parla de la preséncia d�un antigen indeterminat en

alguns aillaments que aniria relacionat amb la morfologia

colonial i la v�ruléncia. La classificacib d'aquest autor

no va estar del tot encertada. Durant un periode de 40

anys es va considerar una homogeneitat serolbgica dintre

d'B· Diversos autors, perO, detectaren

reaccions antigéniques creuades d'aquesta espécie amb

Tot i aixi, es continua parlant

d'homogeneitat (Liu, 1961; Spence et al., 1965; Bul1ock,

1966). No fou fins al 1977 que Udey va demostrar

l'existéncia d'un antigen addicional en la membrana

externa d'alguns aillaments, i va anomenar-lo "A-layer"

(capa-A). Aquest embolcall proteic conferia la morfologia

colonial rugosa, el caracter hidrofObic,

l�autoaglutinacib i la viruléncia a les soques que el

presentaven (Udey & Fryer, 1978). La capa-A es perd, a

vegades,' al mantenir les soques en medi de creixement en

el laboratorio Llavors la morfologia colonial es llisa,

no autoaglutinen i es perd el caracter hidrofObic i la

viruléncia. Mes recentment, Aoki & Trust (1984) i Pyle &
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Cipriano (1986) han comprovat l'homogeneltat serologica

del lipopolisacarid en B. trobant en els

seus estudis reaccions serologiques creuades d'aquesta

especie amb e. b��CºQbl!ª pero causades per antigens

comuns extracel.lulars.

Diferents estudis han estat realitzats pel

coneixement de la capa-A. Aixi en 1980, Hubbert �1. Brain

indiquen que la capa-A esta formada per unes subunitats

tetragonals disposades en una estructura de xarxa i d'una

mida de 7.5 - 11 nm. En 1981, Kay et al. purifiquen la

protelna constituient de la capa-A (protelna-A) i li

c a l ou l en un pes molecular de 49,000 d.Htons.

Paral.lelament, Evenberg et al. (1982 I) i Evenberg &

Lugtenberg (1982 II) realitzen un estudi complet sobre la

protelna-A. Li calculen un pes molecular de 54,000

daltons, i tambA constaten la seva estructura de

subunitats tetragonals. Corroboren l'estreta relacio amb
..

la seva presencia, l'autoaglutinacio, l'adhesio al mucus

de l'epidermis deIs peixos o"a la superficie de les

cel.lules de linies de cultiu i a la virulencia.

Finalment, estudien la seva composicio d'aminoacids i

elaboren un model molecular de la capa-A (Evenberg et

al. , 1985) • Aquests autors i també Kay et al. (1986)

assenyalen que la protelna-A (ACE: Additional Cell

Envelope) esta associada al lipopolisacarid i en concret
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a l'antigen-O, essent aquest darrer essencial per a

mantenir la integritat de la capa-A. Indiquen que mutants

no posseldors de l'antigen-O son invariablement ACE

negatius. Ara be, els mutants antigen-O positius i ACE

negatius son possibles

alllaments perden la

i f�cils d'obtenir perqué els

capa-A despres de diversos

subcultius en medis de creixement en el laboratorio En

1981, Hamilton et al. veuen que es pot inhibir la

formaciO de la capa-A incorporant un 0.25 % de clorur de

liti en el medi de cultiu. Ishiguro & Trust ( 1981>

aconsegueixen el mateix quan cultiven B.

temperatures mes altes de les Optimes.

La presencia de la capa-A tambe confereix

resistencia a l'acciO del complement del serum (Cipriano,

1987), a la digestio proteolitica i a l'absorcio deIs

macrOfags. Tambe dona una proteccio fisica completa pels

ccimponents de la membrana externa davant l'accio deIs

bacteriOfags Ü(ay et al., 1980). F'hipps et al. (1983)

conclouen que la protelna-A no presenta activitat

enzim�tica perO es una barrera refract�ria macromolecular

que es essencial per a la virulencia.

D'altres factors de virulencia no cel.lulars i de

tipus enzim�tic han estat estudiats des de bon principio

La presencia de proteases (Shieh & McLean, 1975; Sakai,
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1977; Cipriano, 1981; Sakai, 1985), fosfolipases

(Maclntyre et al., 1979 i 1980; Buckley et al., 1982),

hemolisines (Titball & Munn, 1981; Nomura & Saito, 1982)

i leucocidines (Fuller et" al., 1977; Cipriano et al.,

1981) en els productes extracel.lulars d·B.

ha estat estudiada per diversos autors amb diferents

valoracions en el rol que tenen en la virultncia del

bacteri aixf com la seva funci� com a factors d'agressi�.

Des de la d�cada deIs 30 s'han realitzat intents

de vacunacib contra la furoncolosi. En 1942, Duff port� a

terme una immunitzacib i obtingu� uns resultats que

encara avui tenen vigtncia. Al llarg deIs anys,

provat diferents combinacions antigtniques

s'han

per

administrar-les com a vacunes. L'extraccib i purificacib

d'aquests antigens As laboriosa i d'un cost considerable

quan es planifica el seu �s a una escala comercial

(Paterson & Fryer, 1974 a; Cipriano 1982 c i 1983 a). Per

altra banda l'ós de ctl.lules completes inactivades com

una vacuna econOmica i de f�cil obtencib no ha . facilitat

uns nivells de protecci� satisfactoris dintre les

poblacions tractades (Krantz et al., 1963; Klontz &

Anderson, 1970; Udey & Fryer, 1978; Michel, 1979; Smith

et al., 1980; entre d·altres). La utilitzaci� de soques

avirulentes com a vacunes vives atenuades tampoc no ha

donat resultats positius (Cipriano & Starlighter, 1982).
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Diferents autors han seguit la immunoresposta

provocada per B. especies

mitjaniant el nivell d'aglutinines en el serum. Tal i com

anota Michel (1979), el titol d'aglutinacib no indica

necess.riament una proteccib davant la furoncolosi.

Tambe s'han valorat les vies d'administracib de

les vacunes ja que aquest pot esser un factor econ6mic

important a l'hora de vacunar poblacions de gran nombre

d'exemplars. Cipriano ( 1983 a) , amb una vacuna

constituida pels productes extracel.lulars d'una soca

virulenta, prova tres rutes d'administracib: la injeccib

intracelomatíca, un bany d'immersib i la vía oral. El

nivell d'aglutinines obtingut fou, de mes gran a mes

petit, en el mateix ordre que s'han citat. L'autor

considera la immersib com mes viable a escala comercial,

ja que dbna una bona immunoresposta i resulta practicable

en poblacions nombroses.

Aquesta mem6ria se centra en l'estudi deIs factors

de virulencia cel.lulars: l'antigen-O i la proteina�A.

S'han estudiat 61 aillaments d'e.

una caracteritzacib i classificacib antigenica.
(

Abans

per6, i com estudi previ, ha estat constatada la relacib

que hi ha entre la presencia de la protelna-A,

l'autoaglutinacib, el caracter hidrof6bic i la coloracib
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colonial blava en medi CBB-Agar (Udey,

proteina-A negatives no autoaglutinen,

1982). Les soques

donen suspensions

estables en medi de cultiu i han perdut el seu car�cter

hidrofobic. Les seves col�nies s6n blanques quan creixen

en CBB-Agar. A partir d'aquests resultats es

diferenciaren 74 soques d'B.

l'estudi.

Utilitzant antis�rums especifics de conill contra

el lipopolisac�rid, contra la proteina-A i contra les

c�l.lules completes del tipus O-Ag + i ACE +, s'han

classificat els aillaments en quatre grups antig�nics.

AixO s'ha fet a partir deIs resultats aportats per

microaglutinacions i gels de poliacrilamida tenyits amb

nitrat de plata per l'estudi del lipopolisac�rid i amb

CBB per l'estudi de la composici6 proteica de la membrana

externa. Aquests grups es defineixen com:"

§��Q Q=Bg B��

1 +

11 +

111 + +

IV

"Com es pot apreciar han estat trobats els mutants
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Q-Ag negatiu i ACE (proteina-A) positiu que d'altres

autors no consideraven possibles per a la depend.ncia

estructural suposada entre aquests dos antigens (Evenberg

et al., 1985; Kay et al., 1986). També es va realitzar

una immunodetecciO de la composiciO antiganica de cada un

deIs grups transferint les soques corregudes en els gels

de poliacrilamida a paper de nitrocel.lulosa (Western

Blot), i utilitzant aquests en una immunotinciO amb els

antisarums especifics (Immuno-Blot).

A partir d'aquests resultats i del model molecular

donat per Evenberg et al. (1985), s'han elaborat els

models corresponents a cada un deIs quatre grups

antigenics assenyalats (Fig. 1). Cal indicar que es va

trobar una homogeneitat sero16gica pel que fa a la

constituciO del lipopolisacarid. El pes molecular

calculat per la proteina-A fou de 52,000 daltons

aproximadament.

Posteriorment, es va escollir una soca

representant de cada grupo Cada una d'elles' es va

preparar com a vacuna de cel.lules completes inactivades

amb cloroformo Cada una per separat fou injectada

estudiar la resposta humoral i cel.lular durant les vuit

primeres setmanes. El titol d'aglutinaciO i el nombre

relatiu de cel.lules productores d'anticbs en la melsa

A. Blanch. Tesi Doctoral/171



(PFC: Plaque Forming Cells) varen servir com a mesures de

la immunoresposta. Aquesta, aparegu� a partir de la

segona setmana tal com es pot veure en el titol

d'aglutinines en la figura 11, i fou significativa a

partir de la quarta. Result� positiva per als grups 1, 11

i 111 mentre que el grup IV i el grup control es

mantingueren en uns nivells significativament baixos al

llarg de les vuit setmanes. No va esser possible

determinar l'especificitat de les aglutinines per cada un

deIs antigens estudiats a causa de les caracteristiques

serolbgiques deIs Teleostis. L'estudi de la resposta

cel.lular va resultar negatiu per la baixa sensibilitat

mostrada en el test utilitzat (Passive Haemolytic Plaque

Assay. Anderson, 1978). Aixb contrasta amb els resultats

obtinguts per Anderson en 1979. Aquest autor detecta uns

nivells alts de PFC, perb cal indicar que aquest autor

utilitza com antigen el lipopolisac�rid purificat i a

unes dosis molt elevades.

Mes tard, es realitz� una comparaciO de la

immunoresposta en ªªlygl!OY§ iQot!oª!!§ quan s'injectaven

les vacunes per injecciO intracelom�tica o per immersiO

en un bany de 60 segons. EIs resultats foren els mateixos

que els de l'experitncia anterior pel que fa al nivell i

cinttica de la resposta. No es va constatar cap
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diferéncia entre aquestes dues vies d·administracib.

Per finalitzar, es valora la proteccib activament

vacunes i per cada una de "les vies. Cap d'elles conferia

proteccib a una furoncolosi experimental portada a terme

tal com descriu Cipriano, 1982· a. Les mortalitats

comen�aven a aparéixer a parti� del quart dia, i

arribaven al maxim entre el vuité i desé dia. Aleshores,

es pot afirmar que per cap deIs dos antigens estudiats en

aquest treball no hi ha una estreta relacib entre el

nivell d'aglutinines i la proteccib adquirida enfront de

la furoncolosi. D'altres autors tambe ho han observat en

diferents estudis d'immunització (Michel, 1979; Ciprianci,

1982 c; McCarthy et al., 1983). Ara be, aixo no descarta

que la relació pugui existir en d'altres antigens.

Per altra banda, Paterson & Fryer (1974 b) i

Cipriano & Starplier (1985) constaten la necessitat

d'utilitzar un adjuvant quan s'immunitza amb cél.lules

completes inactivades o amb nomes el lipopolisacarid d·B.

per a obtenir uns nivells de proteccib

satisfactoris contra la furoncolosi. Queda aixl, doncs,

una porta oberta per a valorar el titol d'aglutinació i

la protecció que confereixen aquestes quatre vacunes

cel.lulars, quan s'administren complementades o no amb un

adjuvant.
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