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Aislamiento y caracterizacion de bacteriéfagos para el control de enfermedades
infecciosas bacterianas en acuicultura

Maria Lavilla. Calidad, Seguridad e Identidad Alimentaria, AZTI-BRTA, Derio (Bizkaia). E-mail:
mlavilla@azti.es

Con solo unos pocos antibidticos aprobados para acuicultura, y con un uso cada vez mas
restringido para limitar la aparicion y diseminacion de resistencias, se hace necesario disponer
de nuevas alternativas viables para el tratamiento de potenciales brotes infecciosos. Ademas,
la vibriosis, responsable de importantes pérdidas econémicas en acuicultura, es un problema
cada vez mas frecuente debido al incremento de la produccién acuicola y al aumento de la
temperatura del agua causado por el cambio climatico.

Asi, el objetivo de esta linea dentro de la red FISHEALTH es el aislamiento de fagos
potencialmente liticos, para su posterior caracterizacién y evaluacién como potencial agente
de tratamiento y prevencién de enfermedades infecciosas causadas por bacterias del género
Vibrio en acuicultura.

Como resultado de este trabajo, hasta la fecha se han aislado y purificado un total de 51 fagos:
17 contra Vibrio anguillarum y 34 contra Vibrio harveyi, procedentes, en su mayoria, de
muestras ambientales. También se han aislado fagos de entornos de produccién acuicola y de
peces (muestras comerciales). Los fagos aislados muestran buenas capacidades de inhibiciéon
del crecimiento y/o muerte de la bacteria diana, que se reflejan en la aparicién de calvas en los
correspondientes cultivos (Figura 1).

Una vez aislados y purificados, en los Ultimos meses, se ha iniciado la caracterizacién de los
fagos mediante la determinacién de su Rango de Hospedador. Aunque en general se ha
observado que los fagos aislados son bastante especificos, algunos de ellos han demostrado
tener un rango de hospedador mas amplio, siendo capaces de infectar a algunas cepas de
Vibrio parahaemolyticus, Vibrio alginolyticus, Vibrio metschnikovii y/o Vibrio splendidus, ademas
del hospedador en el que han sido aislados (Vibrio anguillarum o Vibrio harveyi).

El aislamiento de fagos es el primer paso hacia su posterior caracterizacion completa y el
proximo escalado de su produccién y la realizacién de pruebas de efectividad in vivo, con la
finalidad de obtener un banco de fagos completamente caracterizados, efectivos y seguros.

.-. © AZTI- 2022

Figura 1. Ejemplos de las calvas producidas por diferentes fagos, con diferentes grados de lisis, y
diferentes tamafos. En algunos casos también se observan halos alrededor de la placa.
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Vacunas frente a patégenos acuicolas: desarrollos y oportunidades

Natalia Mallo. Centro Tecnoldgico del Cluster de la Acuicultura- CETGA. Punta de Couso, s/n.
Aguino, Ribeira -A Coruna. E-mail: natalia.mallo@cetga.org

La acuicultura sigue siendo uno de los sectores de produccién de alimentos a nivel mundial
con un desarrollo mas rapido. Ademas de ser una importante fuente de generacién de
alimentos, cabe destacar su relevancia en cuanto a la contribucién a la seguridad alimentariay
al desarrollo social en muchos paises.

A pesar de ello, el sector se ve afectado por multiples patologias, favorecidas por las altas
densidades de cultivo y la facilidad de dispersiéon de los patégenos en el medio marino, lo que
tiene importantes consecuencias econdmicas. La gestién de las infecciones en las
instalaciones de cultivo implica el uso de diferentes estrategias como la cuarentena, la
desinfecciéon del agua mediante radiacion UV y quimioterdpicos o el vacio sanitario de la
granja de cultivo.

Dentro de las estrategias preventivas frente a la aparicién de estas infecciones destacan las
vacunas, que permiten anticiparse a la aparicién de la enfermedad y que, en comparacion con
otros tratamientos, presentan la ventaja de que su uso no se encuentra tan limitado por la
legislacién. El desarrollo del sector pasa por la inversién en investigacion para evitar estas
pérdidas por patogénesis.

Aunque los virus y las bacterias han sido reconocidos como la principal causa de enormes
pérdidas econdmicas para el sector acuicola, recientemente se ha puesto de manifiesto el
papel de los parasitos. La literatura cientifica muestra un aumento considerable de las
epidemias parasitarias, tanto en las poblaciones de peces de cultivo como en las salvajes.

Los mayores avances en temas de vacunacion se han producido para aquellos patdgenos y
hospedadores con relevancia histérica en el sector, debido al mayor tiempo u oportunidad
gue se ha tenido para su estudio. En consecuencia, la mayoria de las vacunas disponibles en
acuicultura son para patogenos de trucha y salmén, tanto de tipo virico como bacteriano
(Tabla1).

Las mejores estrategias de vacunaciéon implican el uso de microorganismos atenuados o
inactivados, de forma que el proceso es mas similar al proceso infectivo natural. Esto es una
limitaciéon importante para aquellos patégenos para los que no se ha conseguido establecer el
cultivo in vitro. Sin embargo, las vacunas vivas no son consideradas seguras en el dmbito de la
acuicultura y no estd permitido su uso, aunque en EE.UU. existe una vacuna atenuada
registrada para uso en siluros. Por ello, las estrategias mas prometedoras son las basadas en
vacunas de ADN o subunidades, si bien una de sus limitaciones es que confieren una
proteccién parcial o moderada. Entre las posibles vias de mejora de la eficiencia de las
vacunas se encuentran la elaboracién de vacunas multivalentes con diferentes antigenos,
como se ha realizado con éxito en parasitos humanos del género Leishmania, la formulacion
con diferentes adyuvantes o el cambio en el método de entrega de los antigenos.

Todas las vacunas disponibles en acuicultura han sido desarrolladas frente a infecciones de
tipo bacteriano o virico, a excepcién de una vacuna frente al parasito Caligus rogercresseyi para
uso en salmén (Providean Aquatec Sea Lice®, protegida por patente en Chile, Noruega,
Canada, UKy Nueva Zelanda).
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Los pardsitos pertenecientes a grupos como los mixozoos, protozoos, crustaceos,
monogéneos o helmintos provocan grandes pérdidas en la acuicultura y, en consecuencia, en
las industrias afines. Uno de los principales problemas para la formulacién de una vacuna
frente a parasitos es la carencia de conocimiento respecto a su ciclo bioldgico, lo que dificulta
el cultivo y mantenimiento de los parasitos en el laboratorio, esencial en la produccién de los
antigenos necesarios para el desarrollo de las vacunas.

Otras limitaciones se relacionan con la capacidad de los parasitos para evadir el sistema
inmunitario mediante estrategias de variacion antigénica intraespecifica. Por otra parte, la
carencia de informacién profunda acerca de las interacciones parasito-hospedador, dificulta
la realizaciéon de un seguimiento eficaz del proceso infeccioso o de la efectividad de una
posible vacuna, sin llevar a cabo un reto experimental. Actualmente, el desarrollo de
formulaciones vacunales parasitarias supone uno de los mayores retos y oportunidades en el
campo de las vacunas en acuicultura. Este desarrollo implicaria un enfoque pangendémico en el
que los antigenos conservados en los genomas pueden ser la solucién para la obtencion de
vacunas con un amplio espectro de proteccién.

Tabla 1. Vacunas disponibles para uso en Espaia. Fuente: HMA (https://www.hma.eu/).

AUTHORISED FISH PRODUCTS: SITUATION IN EUROPE amsterdam, 6 April 2021 EMA/CMDv/650880/2018 rev 3
Pais. Tipo Especie Sustancia Activa
] - - -
Espafia  INYECCION Dorada Photobacterium damselae, subsp.piscicida, Vibrio (Listonella) Anguillarum
Espafia  INYECCION Dorada Inactivated nerve NECROSIS VIRUS/VNNEA genotype/ALV1107 strain
Espafia  ORAL Trucha Inactivated cells of Yersinia ruckeri (Hageman type 1 strain)
Espafia  INYECCION Salmaén Inactivated cells of Aeromonas salmonicida (MT004 and MT423 strains )
Espafia  BARNO o INYECCION Trucha Inactivated cells of Yersinia Ruckeri (Hageman type 1 strain), Inactivated cells of
Yersinia Ruckeri (EX5 biotype strain)
Espafia INMERSION E INYECCION Trucha Inactivated cells of Listonella (Vibrio) anguillarum (78-SKID strain), Inactivated cells
of Vibrio ordalii (MSC 275 strain)
Espafia  ORAL Trucha Inactivated cells of Listonella (Vibrio) anguillarum (78-SKID strain), Inactivated cells
of Vibrio ordalii (MSC 275 strain).
Espafia  INYECCION Lubina Inactivated Listonella anguillarum serotype 01
Inactivated Listonella anguillarum serotype 020
Inactivated Listonella anguillarum serotype 026
Inactivated Photobacterium damselge subsp. piscicida DI 21
Espafia  INYECCION Trucha Inactivated lactococcus garvieae, strain TW-446.B3
Espafia  BARNO Dorada Inactivated Photobacterium damseloe subsp.piscicida, strain D1 21
Inactivated Photobacterium damselae subsp. piscicida , strain IT-1
Espafia RODABALLO Inactivated Streptococcus parauberis, strain RA-99.1
Inactivated Streptococcus parauberis, strain AZ-12.1
Espafia RODABALLO Tenacibaculum maritimum
Espafia  BARO o INYECCION LUBINAY Inactivated Wibrio (Listonella) anguillarum, serotype O1
RODABALLO Inactivated Vibrio (Listonella) anguillarum, seroype 02 a
Inactivated Vibrio (Listonella) anguillarum, serotype 02 B
Espafia  INYECCION LUBINA Inactivated Betanodavirus strain 1103
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Ensayo de biodisponibilidad de compuestos fendlicos procedentes de biomasa de
micro- y macroalgas y residuos de frutas fermentadas, en un modelo celular de
intestino de peces

Farabegoli F1, Camin F2, Verdile N2, Lago J, Moyano F3, Gandolfi F2.

1Departamento  de  Biotecnologia y  Salud, ~ANFACO-CECOPESCA  (Spain). E-mail:
ffarabegoli@anfaco.es; 2Departamento de Ciencias Agrarias y Medioambientales - Produccion,
Territorio, Agroenergia, Universidad de Mildn (Italy). 3Departamento de Biologia y Geologia.
Universidad de Almeria (Spain).

El desarrollo de modelos in vitro que imiten, lo mas fielmente posible, la complejidad de los
tejidos y 6rganos animales, es necesario para reducir significativamente el nimero de individuos
utilizados para uso experimental. En el marco del proyecto red FISHEALTH se esta trabajando,
en colaboracion con la Universidad de Almeria (UAL) y de la Universidad de Milan (UNIMI), en el
diseno de una herramienta para una evaluacién predictiva de compuestos bioactivos incluidos
en las dietas de las truchas, ya que se identificaron sinergias con el proyecto Fish-Al (www.fish-
ai.eu). Este proyecto, financiado por la Unién Europea en el marco del programa H2020, esta
implicado en desarrollar una plataforma de cultivo en 3D de nueva generacién, que imite el
complejo microentorno de la mucosa intestinal in vitro.

En el marco de la red FISHEALTH se estan realizando unos ensayos de aproximacién para
determinar las condiciones de trabajo 6ptimas para aplicar los digeridos de piensos de trucha
(UAL) a las lineas celulares de enterocitos aisladas por la Universidad de Milan (RTpi-Ml y RTdi-
MI). El objetivo a nuestro alcance es estudiar la liberacion de compuestos fendlicos procedentes
de matrices alterativas y su incorporacion en pienso de trucha (macroalgas de la especie
Osmundea pinnatifida, la microalga Phaeodactylum tricornutum y extractos fenélicos de residuos
de fruta fermentada con hongos) y su absorcion intestinal (biodisponibilidad). Tras la exposicion
a los digeridos, se evalué la viabilidad celular mediante dos métodos: el LIVE/DEAD™ Cell
Imaging Kit, en Figura 1, y el ensayo de captacion de rojo neutro.

Los dos ensayos realizados demostraron un alto porcentaje de
mortalidad celular (30%, calculado con el test LIVE/DEAD)
tras el contacto con los digeridos (ver Figura 2). Esta alta tasa
de mortalidad celular podria ser debida a la baja osmolaridad
del digerido, o a la falta de nutrientes aportados por la
solucion salina equilibrada de Hank (HBSS), utilizada para
diluir las muestras, y en ausencia de aditivo proteico (BSA).

Figura 1. Arriba
Células tenidas con
el kit LIVE/DEAD.
Aumento: 20x

kg)
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Figura 2. I1zquierda
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Los proximos avances prevén la implementacién de los ajustes necesarios para obtener
digeridos con condiciones optimizadas de nutrientes y osmolaridad.
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Aplicaciéon de compuestos organosulfurados de alidceas en la prevencién y tratamiento
de procesos infecciosos en especies de interés acuicola

Jose F. Cabello. Departamento de Desarrollo Experimental, CTAQUA, El Puerto de Santa Maria (Cddiz). E-
mail: j.cabello@ctaqua.es

El uso de extractos fitogénicos es considerado, cada vez mas, una estrategia sostenible para la
prevencién de enfermedades en peces, incluyendo Alliaceae como una opcidén muy interesante
debido a su variedad de compuestos bioactivos. En un estudio reciente publicado por CTAQUA en
colaboracién con DMC Research Center y la Universidad de Granada, se ha analizado el potencial
antibacteriano y antiparasitario de dos compuestos organosulfurados extraidos de la cebolla:
propil-propano tiosulfinato (PTS) y propil-propano tiosulfonato (PTSO). En este estudio se ha
llevado a cabo una evaluacién in vitro de su capacidad antibacteriana frente a patdgenos de
marcada relevancia en el sector acuicola, Pseudomonas anguilliseptica, Tenacibaculum maritimum y
Photobacterium damselae (subespecies piscicida y damselae). Ademas, también se ha valorado la
sensibilidad de larvas de Sparicotyle chrysophrii, ectoparasito branquial de numerosas especies
marinas, frente a ambos compuestos. En ensayos in vivo, se ha evaluado la respuesta de juveniles de
dorada (Sparus aurata) frente a infeccion con P. damselae subsp. piscicida tras ser alimentados con
una dieta suplementada con PTS/PTSO, asi como la actividad parasitaria de ambos compuestos
frente a S. chrysophrii en doradas en fase de engorde.

Los resultados han mostrado que todas las cepas son sensibles a ambos compuestos. PTSO ha
mostrado un efecto inhibitorio mas alto contra todos los patégenos objetivo, mientras que PTS ha
mostrado una mayor efectividad contra S. chrysophrii. Los peces alimentados con dieta PTS/PTSO
han presentado una mayor probabilidad de supervivencia frente a P. damselae subsp piscicida en
comparacién con el grupo control. Adema3s, el nimero de parasitos en el grupo PTS/PTSO ha
disminuido significativamente tras ser alimentados con la dieta suplementada.

Estos resultados sugieren que la inclusién de ambos compuestos en la alimentacion de especies de
peces de interés acuicola puede ser una opcién muy interesante como estrategia natural para
prevenir enfermedades antibacterianas y antiparasitarias, mejorando, por tanto, la salud y el
bienestar de los animales.

Puedes leer el articulo completo en https://doi.org/10.3390/molecules27206200
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Figura 1. Funcion de supervivencia Kaplan-Meier en dorada (S. aurata) alimentada con dieta estandar
(CONTROL) y alimentada con dieta suplementada con PTS/PTSO (ALLIUM) durante 21 dias de ensayo de
sanidad animal con P. damselae subsp. piscicida. Log-rank test a un nivel de confianza del 99%.
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