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Introduccio

1.1. Els esparids: Aspectes biologics i ecologics

Els esparids (Sparidae) constitueixen una familia de peixos ampliament representada
en els mars tropicals i temperats de tot el méon. En la majoria de casos es tracta
d’espécies litorals de costums bentonics. Prefereixen els fons rocosos, tot i que
algunes espeécies es troben als fons de la plataforma continental i fins i tot, n’hi ha de
pelagiques. Les espécies de distribucié més profunda acostumen a presentar colors
vermellosos o rosats, mentre que les especies que es troben a menor profunditat sén
argentades amb el dors fosc i algunes bandes transversals de color negre o marré. Els
individus joves sén gregaris, mentre que els adults son solitaris o neden en petits
grups. Moltes espécies sén hermafrodites proterandriques (inicien el seu
desenvolupament com a mascles i després inverteixen el seu sexe per ser femelles)
com l'orada (Sparus aurata). Alires espécies son proteroginiques (inicien el seu
desenvolupament com a femelles i després inverteixen el seu sexe per ser mascles)
com el pagell (Pagellus erythrinus). La majoria s6n carnivores com l'orada, tot i que hi
ha espécies de régim omnivor com la morruda (Diplodus puntazzo) i herbivor com la
salpa (Sarpa salpa).

Aquesta familia té una gran importancia economica ja que inclou especies d’elevat
valor comercial i molt apreciades gastronomicament al Mediterrani com l'orada i la

morruda.

Sparus aurata |'orada o dorada (Fig.1.1) és una espécie litoral, normalment
solitaria 0 que viu en grups reduits, que viu sobre fons rocosos i sorrencs 0 en
praderies de fanerdogames marines. Rarament es troba per sota dels 30 m, encara que
ocasionalment pot superar els 100 m de profunditat. Carnivora, s’alimenta sobretot de
mol-luscs, perd també de crustacis i peixos petits. Es una espécie hermafrodita
proterandrica i la majoria d’individus es converteixen en femelles al cap d’'uns tres anys
(o quan pesen de 0,5 a 1 Kg). La reproduccié abasta el periode d’octubre a desembre,
malgrat que pot perllongar-se fins al febrer o l'abril. Es una espécie comuna al
Mediterrani i a I'’Adriatic i rara al Mar Negre. Colonitza I'Atlantic oriental, des de les illes
britaniques, on es considera ocasional, fins al Senegal, incloses les illes Agores i les
Canaries. Pot arribar als 70 cm de llargada, perd no sol sobrepasar els 35 cm.

Diplodus puntazzo La morruda (Fig.1.1) és una espécie litoral i gregaria que
viu sobre fons rocosos i sorrencs o en praderies de fanerdgames marines. Rarament
supera els 50 m de profunditat, perd es pot trobar a la plataforma continental a
profunditats superiors als 100 m. Omnivora, menja tant algues com invertebrats
(anél-lids, mol-luscs i crustacis). Es una espécie hermafrodita, tot i que en alguns
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casos pot ser hermafrodita proterandrica (els individus sén mascles fins la primera
maduracié sexual i després son femelles). Els individus adults es reprodueixen entre
els mesos de setembre i novembre. Viuen al Mediterrani i a I'Atlantic ibéric i nord-
africa. La seva talla mitjana és de 25 a 30 cm, pero poden arribar als 60 cm.

Sparus aurata Diplodus puntazzo

Fig. 1.1. Exemplars d’orada (S. aurata) i morruda (D. puntazzo).

1.2. L’aqiicultura a nivell mundial. Situacié de la produccié d’esparids al
Mediterrani

Durant I'dltim quart del segle XX, el cultiu de peixos ha estat el sector productiu
alimentari que ha crescut més rapidament (un 8,8% anual des de 1950 (FAO 2006)).
Segons I'Organitzacié Mundial de les Nacions Unides per I'Agricultura i I’Alimentacio
(FAO), al 1980 només un 9% del peix que es consumia provenia de l'aquicultura,
mentre que un 45% del peix que es consumeix actualment (uns 48 milions de tones)
prové del cultiu en granges. Tot i que existeix una creixent demanda, sobretot en
paisos en vies de desenvolupament, les captures de peix en el medi natural es
mantenen gairebé estables des del 1980 (de 90 a 93 milions de tones anuals). A més,
segons I'dltim informe de la FAO sobre I'estat de les pesqueries marines al mén, més
de la meitat dels estocs estudiats estan explotats al limit del maxim rendiment
sostenible, sobreexplotats o esquilmats (FAO 2009). Aquest mateix organisme preveu
que I'any 2030 seran necessaris uns 40 milions de tones addicionals per poder satisfer
els nivells de consum de peix de la creixent poblacié mundial (FAO 2006). En aquest
escenari, sembla que I'Unica opcid per satisfer la futura demanda de peix és
aquicultura.

Al Mediterrani i al Mar Negre la situacié de la pesca extractiva és similar a la situacié a

nivell mundial. Aixi, mentre que la pesca extractiva de peixos marins ha anat
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decreixent lentament en els darrers 15 anys, el seu cultiu ha experimentat un gran

creixement en el mateix periode (Fig.1.2).
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Fig.1.2. Evoluci6 de la produccié de peixos marins al Mediterrani i al Mar Negre (1980-
2007) (Fishery Statistical Collections 2009).

Actualment, als paisos de la conca mediterrania la produccié de peixos cultivats

representa un 24% de la produccié a nivell europeu i basicament consisteix en el cultiu

de l'orada (S. aurata) i el llobarro (Dicentrarchus labrax). Els

principals paisos

productors en aquesta zona son en ordre decreixent: Grécia, Turquia, Espanya, Italia i

Franca, als quals se li afegeixen les petites produccions de Croacia, Malta i Xipre

(Taula 1.1).

Taula 1.1. Evoluci6 de la produccié del cultiu de peixos als principals paisos de la conca

mediterrania en t (Aquamedia 2009).

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008
Croacia 9840  9.605 8456  9.350 9.950 9.950  10.430  10.930
Xipre 1790  1.861 2090 3515 3598  3.235  3.425  4.000
Franca 59155 55300 49.470 51.010 48.767 50.655 49.194  49.137
Grécia  gg550 73.500 78.500  79.500  83.600 100.000 72.000  95.000
ltalia 62.500 59.700 56.500 58.700 58.620 60.705 59.700  60.975
Malta 1235  1.116  1.000 913 931 931 931 931
Espanya 54620 57200 57.514 62.668 65205 66.154 61.959 68.325
Turquia  gg.972 62510 67.250 71.250 78.850 92.750 100.250 105.250
Total 322.662 320.792 320.780 336.906 349.521 384.380 357.889 394.548
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A Espanya, la producci6 total de peixos marins I'any 2007 va ser de 39.737,77 t
(JACUMAR 2009). Tot i que les produccions de llobarro i turbot (Psetta maxima) van
ser importants, la meitat de la producci6 va ser deguda al cultiu d’esparids,
especialment d’'orada amb 19.855,41 t, perd també de besuc (Pagellus bogaraveo) i de
morruda (Fig.1.3). Durant I'any 2008 es va produir un increment del 7,2% en la
produccié d’orada a Espanya, perd durant I'any 2009 se’n preveu un descens d’'un
1,5% (APROMAR 2009).
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Fig.1.3. Evolucié de les produccions de peixos marins a Espanya (2003-2007)
(JACUMAR 2009).

Pel que fa a la produccié d’'orada per comunitats autonomes, la Comunitat Valenciana
va encapgalar la produccié a I'any 2008, seguida de Murcia, les Canaries, Andalusia i
Catalunya (Fig.1.4).
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Catalunya
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10,2% 20%

Fig.1.4. Distribucié percentual de la producci6 d’orada per CCAA (APROMAR 2009).

1.3. El cultiu de I'orada i la morruda. Aspectes técnics

El cultiu d’esparids i, en concret, el cultiu de I'orada, es realitza de forma intensiva des
de la década dels 80. Les primeres postes artificials es van aconseguir a Italia entre el
1981 i el 1982 i la produccié de juvenils es va aconseguir 6 anys després a ltalia,
Espanya i Grécia. El cultiu de 'orada consta de 4 fases: la d’'obtenci6é d’'ous i larves, la
nursery, la fase de preengreix i la d’engreix. Les larves esgoten el sac viteli en 3 0 4
dies, de manera que comencen a ser alimentades amb presa viva (rotifers Brachionus
plicatilis i artémia Artemia salina) fins que completen la metamorfosi i sén traslladades
a tancs on es produeix una fase de transicié en que es va substituint progressivament
la presa viva pel pinso. Quan assoleixen els 5-10 g, els alevins son traslladats a
sistemes d’engreix intensiu on arribaran a la seva talla comercial d’aproximadament
300-400 g en un any o un any i mig en funcié del sistema de cultiu (tancs o gabies), la
temperatura del sistema i el pes inicial dels juvenils. Existeixen altres sistemes de
cultiu extensiu o semiextensiu que no estan tan ampliament utilitzats i que consisteixen
en I'engreix d’orades en llacunes artificials amb major o menor aportacié d’aliment
artificial (pinso).

El cultiu de la morruda és metodologicament similar al cultiu de l'orada i també
presenta un bon rendiment productiu ja que pot arribar a una talla comercial de 300 g
en 11 0 13 mesos (Mena i Garcia Garcia 2002).
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1.4. Importancia de les parasitosis en la piscicultura marina al Mediterrani.
Principals parasitosis dels esparids

El cultiu en gabies és una de les técniques d’engreix de I'orada més utilitzada. Aquest
sistema d’engreix permet intensificar la produccié amb un menor cost, perd implica una
disminuci6 en la capacitat de control de la qualitat de I'aigua o de la presencia d’altres
organismes a prop o dins del sistema. Aquestes caracteristiques (elevades densitats i
menor control) creen unes condicions propicies per al desenvolupament de brots
infecciosos (virics, bacterians o parasitaris). A aixd, s’ha d’afegir I'elevat cost dels
tractaments i la dificultat d’aplicar-los. Probablement, aquest sigui un dels motius pels
quals en els darrers anys les malalties, especialment les parasitaries han adquirit una
importancia creixent al Mediterrani (Alvarez-Pellitero 2004).

L’impacte sanitari i economic de les parasitosis en els peixos cultivats és variable. En
alguns casos, causen alteracions funcionals dels drgans parasitats que poden produir
efectes negatius en els indexs productius i/0 reproductius. En altres casos poden
afectar la resisténcia a altres factors estressants (biotics o abidtics) o el comportament
dels peixos afectats. Finalment, hi ha parasitosis que produeixen grans mortalitats i
poden provocar l'abandonament de determinats cultius. Aquest seria el cas de
I'abandonament del cultiu de la morruda en varies zones geografiques del Mediterrani
provocada per les infeccions recurrents del mixozou Enteromyxum leei (Fioravanti i
col. 2006).

Els esparids han demostrat ser susceptibles a una gran varietat de parasits (Taula 1.2)
entre els quals destaquen, per la seva patogeneicitat, els protozous ectoparasits com
Ichthyobodo necator i Amyloodinium ocellatum, els mixozous i els monogenis
microcotilids (Alvarez-Pellitero 2004).

Taula 1.2. Principals parasitosis que afecten al cultiu d’esparids al Mediterrani. S’han

assenyalat els més patogenics amb un asterisc (*).

Parasit Localitzacio Hoste/s Referéncies

PROTOZOUS ECTOPARASITS

CILIATS
Trichodina Pell i branquies Sparus aurata Alvarez-Pellitero i col. 1995
Cryptocaryon Pell i branquia Sparus aurata Alvarez-Pellitero i col. 1995




Introduccio

Taula 1.2. (continuacid) Principals parasitosis que afecten al cultiu d’esparids al

Mediterrani. S’han assenyalat els més patogeénics amb un asterisc (*).

Parasit

Localitzacio

Hoste/s

Referéncies

PROTOZOUS ECTOPARASITS
DINOFLAGELATS

*Amyloodinium

FLAGELATS
*lchthyobodo

Cryptobia

PROTOZOUS ENDOPARASITS

COCCIDIS

Eimeria

Goussia sparis

Cryptosporidium molnari

MICROSPORIDIS

Glugea

Pleistophora sp.

MIXOZOUS

*Enteromyxum leei

Polysporoplasma sparis

Leptotheca sparidarum

Ceratomyxa diplodae

C. sparusaurati

Kudoa sp

Pell i branquies

Pell i branquia

Branquia

Intesti

Intesti

Estémac

Muscul

Mdscul

Intesti

Ronyo

Ronyo

Vesicula biliar

Vesicula biliar

Ronyo
Muscul

Sparus aurata
Diplodus puntazzo
Pagellus bogaraveo

Sparus aurata
Diplodus puntazzo
Sparus aurata

Sparus aurata
Diplodus puntazzo
Sparus aurata
Dilpodus puntazzo
Sparus aurata
Diplodus puntazzo

Sparus aurata

Sparus aurata

Diplodus puntazzo
Sparus aurata
Pagrus pagrus
Pagrus major
Pagellus bogaraveo
Sparus aurata
Diplodus puntazzo
Sparus aurata
Dentex dentex
Diplodus puntazzo
Dentex dentex
Pagellus bogaraveo
Sparus aurata
Diplodus puntazzo
Sparus aurata
Diplodus sargus

Alvarez-Pellitero i col. 1995
Mladineo 2005
Mladineo 2005

Alvarez-Pellitero i col. 1995
Alvarez-Pellitero 2004

Diamant 1990

Alvarez-Pellitero i col. 1995
Athanassopoulou i col. 1999
Sitja-Bobadilla i col. 1996
Alvarez-Pellitero 2004
Alvarez-Pellitero i Sitja-Bobadilla 2002
Alvarez-Pellitero 2004

Mathieu-Daude i col. 1992

Athanassopoulou 1998

Le Breton i Marques 1995
Diamant 1992

Diamant 1995

Le Breton i Marques 1995
Marino i col. 2004

Palenzuela i col. 1999

Rigos i col. 1999

Sitja-Bobadilla i Alvarez-Pellitero 2001
Sitja-Bobadilla i Alvarez-Pellitero 2001
Merella i col. 2005

Rigos i col. 1999

Mladineo 2005

Sitja-Bobadilla i col. 1995
Rigos i col. 1999

Alvarez-Pellitero i Sitja-Bobadilla 1993
Golomazou i col. 2006a
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Taula 1.2. (continuacid) Principals parasitosis que afecten al cultiu d’esparids al

Mediterrani. S’han assenyalat els més patogeénics amb un asterisc (*).

Parasit Localitzacié Hoste/s Referéncies
MIXOZOUus
Myxobolus sp. Ronyé Diplodus puntazzo Athanassopoulou i col. 2004
Ronyé Diplodus sargus Golomazou i col. 2006a
Henneguya spp. Cor Sparus aurata Caffara i col. 2003
MONOGENEA
*Sparycotyle chrisophrii  Branquia Sparus aurata Fioravanti i col. 2006
Diplodus puntazzo Athanassopoulou i col. 1999
Diplodus sargus Golomazou i col. 2006a
Lamellodiscus Branquia Diplodus puntazzo Athanassopoulou i col. 1999
Furnestinia Branquia Sparus aurata Fioravanti i col. 2006
Diplodus puntazzo Fioravanti i col. 2006
Diplodus sargus Golomazou i col. 2006a
DIGENEA
Sanguinicolidae Sistema Sparus aurata Padros i col. 2001
circulatori Fioravanti i col. 2006
Cardicola aurata Sistema Sparus aurata Holzer i col. 2008
circulatori
COPEPODA
Caligus minimus Pell Diplodus puntazzo Mladineo 2005
ISOPODA
Ceratothoa parallela Cavitat bucal Sparus aurata Papapanagiotou i Trilles 2001
Cavitat
branquial
Ceratothoa oestroides Cavitat bucal Sparus aurata Miadineo 2003

Diplodus annularis ~ Mladineo 2003

Tal i com es pot observar a la taula anterior (Taula 1.2), els mixozous és un dels grups
de parasits més importants que afecten als esparids del Mediterrani. La importancia
d’aquest grup no només és deguda al nombre d’espécies, sind també a I'ampli ventall
d’espécies que poden afectar i a la diversitat d’organs i teixits que poden parasitar. En
ocasions, les infeccions per mixozous es produeixen de manera ocasional o bé no
provoquen cap problema greu en les produccions d’esparids; altres vegades son els
agents causants de brots aguts o de mixosporidiosis croniques que causen abundants
pérdues economiques als productors d’aquestes espécies.
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1.5. Els mixozous

1.5.1. Aspectes generals

Els mixozous s6n un grup de metazous parasits de vertebrats i d’'invertebrats coneguts
per les malalties que produeixen en peixos d’interés comercial. Aquests mixozous (els
que provoquen malalties en peixos d’interés comercial), només representen un petita
fraccid de les de 2.182 especies descrites fins al moment (Lom i Dykova 2006). Aquest
grup de metazous es caracteritza per la formacié d’espores multicel-lulars que estan
formades per 1 a 7 valves, un o0 més elements infectius o esporoplasmes i una o més
capsules polars (Fig.1.5). Les capsules polars sén 'organul més caracteristic d’aquest
grup. Es tracta d’estructures que contenen un filament polar enrotllat en espiral que, en
entrar en contacte amb I'hoste, s’evagina i fixa I'espora, permetent la penetracié de
I'esporoplasma dins seu.

N

Filament polar evaginat

Capsula polar
Valva

Nucli de I'esporoplasma
Esporoplasma

Fig.1.5. Dibuix esquematic d’'una mixospora d’'un mixozou.

1.5.2. Relacions filogenetiques i classificacio

Els mixozous no només han despertat linterés cientific per les malalties que
provoquen, sind que durant molts anys la seva posicié filogenetica ha estat motiu
d’'una gran controversia. Aixi, els mixozous van ser considerats protozous fins que
any 1994 els estudis de Smothers i col. amb la subunitat petita de 'ADN ribosomic
(18S rDNA) van permetre afirmar que els mixozous eren en realitat metazous. La seva
afiliacié als cnidaris o als animals bilaterals també ha estat motiu de debat. D’una
banda, el descobriment de Buddenbrockia plumatellae (un mixozou amb simetria
bilateral) i els estudis amb els gens Hox dels mixozous apuntaven a que els mixozous
eren metazous bilaterals altament modificats (Monteiro i col. 2002). Recentment, un
altre estudi realitzat amb B. plumatellae torna a posar en dubte aquesta hipotesi i sosté

que els mixozous son cnidaris (Jiménez-Guri i col. 2007).
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Fins fa relativament pocs anys, la classificacié dels mixozous es basava principalment
en la morfologia de I'espora, tot i que, ocasionalment, també en I'hoste i el teixit
afectat. Actualment, nombrosos estudis que empren la subunitat 18S rDNA han
demostrat que aquesta classificaci6 basada en la morfologia de I'espora no és
consistent amb les relacions filogenétiques del grup, ja que poden produir-se
fenomens de convergencia evolutiva que provoquin similituds entre espécies (Fiala
2006). La darrera classificacié del grup divideix els mixozous en 2 classes que es

diferencien pel tipus d’hoste definitiu (Taula 1.3).

Taula 1.3. Classificacié dels mixosporidis (Canning i Okamura 2004).

Phylum Myxozoa (Grassé 1970)

Classe Myxosporea (Butschli 1881)
Ordre Bivalvulida (Schulman 1959)
Subordre Sphaeromyxina (Lom i Noble 1984)
Subordre Variisporina (Lom i Noble 1984)
Subordre Platysporina (Kudo 1919)
Ordre Multivalvulida (Schulman 1959)

Classe Malacosporea (Canning, Curry, Feist, Longshaw i Okamura 2000)
Ordre Malacovalvulida (Canning, Curry, Feist, Longshaw i Okamura 2000)

Familia Saccosporidae (Canning, Okamura i Curry 1996)

1.5.3. Aspectes morfologics. Cicle de vida i desenvolupament

1.5.3.1. Classe Malacosporea

Dins la classe Malacosporea trobem dues especies parasites de briozous d’aigua
dolca: Buddenbrockia plumatellae i Tetracapsuloides bryosalmonae. Les fases
vegetatives o trofiques d’aquestes especies es desenvolupen en la cavitat del cos del
seu hoste i presenten una gran complexitat estructural. B. plumatellae presenta un cos
vermiforme format per una capa externa cel-lular, una capa intermitja de musculatura
longitudinal i una capa interna cellular a partir de la qual es diferencien les espores 0
malacospores. Les formes vegetatives de T. bryosalmonae tenen forma de sac i estan
formades per dues capes, la més interna conté les cél-lules que formaran les
malacospores. En ambdues especies les cél-lules precursores de les espores pateixen
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una meiosi i donen lloc a grups de 10 cel-lules que es diferencien en 4 valves que
envolten 4 cél-lules capsulogéniques i dos esporoplasmes. Tot i que el coneixement
del cicle de vida d’aquest grup és encara for¢ca desconegut, T. bryosalmonae s’ha
trobat també parasitant el lluci (Esox lucius) i varies espécies de salmonids. En els
seus hostes vertebrats T. bryosalmonae provoca una malaltia coneguda com a PKD (o
malaltia proliferativa del ronyd) que consisteix en una reaccié inflamatoria greu

provocada per la presencia dels trofozoits del parasit al ronyé.

1.5.3.2. Classe Myxosporea

Dins la classe Myxosporea trobem la gran majoria de mixozous descrits fins al
moment. Es tracta de parasits amb dues fases de vida, la primera delles o fase
mixospora és una fase proliferativa que acaba amb la formacidé de mixospores en un
hoste vertebrat (o intermediari). Tipicament, aquest hoste intermediari és un peix, tot i
que a vegades s’han trobat en amfibis, réptils, aus i mamifers (Jacobson 2007,
Prunescu i col. 2007, Bartholomew i col. 2008). La segona fase o fase actinospora és
la fase en qué es produeixen processos sexuals i acaba amb la formacio
d’actinospores en un hoste invertebrat (o definitiu), generalment un anél-lid i rarament
un sipunculid (lkeda 1912). Aquest cicle de vida en dues fases va ser descrit per
primera vegada per Wolf i Markiw (1984) en I'especie Myxobolus cerebralis, 'agent
causant del “whirling disease” als salmonids. Els seus estudis van demostrar que les
mixospores de M. cerebralis no eren infectives pels salmonids, sin6 que només ho
eren per un anéllid oligoquet (Tubifex tubifex) en el tub digestiu del qual es
desenvolupaven les actinospores que, un cop alliberades al medi, eren infectives pels
salmonids. S’han descrit cicles de vida similars en més de 25 espécies de mixosporidis
d’aigua dolgca (Kent i col. 2001) i, més recentment, en tres mixosporidis marins (Kaie
2004, Kaie i col. 2007, Kgie i col. 2008). A més d’aquest cicle de vida en que hi
participen dos hostes, s’ha demostrat que les espécies del génere Enteromyxum soén
capaces de transmetre’s horitzontalment d’'un peix a un altre sense necessitat de
desenvolupar-se en un hoste invertebrat (Diamant 1997).

Les formes vegetatives o trofiques dels mixosporidis dins del seu hoste intermediari
presenten una estructura tipica de cél-lula dins de cél-lula que consisteix en la formacié
endogena de cel-lules (cel-lules secundaries) que persisteixen dins de les cél-lules
mare (cel-lules primaries). Aquesta estructura pot produir-se fins a nivell quaternari
generant cél-lules terciaries (a l'interior de cél-lules secundaries) i cel-lules quaternaries
(a linterior de cél-lules terciaries). Aquests estadis vegetatius son celozoics quan es
troben flotant o fixats al lumen d’drgans (com la vesicula biliar) i conductes (com els
tubuls renals) o histozoics quan es troben intratissularment. Aquestes formes
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vegetatives es poden trobar o no en el mateix teixit on es produeix I'esporogenesi. En
el moment de I'esporogénesi, els trofozoits de les especies polisporiques (que formen
varies espores) formen plasmodis i el de les espécies monosporiques o disporiques
(que formen una o dos espores) formen pseudoplasmodis.

Els plasmodis estan constituits per diversos nuclis vegetatius i varies cel-lules
secundaries. La unié de dues d’aquestes cél-lules secundaries forma una estructura
anomenada pansporoblast en qué una de les cel-lules (pericit) envolta I'altra (cél-lula
esporogenica). A través de successives divisions, la cél-lula esporogenica dona lloc a
un esporoblast format per les cél-lules valvogéniques, les cél-lules capsulogéniques i
els esporoplasmes que posteriorment donaran lloc a I'espora (Fig.1.6).

Fig.1.6. Dibuix esquematic de la seqiiencia de desenvolupament d’'un plasmodi. a.

Plasmodi amb varies cél-lules secundaries i nuclis vegetatius. b. Plasmodi amb varis
nuclis vegetatius, un pansporoblast en formacié (punta de fletxa) i un pansporoblast

format (fletxa). ¢. Plasmodi amb varis nuclis vegetatius i espores madures.

Els pseudoplasmodis sén més petits i estan constituits per un nucli vegetatiu i varies
cel-lules secundaries. En aquest cas no es forma pansporoblast i I'esporoblast es
forma per reunié o per divisid6 endogena de cél-lules secundaries (en aquest cas, les
cel-lules secundaries també poden anomenar-se esporogeniques) (Fig.1.7).
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Fig.1.7. Dibuix esquematic de la seqiiéncia de desenvolupament d’un pseudoplasmodi.
a. Pseudoplasmodi amb un nucli i varies cel-lules secundaries. b. Pseudoplasmodi amb
un nucli i dos esporoblasts formats per la reunié de cél-lules esporogeniques. c.
Pseudoplasmodi format per un nucli i dos esporoblasts formats per la divisi6 endogena
de dues cel-lules esporogéniques. d. Pseudoplasmodi format per un nucli i dues espores.

Al final del procés, cada pansporoblast i pseudoplasmodi haura format una o dues
mixospores que son alliberades al medi després de la mort de 'hoste intermediari o a
través dels seus fluids corporals.

Quan aquestes mixospores sén ingerides per I'’hoste definitiu, 'esporoplasma entra en
una fase esquizogonica que consisteix en una série de divisions nuclears i cel-lulars
que acaba amb la formacié d’estadis binucleats. Durant la gametogonia, aquests
estadis es divideixen per formar un pansporocist jove format per 8 cél-lules somatiques
que envolten 8 parells de cél-lules generatives a i B o gametocits diploids. Aquests
Ultims pateixen una divisi6 meiodtica que formara 8 parells de gametocits haploids i 16
cossos polars. Els gametocits a s’uneixen amb els B per formar 8 zigots. Aquests
zigots experimentaran una serie de divisions i diferenciacions (esporogénesi) que
acabara amb la formacié de 8 actinospores que es caracteritzen per presentar tres
capsules polars, tres valves amb projeccions caudals i un esporoplasma amb molts
nuclis i molts estadis infectius (Kent i col. 2001).

1.6. El génere Enteromyxum i les enteromixosis en peixos cultivats

Les especies del genere Enteromyxum (Palenzuela, Redondo i Alvarez-Pellitero 2002)
formen un grup monofilétic de mixozous marins entérics (Palenzuela i col. 2002,
Yanagida i col. 2004). Les especies d’aquest genere es caracteritzen per presentar

espores en forma de mitja lluna i dues capsules polars grans que es van estrenyent
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cap a I'extrem distal i s’obren al final de I'espora. Les espores es desenvolupen en
pseudoplasmodis disporics i posseeixen un esporoplasma binucleat (Palenzuela i col.
2002).

Aquest génere inclou 3 especies: E. fugu, E. leeii E. scophthalmi, totes elles parasites
de l'epiteli del tracte digestiu de peixos marins. En totes les espécies del génere s’ha
demostrat experimentalment la capacitat de transmissié horitzontal d’un peix a un altre
sense necessitat de completar el seu cicle en un hoste invertebrat o definitiu (Diamant
1997, Redondo i col. 2002, Yasuda i col. 2002).

Enteromyxum fugu és I'inica de les tres espécies celozoica i no ocasiona canvis
patologics importants al seu hoste, el peix globus Takifugu rubripes (Tun i col. 2002).
Tot i aixd, sol trobar-se en infeccions mixtes amb E. leei en una malaltia anomenada
“emanciation disease” que afecta al peix globus cultivat al Japd. Aquesta malaltia
provoca l'anorexia, I'aprimament extrem (emanciacid) i a la llarga, la mort dels peixos
afectats (Tun i col. 2000).

A diferencia d’E. fugu, E. scophthalmi al turbot P. maxima (Branson i col. 1999) i E. leei
als esparids sén considerades les espécies de mixozous més patogeniques (Midtlying i
col. 2006) d’aquest genére. Es tracta de dues espécies histozoiques que, normalment,
causen una enteritis aguda, caquéxia i mort dels peixos susceptibles.

1.6.1 Enteromyxum leei: agent causant de I’enteromixosi en l'orada i altres
esparids d’interés comercial

Com la resta d’espécies del génere Enteromyxum, les espores d’E. leei presenten
forma de mitja lluna amb les capsules polars piriformes i grans (Fig.1.8). Aquestes
capsules es troben formant un angle aproximat de 90° i descarreguen el flament polar
a un sol costat de I'espora en relacié a un pla longitudinal que la divideix en una part
superior i una altra inferior. A l'interior de les capsules polars hi ha unes 7 voltes (entre
6 i 8) del filament polar. Presenten un esporoplasma binucleat en forma de rellotge de
sorra i un gran vacuol al seu interior (Diamant i col. 1994).
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Aquest parasit va trobar-se per primer cop associat a mortalitats en tancs de cultiu
d’orada al sud de Xipre (Diamant 1995). Posteriorment, s’ha anat trobant associat a
morbiditats i mortalitats d’orada i altres esparids com la morruda o el besuc a Grecia
(Le Breton i Marques 1995, Athanassopoulou i col. 1999, Rigos i col. 1999), Franca
(Sakiti i col. 1996), Italia (Pattono i col. 1997, Marino i col. 2004), Espanya (Alvarez-
Pellitero i Sitja-Bobadilla 1993) i Turquia. Actualment, els principals paisos afectats sén
Israel, Grecia, Francga, Italia i Espanya (Midtlyng i col. 2006). La baixa especificitat que
caracteritza aquesta especie fa que, fins al moment, s’hagi descrit en més de 45
especies del Mediterrani, el Mar Roig i el Pacific (Diamant 1998, Paperna 1998,
Padrés i col. 2001, Renaud i col. 2004, Yanagida i col. 2004, Yasuda i col. 2005,
Diamant i col. 2006). Dins d’aquest ampli ventall d’hostes, n’hi ha que presenten una
major susceptibilitat com els blénids i els labrids (Padrés i col. 2001), i fins i tot, dins de
la mateixa espécie, hi ha estocs més susceptibles a la malaltia que altres (Sitja-
Bobadilla i col. 2007).

Els peixos afectats per aquest parasit, presenten un aprimament extrem i 'abdomen
inflat. En ser necropsiats, lintesti apareix amb les parets engruixides, inflat i
ocasionalment, hemorragic. Aquesta simptomatologia és deguda a una enteritis
cronica produida per la preséncia d’'un gran nombre de parasits entre les cél-lules de la
mucosa intestinal. Els estadis de desenvolupament del parasit alteren I'arquitectura de
la mucosa i, fins i tot, poden produir la descamacié de les cél-lules epitelials. Tot i que
a vegades no es produeix cap reaccié per part de I'hoste (Diamant 1992, Diamant
1998), la submucosa pot aparéixer inflamada, congestionada i hemorragica (Padros i
col. 2001). A més de lintesti i en parasitacions massives, el parasit s’ha observat a la
bufeta urinaria (Diamant i col. 1994) i a la vesicula biliar (Cuadrado i col. 2008). El
diagnostic de la malaltia es pot realitzar mitjangant I'observacioé d’estadis del parasit en
mostres en fresc d’intesti i de vesicula biliar, mitjangant un estudi histopatologic o bé
mitjancant métodes de diagnostic molecular que permeten la detecci6é del parasit en
mostres no letals (Palenzuela i col. 2004).
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Objectius

Enteromyxum leei és un dels patdgens més importants per I'aquicultura al Mediterrani
tant a nivell sanitari com economic. Aix0 és degut, en primer lloc, a la susceptibilitat
que presenten algunes especies d’interés per I'aquicultura al Mediterrani i al Mar Roig
(com els esparids, els mugilids i els esciaénids). En segon lloc, el seu control és dificil
degut a la seva capacitat de transmissié horitzontal, degut a la susceptibilitat per part
de families forga comunes en els sistemes sublitorals mediterranis (Padros i col. 2001)
qgue podrien actuar com a reservori de la malaltia, i degut al desconeixement del seu
cicle de vida i a la falta d’estudis sobre el seu tractament i prevencié (Yokoyama i
Shirakashi 2007).

En aquest context es va plantejar el projecte europeu d’investigaci6 MyxFishControl:
Diagnosis, epidemiology and control of an enteric myxosporosis of commercial
Mediterranean fish (QLRT-2001-00722) coordinat pel grup de patologia de peixos de
I'Instituto de Acuicultura de Torre de la Sal (IATS, CSIC) i en el qual participaven
diversos grups d’investigacié a Espanya, Grécia, Franga i Israel i entre els quals s’hi
trobava el grup de patologia de peixos de la Universitat Autonoma de Barcelona
(UAB). L’objectiu d’aquest projecte era avaluar la situacié de la malaltia en els cultius
d’esparids al Mediterrani per tal de desenvolupar mesures de prevencio i control. Els
objectius especifics d’aquest projecte europeu eren, entre altres:

= La validacié d'un test de PCR pel diagnostic especific del parasit, incloent
tecniques d’obtencié de mostres no letals pel peix.

= L’aplicacié d’aquest test de PCR en estudis epidemiologics en els que s’incloien
diversos sistemes de cultiu d’esparids en diferents paisos del Mediterrani.

= L’0s d’aquesta tecnica de PCR per avaluar el paper dels peixos salvatges i els
invertebrats com a reservoris de la malaltia.

= L’estudi dels mecanismes involucrats en la transmissié, patogénia i
desenvolupament del parasit en el transcurs d’infeccions experimentals.

= L’estudi dels aspectes més importants de la resposta immunitaria innata i
adaptativa i I's d’aquesta informacié en el desenvolupament de mesures

d'immunoprofilaxi.
La present tesi doctoral s’emmarca dins d’'un dels objectius del projecte europeu

MyxFishControl, en concret, en I'estudi de la transmissié, patogénia i desenvolupament
d’E. leei dins del seu hoste.
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Objectius

Els objectius de la present tesi doctoral sén els segiients:

= Estudi descriptiu al microscopi optic i electronic de transmissio de les diferents
etapes del desenvolupament d’E. leei en I'orada (Sparus aurata) i la morruda
(Diplodus puntazzo).

= Establiment d’'un model de cicle de vida del parasit en el peix basat en
observacions del creixement i maduracié dels seus estadis de
desenvolupament.

= Estudi de l'establiment i progressié de la infeccié6 per E. leei en diferents
situacions experimentals que inclouen diferents metodes d’infeccié de I'hoste i
diferents espécies i edats d’hoste.

= Estudi de les principals lesions produides per E. leei i de la resposta
inflamatoria de I'hoste.

= Estudi de les rutes d'invasio i dels processos de dispersié del parasit dins de
I'hoste.
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Materials i metodes

3.1. Material biologic
El material biologic amb el que s’ha realitzat la present tesi doctoral prové tant

d’infeccions experimentals com de brots de la malaltia en medi natural.

3.1.1. Infeccions experimentals

Les infeccions experimentals que es descriuen a continuacié es van realitzar a les
instal-lacions i per personal de I'Instituto de Acuicultura Torre de la Sal (IATS, CSIC) i
del National Centre for Mariculture (NCM) en el marc del projecte europeu
MyxFishControl (QLRT-2001-00722).

Les condicions experimentals de les infeccions realitzades a I'lATS van ser:

Infeccio per cohabitacié en orades (Sparus aurata) adultes (C1). Aquesta
infecci6 es va dur a terme durant el periode de gener a marg¢ de I'any 2003. El protocol
per a la realitzacié6 d’aquesta infecci6 fou dissenyat seguint el model de transmissio
directe per cohabitacié proposat per Diamant (1997). En un tanc amb peixos infectats
per Enteromyxum leei (peixos donants) s’hi submergeix una gabia amb peixos sans
(peixos receptors). Aquest sistema permet la cohabitacid entre els dos estocs sense
que s’hi puguin produir fendomens de depredacio entre ells. En aquest cas, 98 orades
receptores (orades R) (d'uns 125 g aproximadament) van cohabitar amb orades
donants en una proporcié receptor:donant de 3:1. Aquestes orades es van mantenir en
un tanc de 500 L amb un flux continu d’aigua de mar natural filtrada amb filtres de
sorra i escalfada a 19-20°C. Paral-lelament, es va mantenir un tanc amb 30 orades
control (orades C).

Durant I'experiment es van realitzar 4 mostrejos en que es van sacrificar, mitjangant
una sobredosi d’anestesic (MS222), grups de 24 o 25 orades els dies 21, 42, 56 i 72
de cohabitacio.

Infeccid per ingestié en orades adultes (O1). Aquesta infecci6 es va dur a
terme durant el mes d’abril de I'any 2003. EIl protocol per a la realitzacié d’aquesta
infecci6é fou dissenyat seguint el model d’infeccidé oral proposat per Diamant (1997).
Segons aquest model, els peixos receptors son alimentats durant un periode inicial de
temps amb porcions d’intesti o del seu contingut que provenen de peixos infectats per
E. leei (peixos donants). Passat aquest periode, els peixos receptors se’ls alimenta
amb pinso comercial. En aquest cas, es van sacrificar 10 orades donants de les que
es van obtenir raspats de la mucosa intestinal. Aquests raspats es van homogeneitzar
i es van administrar per intubacié mitjangant una canula intraesofagica a 29 orades
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receptores (orades R) (d’aproximadament 125 g) durant 2 dies consecutius.
Posteriorment, aquestes orades es van introduir en un tanc de 500 L amb un flux
continu d’aigua de mar natural filtrada amb filtres de sorra i escalfada a 19-20°C.
Durant la resta de I'experiment les orades receptores van ser alimentades amb pinso
comercial. Paral-lelament, es va mantenir un tanc amb 8 orades control (orades C).
Durant I'experiment es van realitzar dos mostrejos en que es van sacrificar, mitjangant
una sobredosi d’anestésic (MS222), 14 i 15 orades els dies 16 i 29 després de la
ingestio (d.i) del parasit, respectivament.

Tant en la infeccié C1 com en la O1, les orades donants provenien d’una granja de
cultiu espanyola que presentava infeccions naturals per E. leei.

El disseny experimental de les infeccions C1 i O1 va ser elaborat amb l'objectiu de
validar un assaig de PCR que permetés el diagnostic especific d’E. leei. Per
aconseguir aquest objectiu es van avaluar els resultats obtinguts amb aquesta nova
técnica als obtinguts amb el diagnostic histopatologic tradicional (Gold Standard). Com
gue els objectius de la present tesi doctoral eren diferents als objectius amb els que es
van dissenyar aquestes infeccions experimentals, només es van estudiar el material

biologic destinat al diagnostic histopatologic.

Infeccié per cohabitaci6 en morrudes (Diplodus puntazzo) (C2) i orades
juvenils (C3). Aquestes infeccions es va realitzar durant el periode de maig a juliol de
I'any 2005. El protocol per a la realitzacié d’aquestes infeccions fou dissenyat seguint
el model de transmissi6 directe per cohabitacié proposat per Diamant (1997).
L’experiment es va realitzar en un unic tanc de 500 L amb un flux continu d’aigua de
mar natural filtrada amb filtres de sorra i escalfada a 19-20°C. Al tanc es van introduir
21 orades donants (500-1000 g), 15 de les quals havien donat positiu per E. leei
(mitjangant una PCR no letal (Palenzuela i col. 2004)) dos mesos abans de comencar
I'experiéncia. Els peixos receptors van ser 84 juvenils de morruda (morrudes R) i 104
juvenils dorada (orades R) duns 5 g (proporcié receptor.donant, 4:1 i 5:1,
respectivament) que van ser col-locats en gabies independents i es van submergir al
tanc d’experimentacié.

Paral-lelament, es va mantenir un tanc control de 200 L en les mateixes condicions
que el tanc de cohabitacié (flux continu d’aigua de mar natural filtrada amb filtres de
sorra i escalfada a 19-20°C) amb 14 morrudes (morrudes C) i 18 orades (orades C).

Durant I'experiment es van realitzar 9 mostrejos en que es van sacrificar, mitjangant

una sobredosi d’anestésic (MS222), grups de 4 a 6 individus. En el cas de la morruda
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(infeccié C2), la presa de dades biomeétriques i I'obtencié de mostres es va realitzar els
dies 2, 4, 7, 10 14, 24, 26, 31, 38 i 45 de cohabitaci6 i, en el cas de I'orada (infecci6
C3), els dies 2, 4, 7, 14, 31, 45, 60, 77 i 89 de cohabitacié. Pel qué fa als controls, per
a la morruda es van mostrejar grups de 6 individus els dies 0, 14 i 38 de cohabitaci6 i 2
individus el dia 26 de cohabitacio i per a 'orada es van mostrejar grups de 6 individus
els dies 0, 45 i 89 de cohabitacio.

Infeccio per cohabitacié i efluent d’orades adultes (C4). Aquesta infeccié
es va dur a terme durant el periode d’agost de I'any 2003 a marg de I'any 2004. Les
mostres que es van obtenir d’aquesta infeccié provenien d’un lot heterogeni d’orades
que havia estat infectat per cohabitaci6 i efluent. El protocol per a la realitzaci6
d’aquests tipus d’infeccions fou dissenyat seguint el model de transmissié directe per
cohabitacio i efluent proposat per Diamant (1997). La infeccié per efluent es produeix
guan un tanc de peixos sans (0 receptors) rep una canonada des d’un tanc amb peixos
infectats (0o donadors) de manera que els peixos receptors es veuen exposats
continuament a I'aigua contaminada dels peixos donadors. En aquest cas, les orades
(177-522 g) es van mantenir en tancs de 200 i 500 L a una temperatura de 18-26°C.
Es va realitzar un unic mostreig de 10 individus que ja havien donat positiu per E. leei
mitjangant PCR no letal (Palenzuela i col. 2004).

Les condicions experimentals de les infeccions realitzades al NCM van ser:

Infeccid per cohabitacié en orades adultes (C5). Aquesta infeccié es va dur
a terme durant el periode de maig a juny de I'any 2003. El protocol per a la realitzacié
d’aquesta infeccié fou dissenyat seguint el model de transmissi6 directe per
cohabitacié proposat per Diamant (1997). En aquest cas, 40 orades receptores (d’uns
10-20 g aproximadament) van cohabitar amb 6 orades donants (150-300 g) i 3
llobarros (de 50 g aproximadament). Aquestes orades es van mantenir en un tanc de
100 L amb un flux continu d’aigua de mar natural filtrada amb filtres de sorra a 21-
24°C. Paral-lelament, es va mantenir un tanc amb un grup de 10 orades control que
provenien del mateix estoc que les orades receptores.
Durant I'experiment es van realitzar 5 mostrejos en que es van sacrificar mitjangant
una sobredosi d’anestésic (oli de clau) grups de 5 orades receptores i 2 del grup
control els dies 4, 8, 12, 20 i 28 de cohabitacio.

Infeccio per ingestié en orades adultes (02). Aquesta infeccié es va dur a
terme durant el periode de desembre a febrer de I'any 2003 i 2004. El protocol per a la

-27-



Materials i metodes

realitzacié d’aquesta infeccidé fou dissenyat seguint el model d’infeccié oral proposat
per Diamant (1997). En aquest cas, un homogeneitzat de raspat de la mucosa
intestinal provinent d’orades infectades (250-450 g) va ser administrat per intubacioé
mitjancant una canula intraesofagica a 105 orades (5-11 g) durant la primera setmana
d’infeccié. Després, les orades van ser alimentades amb pinso comercial. Aquestes
orades es van mantenir en un tanc de 100 L amb un flux continu d’aigua de mar
natural filtrada amb filtres de sorra a 21-24 °C. Paral-lelament, es va mantenir un tanc
amb un grup de 20 orades control que provenien del mateix estoc que les orades
receptores.

Durant I'experiment es van realitzar 10 mostrejos en que es van sacrificar mitjancant
una sobredosi d’anestésic (oli de clau) grups de 5 (només el dia 4 d.i) o 8 (resta de
dies) orades, els dies 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 35, 42, 53 d.i.

3.1.2. Infeccié en medi natural de morrudes (N1)

Durant el mes d’octubre de I'any 2005 es va detectar un brot d’enteromixosi en gabies
de morruda situades davant de les costes de Gandia (Valéncia) (38°53'N-39°05'N,
0°15’'W-0°01°'W). Aquestes morrudes provenien d’'un lot de juvenils que havien estat
importandes d’'un viver d’ltalia lliure del parasit. Un grup de 43 morrudes provinents de
les gabies de Gandia (pes mitja 31,02 g; longitud mitjana 10,32 cm) van ser
transportades fins a la Planta d’Aquaris de lInstitut Cavanilles de Biodiversitat i
Biologia Evolutiva (ICBIiBE) a Valencia. Les morrudes es van mantenir en aquestes
instal-lacions fins que van ser sacrificades mitjancant una sobredosi d’anestésic
(Eugenol) per després prendre’n les dades biomeétriques i les mostres necessaries pel
seu posterior estudi.

3.2. Tecniques post mortem
3.2.1. Tecniques histologiques

3.2.1.1. Microscopi optic

Es van processar pel seu estudi al microscopi optic (MO) tots els individus sacrificats
en les infeccions descrites a I'apartat 3.1.1 (p. 25). Els protocols de deshidratacio,
inclusié en parafina i tinci6 amb Hematoxilina i Eosina (HIiE), Giemsa i d’Acid Periodic-
reactiu de Schiff (PAS) sén els mateixos en totes les mostres i es descriuen a
I'’Apéndix (p. 137-139). La composicié i preparacié dels diferents fixadors i colorants
també es descriu a I'’Apendix (p. 137-139). La metodologia emprada en I'obtencié i
fixacié de les mostres de cada infecci6 es descriu a continuacio.
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Infeccions C1 i O1. Durant la necropsia de les orades es van obtenir mostres
del tracte digestiu i de la vesicula biliar. Aquestes mostres van ser fixades en formol
tamponat al 10% durant 48 hores. Després de la fixacid, es van obtenir varies porcions
d’'uns 5 mm de gruix del tracte digestiu i de la vesicula biliar que van ser processades
fins a la seva inclusié en parafina. Al final del procés, es van obtenir 2 blocs de
parafina. Un dels blocs contenia seccions de la vesicula biliar, I'estomac, els cecs
pilorics i de 3 a 6 porcions de la meitat anterior de lintesti. L’altre contenia unes 4
porcions d’intesti posterior i una porci6 de la interfase entre l'intesti posterior i el recte.
Posteriorment, es van fer seccions de 4 ym de cadascun dels blocs que es van tenyir
amb HiE i Giemsa.

Infeccions C2 i C3. En aquest cas, es van processar totes les morrudes de la
infeccié C2 exceptuant les sacrificades el dia 26 de cohabitaci6 i totes les orades de la
infeccié C3. El paquet visceral d’aquests individus es va fixar en formol tamponat al
10% durant 48 hores. La reduida mida del paquet visceral va permetre processar-lo tot
junt i fer-ne un Unic bloc de parafina. La resta del cos, incloent el ronyo, el cor i les
branquies es va fixar en liquid de Davidson. Després de 48 hores en liquid de
Davidson, les mostres es van submergir en aigua destil-lada durant aproximadament
una hora i mitja i finalment, es van transferir en alcohol al 70%. Posteriorment, el cor,
el rony6 i les branquies es van processar també fins a la seva inclusié en parafina. Un
cop en parafina, les mostres es van tallar a 4 ym i després es van tenyir amb HiE i
PAS. En el cas de les mostres de paquet visceral es van obtenir diversos talls a
diferents profunditats (10 o 12 talls per bloc separats uns 40 um).

Infeccions C5 i O2. Durant la necropsia de les orades es van obtenir mostres
del rony6 anterior, la melsa, el tracte digestiu i la vesicula biliar. AqQuestes mostres van
ser fixades en formol tamponat al 10%. Després de la fixacio, es van obtenir varies
porcions del tracte digestiu: cecs pilorics, intesti anterior, posterior i recte que es van
processar per separat fins a la seva inclusié en parafina. Igualment, es van processar
una o més seccions de la vesicula biliar, el ronyd anterior i la melsa. Posteriorment, es
van fer seccions de 4 um de cadascuna de les mostres que es van tenyir amb HiE i
Giemsa.

Infeccié N1. La necropsia de les morrudes va permetre obtenir mostres del
tracte intestinal, fetge, melsa i branquia que van ser fixades en formol tamponat al
10%. El tracte digestiu va ser subdividit en 4 parts: la primera part incloia I'estomac, els
cecs pilorics i 2 0 3 seccions de lintesti anterior; la segona unes 3 o 4 seccions
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d’intesti mig, la tercera unes 3 0 4 seccions de l'intesti posterior i la quarta una seccié
del recte. Totes les seccions tenien un gruix aproximat de 5 mm. Posteriorment, les
mostres van ser processades fins a la seva inclusié en parafina (les mostres de
branquia van ser sotmeses a un procés de descalcificacié previ en acid formic al 8%).
De cada mostra se’n va obtenir talls de 4 um que van ser tenyits amb HiE.

En tots els casos, les mostres en parafina es van tallar amb un microtom (Microm
HM330).

3.2.1.2. Microscopi electronic de rastreig

Les mostres bioldgiques processades per a la seva observacié al microscopi electronic
(ME) de rastreig provenen de la infeccié C5. Durant la necropsia de les orades es van
obtenir mostres del tracte digestiu que va ser fixades en formol tamponat al 10%.
Després del seu estudi al MO, el tracte digestiu d’alguns individus va ser seleccionat
pel seu estudi al ME de rastreig. Les mostres de tracte digestiu dels individus escollits
van ser processades fins a obtenir-ne varies porcions d'uns 7-8 mm? de superficie.

Aquestes porcions es van processar seguint el protocol descrit a I’Apéndix (p. 140).

3.2.1.3. Microscopi electronic de transmissio

Les mostres biologiques processades pel seu estudi al ME de transmissié provenen de
les infeccions C2, C4, C5 i O2. Tot i que es van fixar mostres de tots els individus,
només es van acabar de processar aquelles que provenien d’individus en quée s’havia

observat Enteromyxum leei.

Infecciéo C2. Durant la necropsia de les morrudes sacrificades el dia 26 de
cohabitacié es van obtenir petites porcions (d’aproximadament 1 mm?® del tracte
digestiu (estémac, intesti anterior i intesti posterior), la vesicula biliar, el fetge, les
branquies, el cor, la melsa i el rony6 anterior. Aquestes mostres van ser fixades en
glutaraldehid tamponat al 2,5% en tamp6 cacodilat sodic (0,1M, pH=7,4) i es van
processar fins a la seva inclusié en resina EPON (Apéndix, p. 141-142). Després del
seu processament, es van obtenir talls semifins d’aproximadament 1 pm que es van
tenyir amb blau de toluidina a I'1% (Apéndix, p. 143). Posteriorment i quan es va
considerar convenient, es van realitzar talls ultrafins (600-900 nm de gruix) que es van
recollir en reixetes de coure. Els talls ultrafins van ser tenyits, primer, amb acetat

d’uranil a I'1% en aigua destil-lada i després, amb citrat de plom (Apendix, p. 143).
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Infeccid C4. Durant la necropsia de les orades es van obtenir petites porcions
(1 mm?®) de rony6 anterior, melsa i intesti (anterior, mig i posterior) que es van fixar en
glutaraldehid tamponat al 2,5% en tamp6 cacodilat sodic (0,1M, pH=7,4). Un cop
fixades, aquestes mostres es van processar fins a la seva inclusié en resina EPON.
De cada mostra es van obtenir talls semifins d’aproximadament 1 um que es van tenyir
amb blau de toluidina I'1%. Quan es va considerar convenient, es van realitzar talls
ultrafins (600-900 nm de gruix) que es van recollir en reixetes de coure. Els talls
ultrafins es van tenyir, primer amb acetat d’uranil a I'1% en aigua destil-lada i, després
amb citrat de plom.

Infeccido C5 i 02. Durant la necropsia de les orades es van obtenir petites
porcions (d’aproximadament 1 mm?®) de ronyé anterior, melsa, tracte digestiu (cecs
pilorics, intesti anterior, intesti posterior i recte) i vesicula biliar. Aquestes mostres es
van fixar en glutaraldehid tamponat al 3% en tampé cacodilat sodic (0,1M, pH=7,4).
Nomeés es van processar fins a la seva inclusi6 en resina EPON les mostres de tracte
digestiu. En aquest cas, es va realitzar una tincié “en bloc” amb acetat d’'uranil a '1%
en alcohol de 70° Després del seu processament, es van obtenir talls semifins
d’aproximadament 1 um que es van tenyir amb blau de toluidina a I'1% . Posteriorment
i quan es va considerar convenient, es van realitzar talls ultrafins (600-900 nm de
gruix) que es van recollir en reixetes de coure. Posteriorment, els talls ultrafins es van

tenyir amb citrat de plom.

En tots els casos, les mostres en resina es van tallar amb un ultramicrotom (LKB 2188)
mitjancant una ganiveta de diamant (Diatome).
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4. DESCRIPCIO DELS ESTADIS DE DESENVOLUPAMENT
D’Enteromyxum leei A L’'ORADA (Sparus aurata) | A LA
MORRUDA (Diplodus puntazzo)






Descripcid dels estadis de desenvolupament i cicle de vida d’E. leei

4.1. INTRODUCCIO

Abans de I'ls generalitzat de les técniques de biologia molecular en I'estudi dels
mixozous, tota la informaci6é de la que es disposava d’aquest grup de metazous es
basava en observacions realitzades amb el microscopi optic (MO) i electronic (ME).
Aixi, aspectes com la identificacié a nivell especific o la classificacié d’aquests parasits
es basaven en l'estudi de I'estructura i la morfologia de les seves espores. En els
darrers anys, pero, les técniques de biologia molecular han adquirit una importancia
creixent ja que han esdevingut un gran complement a I'estudi morfologic tradicional,
sobretot a nivell diagnostic i taxonomic (Fiala 2006, Holzer i col. 2006, Funk i col. 2007,
True i col. 2009, entre altres).

Les técniques de biologia molecular han demostrat tenir aplicacions molt importants en
la identificacio i filogenia d’aquests parasits, tot i aixd, encara no sén suficients per
aclarir alguns aspectes estructurals i funcionals dels mixozous pels quals si que son
necessaries les técniques de descripcié morfologiques (MO i ME). En aquest sentit,
destaquen els treballs d’El-Matbouli i col. (1995) i El-Matbouli i Hoffmann (1998), en
qué es descriuen tots els estadis de desenvolupament de Myxobolus cerebralis, els
treballs de Marques (1986), en qué es descriu la sexualitat de la forma d’actinosporidi
de Neoactinomyxon eiseniellae i els treballs sobre el desenvolupament de les
estructures vermiformes i en sac en Buddenbrockia plumatellae i Tetracapsuloides
bryosalmonae (Canning i col. 2007, Morris i Adams 2007a, 2007b).

Tanmateix, els treballs en que es descriuen el creixement, la maduracié o la relacié
amb I'hoste d’altres formes de desenvolupament diferents a I'espora s6n escassos
(Matos i col. 2005, Tadjari i col. 2005, Casal i col. 2007, Abdel-Ghaffar i col. 2008a,
Abdel-Ghaffar i col. 2008b, Cuadrado i col. 2008, Redondo i col. 2008, entre altres).
Actualment, la informacié morfologica i estructural del genere Enteromyxum es limita a
I'estudi descriptiu al MO i ME de transmissié (MET) dels estadis de desenvolupament
d’E. scophthalmi al turbot (Psetta maxima) (Redondo 2005), a un estudi al MO d’E. leei
a Takifugu rubripes (Tun i col. 2000) i a una descripci6 detallada de les espores
d’E. leei (Diamant i col. 1994). Com que aquesta informacio resulta insuficient, sobretot
pel qué fa a E. leei, en el present treball es pretén realitzar una descripcié, mitjangant
el MO i MET, dels principals estadis de desenvolupament d’Enteromyxum leei
observats en orades (Sparus aurata) i en morrudes (Diplodus puntazzo). A més
d’emprar les técniques tradicionals d’estudi al MO i MET, s’han utilitzat técniques
citoquimiques complementaries com la deteccié d’hidrats de carboni mitjancant la
tincié de PAS i de Thiéry (Thiéry 1967) i la deteccid de lipids mitjangant la tincié d’'OTO
(Seligman i col. 1966). A més, i en paral-lel a aquesta descripcié, es proposa una
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seqléncia temporal del desenvolupament d’E. leei basada en les observacions del

creixement i la maduraci6 dels seus estadis.
4.2. MATERIALS | METODES

4.2.1. Material biologic

El material biologic amb que s’ha realitzat el present estudi prové de totes les
infeccions experimentals i de la infeccié en medi natural que s’expliquen amb detall a
lapartat 3.1. “Materials i metodes. Material biologic” (p. 25-28). A més d’aquestes
mostres, també es van poder estudiar mostres d’intesti mig, cedides per la Dra.
Alvarez-Pellitero que provenien d’'una orada moribunda. Aquesta orada havia estat
infectada per I'efluent provinent d’'un tanc amb peixos infectats a les instal-lacions de
I'Instituto de Acuicultura de Torre de la Sal (IATS, CSIC) durant un periode aproximat
de 12 setmanes entre els mesos de desembre de 2002 a mar¢ de 2003. També es van
poder estudiar mostres de la vesicula biliar provinents d’'una morruda infectada
cedides pel Dr. Diamant del National Center for Mariculture (NCM).

4.2.2. Tecniques post mortem

La metodologia emprada en el processament dels individus des del seu sacrifici fins a
I'obtencié de preparacions per ser observades al MO i MET es detallen a I'apartat
3.2.1. "Materials i metodes. Técniques post mortem. Técniques histologiques” (p. 28-
31). Com es descriu en aquest apartat, les tincions emprades en I'observacié dels talls
histologics al MO van variar en funci6 de la infeccidé experimental considerada. Tots els
talls es van tenyir amb Hematoxilina i Eosina (HIiE). A més, els talls que provenien de
les infeccions C1 i O1 es van tenyir amb Giemsa i els que provenien de les infeccions
C2i C3 es van tenyir amb Acid Periodic-reactiu de Schiff (PAS).

4.2.3. Estudis al microscopi optic

Tal i com s’ha esmentat a I'apartat 2. “Objectius” (p. 19), el projecte europeu en qué
s’emmarcava la present tesi doctoral presentava uns objectius generals diferents als
objectius concrets de la present tesi doctoral. Aquest és el motiu pel qual el disseny
experimental emprat en cada infeccioé és lleugerament diferent i existeixen variacions
en la seleccié dels organs analitzats entre infeccions. En totes les infeccions es van
estudiar mostres del tracte gastrointestinal (estobmac, cecs pilorics, intesti i recte),
també es van poder observar talls histologics de vesicula biliar (en totes les infeccions
excepte la infeccid natural N1), de fetge (C2, C3 i N1), de ronyd anterior i melsa (C2—
C5, 02 i N1), i també de branquies (N1). Aquestes preparacions histologiques es van
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observar en els microscopis Leica DM 5000B i Olympus BSH2. A més, es van captar
imatges digitals mitjancant les cameres ProgRes C3 i Leica DC 300 i els programes
ProgRes® CapturePro 2.1 (Jenoptik, Alemanya) i IM50 v1.2, respectivament.

Les preparacions en fresc de la infecci6 N1 es van observar en un microscopi Leica
DMR de contrast de fases o Nomarski amb I'objectiu de 100 augments. Les imatges es
van prendre mitjancant una camera Leica DC300.

4.2.4. Estudis al microscopi electronic de transmissio

Només es van processar pel seu estudi al MET les mostres de tracte intestinal (cecs
pilorics, intesti i recte) dels individus de les infeccions C4, C5 i O2 en qué s’havia
observat préviament el parasit en seccié histologica. Com s’ha comentat anteriorment,
aquestes mostres van ser processades seguint els protocols que es detallen a
I’Apendix (p. 141-142). En canvi, les mostres d’intesti mig cedides per la Dra. Pellitero i
les de vesicula biliar cedides pel Dr. Diamant van ser processades fins a la seva
inclusié en resina SPURR (mostres d’intesti mig) i resina EPON (mostres de vesicula
biliar) en els laboratoris d’origen. Per tant, d’aquestes mostres només es van obtenir
talls semifins d’aproximadament 1 um que es van tenyir amb blau de toluidina I'1 %.
Quan es va considerar convenient, es van realitzar talls ultrafins (600-900 nm de gruix)
que es van recollir en reixetes de coure. Els talls ultrafins van ser tenyits, primer, amb
acetat d’'uranil a I'1% en aigua destil-lada i després, amb citrat de plom. Les mostres
d’intesti mig, a més, es van estudiar des d’un punt de vista histoquimic. Per aquest
motiu es van realitzar talls ultrafins que es van recollir en reixetes d’or. Posteriorment,
es van tenyir mitjangant les tecniques d’OTO de tinci6 de lipids (Seligman i col. 1966) i
de Thiéry de tinci6é de carbohidrats (Thiéry 1967).

Les seccions obtingudes es van observar en els microscopis Hitachi H-7000, JEOL-EX
I JEOL 1010 a 75kV.

Les imatges digitals obtingudes al MO i al MET es van estudiar mitjancant el
programari UTHSCSA Image Tool 3.0. Mitjangcant aquest programari, es van poder
prendre mides (llargada x amplada) dels estadis de desenvolupament d’E. leei.

4.3. RESULTATS

A continuacié es descriuen, en ordre seqlencial, els estadis de desenvolupament
d’E.leei al MO i MET. Els primers tres primers estadis formen part del que s’anomenen
estadis inicials i de proliferacié del parasit, mentre que els dos darrers formen part dels
estadis esporogenics o de formacié de I'espora.
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4.3.1. Estadis inicials i de proliferacié del parasit

Es denominen estadis inicials i de proliferacié cadascun dels estadis infectius inicials i
trofozoits. Aquests estadis es caracteritzen per representar els primers esglaons en la
serie de divisions endogenes i/o divisions binaries que poden experimentar els
mixozous i que els duen a la formacié de la tipica estructura de “cél-lula dins d’'una
altra cél-lula”. Seguint el criteri que I'aparicié d’'una nova cel-lula interna representa un
estadi més en la sequencia de creixement del parasit, s’ha pogut establir una
sequeéncia de tres estadis: un inicial (estadi 1) i dos de proliferaci6 (estadi 2 i estadi 3).
Durant la fase de proliferacié del parasit, les cél-lules internes que van apareixent
reben el nom de cél-lules secundaries (0 S) quan provenen de la divisi6 enddgena
d’'una cél-lula primaria (o P) i cél-lules terciaries (0 T) quan provenen de la divisié
endogena d’'una cél-lula S.

4.3.1.1. Estadi 1

Es denominen estadis inicials o ST1 les formes de desenvolupament que estan
formades per una unica cél-lula (cél-lula P) que pot contenir un o més nuclis (Fig.4.1).
Es tracta d’estadis de mida petita (7,2 um x 4,9 um) que es situen entre les cél-lules de
la mucosa de l'intesti i dels cecs pilorics i estan proxims a la membrana basal. Al MO
son dificils de diferenciar de la resta d’estadis de proliferacio i de les propies cél-lules
qgue formen la mucosa intestinal ja que, sovint, ni els augments ni la resolucié d’aquest
microscopi permeten diferenciar clarament aquest estadi d’'un estadi 2. Els estadis ST1
solen observar-se com a petits estadis ameboids amb un nucli basofil en HIE i blau
fosc en Giemsa. Al MET, aquests estadis es presenten com a petites cel-lules de
contorn irregular que contenen un o més nuclis amb un gran nucléol i heterocromatina
marginal (Fig.4.5a). Al seu citoplasma, s’hi troben algunes cisternes de reticle
endoplasmatic (RE), petits mitocondris, alguns vacuols i algunes gotes lipidiques.

® Fig.4.1. Dibuix esquematic d'un estadi
@ ST1 amb dos nuclis a linterior d’'una
cél-lula P.

4.3.1.2. Estadi 2

Es denominen estadis 2 o ST2 les formes vegetatives constituides per una cél-lula P
que conté, com a minim, una cél-lula S (Fig.4.2). Aquests estadis sén, per tant, el
resultat de la primera divisié interna que experimenten els estadis ST1 d’E. leei. En
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general, es tracta d'estadis de mida variable en funci6 nimero de cél-lules S que
continguin (aproximadament mesuren 12,84 um x 7,96 um de mitjana) que també se
situen entre les cel-lules de lintesti i dels cecs pilorics. Al MO, apareixen formats per
una céllula P PAS positiva que engloba un conjunt variable de cél-lules S PAS
negatives (Fig.4.3a). El nucli de les cél-lules S sol ocupar gran part del citoplasma i
apareix tenyit de blau clar en tincions Giemsa (Fig.4.3b). Tot i que les cel-lules S solen
presentar-se en petits grups de 2 o més cel-lules esfériques, ocasionalment, s’han
pogut observar cél-lules S emetent projeccions citoplasmatiques en direccié a una altra
cel-lula S (Fig.4.3b).

@ @ Fig.4.2. Dibuix esquematic d’'un estadi ST2 amb un
@@ nucli i tres cél-lules S a l'interior d’una cél-lula P.

Al MET, aquests estadis apareixen formats per una cél-lula P de contorn irregular, a
I'interior de la qual es poden observar cél-lules S, un o dos nuclis i pocs organuls. Els
nuclis presenten les mateixes caracteristiques que en els estadis ST1, és a dir, un
gran nucléol i heterocromatina marginal (Fig.4.5b i Fig.4.5d). Pel qué fa als organuls, el
citoplasma es troba majoritariament ocupat per petits mitocondris, gotes lipidiques,
petits vacuols i estructures semblants a vacuols perd amb una Unica membrana que

contenen una substancia amorfa o multilaminar (Fig.4.5b)

Les cellules S d'aquests estadis poden apareixer envoltades d’una membrana
vacuolar. En ocasions, s’han observat cél-lules S o els seus nuclis en divisio (Fig.4.5c).
El nucli de les céllules S ocupa bona part del citoplasma i presenta un nucléol
prominent i heterocromatina marginal. Al seu citoplasma trobem petits mitocondris,
algunes cisternes de RE rugds (REr), ribosomes i petits agregats de granuls de [3-
glicogen dispersos pel citoplasma (Fig.4.5d). A més, en la membrana d’aquestes
cel-lules S també s’han pogut observar estructures d’unié o comunicacio intercel-lular
semblants a hemidesmosomes (Fig.4.5e) i semblants a desmosomes (Fig.4.5f)
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Fig.4.3. Imatges al MO d’estadis inicials i proliferatius d’E. leei a l'intesti de I'orada. a.
Estadis ST2 (fletxes) i ST3 (punta de fletxa). Els estadis ST2 estan formats per una
cellula P amb un citoplasma PAS positiu i varies cel-lules S PAS negatives. L’estadi ST3
esta format per una cél-lula P que conté una cél-lula S amb una cél-lula T i un citoplasma
fortament PAS positiu. Tincié PAS. b. Estadi ST2 format per una cellula P i dues
celllules S una de les quals emet projeccions citoplasmatiques cap a l'altra. El nucli de
les cél-lules S apareix tenyit de color blau clar. Tincié Giemsa. ¢. Estadi ST3 format per
una cel-lula P, dues cél-lules S (fletxes) a l'interior de les quals s’hi poden observar fins a
2 cellules T (puntes de fletxa) i un nucli. Tinci6 HIE. d. Estadi ST3 format per una
cellula P que conté una cél-lula S amb un nucli blau clar i una cél-lula T blau fosc. Tincio

Giemsa. Barres 10 um.
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4.3.1.3. Estadi 3

Es denominen estadis 3 o ST3 els trofozoits formats per una cél-lula P que conté una o
més cellules S que, a la vegada, contenen una o més cel-lules T (Fig.4.4). Aquests
estadis, per tant, representen el segon i darrer esglad en la série de divisions internes
que poden experimentar les formes vegetatives d’E. leei. Aquests estadis solen
presentar una mida variable (de mitjana, 14,66 um x 11,05 um). Poden trobar-se entre
les cél-lules de la mucosa de lintesti, dels cecs pilorics i/o de la vesicula biliar i de
manera ocasional, lliures al lumen d’aquests organs acompanyats de mucus i altres

restes cellulars.

®T@

Fig.4.4. Dibuix esquematic d'un estadi ST3 amb un nucli i quatre cél-lules S

a l'interior d’'una cél-lula P. Dues de les ceél-lules S contenen una cél-lula T.

Al MO, la cellula P d’aquests estadis queda reduida a una fina regié de citoplasma
eosinofila i PAS positiva que envolta un numero variable de cél-lules S (Fig.4.3a i
Fig.4.3c). Es poden distingir dos tipus de cél-lules S: el primer tipus és molt similar a
les cél-lules S dels estadis ST2 (d’'uns 5 um de diametre, una relacié nucli:citoplasma
gran i un citoplasma PAS negatiu). El segon tipus de cél-lules S presenten una mida
més gran (uns 7,6 um de diametre), una relacié nucli:citoplasma menor i un citoplasma
fortament PAS positiu (Fig.4.3a, Fig.4.3c). Aquest ultim tipus de cél-lula S pot
presentar un o dos nuclis que es tenyeixen de blau clar amb Giemsa (Fig.4.3d). Al seu
interior trobem una o dos cél-lules T que acostumen a trobar-se proximes al nucli de la
celllula S i que es caracteritzen pel seu caracter basofil (Fig.4.3c) i per tenyir-se de
blau fort amb Giemsa (Fig.4.3d).
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Fig.4.5. Imatges al MET d’estadis inicials i proliferatius d’E. leei a l'intesti de morrudes
(Diplodus puntazzo) (a) i d'orades (b-f). a. Estadi ST1 format per una cel-lula P (P) que
conté un parell de nuclis (N), alguns mitocondris i gotes lipidiques (fletxes). Un dels nuclis
presenta un nucléol marcat (*). H: enterocits de I'hoste. b. Estadi ST2 format per una
cellula P que conté un parell de cel-lules secundaries (S). El citoplasma de la cél-lula P
conté petits mitocondris, algunes cisternes de RE rugés i vaclols amb un contingut amorf
(fletxa). Ns: nucli de la cél-lula S. ¢. Detall de la divisidé nuclear a I'interior d’'una cél-lula S
d’'un estadi ST2. d. Cél-lula S d’'un estadi ST2 on s’observen agrupacions de granuls de
B-glicogen al citoplasma (fletxes). Tinci6 de Thiéry. e. Detall d’'una unié intercel-lular
semblant a un hemidesmosoma (punta de fletxa) que s’estableix entre cél-lules S en els
estadis ST2. f. Detall d’'una uni6 intercel-lular semblant a un desmosoma (puntes de
fletxa) que s’estableix entre les cel-lules S dels estadis ST2. Barres: 2 um (a-d), 1 um (e)
i 500nm (f).
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Al MET, tant 'estructura del nucli com la composicié d’organuls de la cél-lula P quasi
no varien en relacié als estadis ST2. Tot i aix0, si que es sol apreciar una disminucié
en les irregularitats de la membrana de la célllula P i un augment del nombre
d’estructures que contenen una substancia amorfa o multilaminar al seu interior
(Fig.4.6a). Al MET, també s’observen dos tipus de cél-lules S. El primer tipus presenta
les mateixes caracteristiques que les cel-lules S dels estadis ST2. El segon tipus de
celllules S contenen un o dos nuclis amb un nucléol prominent i heterocromatina
marginal. Al citoplasma trobem gran quantitat de granuls Thiéry positius, algunes
cisternes de REr i petits mitocondris (Fig.4.6b). A l'interior de les cél-lules S, es poden
observar una o dues cél-lules T que poden apareixer envoltades per una membrana
vacuolar.

Les cél-lules T solen situar-se proximes al nucli de la cél-lula S establint-s’hi un cert
contacte perd sense que mai s’hi hagi observat cap tipus d’unié entre la membrana de
la cél-lula T i la membrana nuclear del nucli de la cél-lula S (Fig.4.6c). Les cél-lules T
es caracteritzen per presentar un citoplasma dens amb alguns mitocondris i gran
quantitat de ribosomes. El seu nucli ocupa gran part de la cél-lula i es caracteritza per
presentar un nucleol prominent i, a vegades, gran quantitat de cromatina condensada
(Fig.4.6d).

- 44 -



Descripcié dels estadis de desenvolupament i cicle de vida d’E. leei

Fig.4.6. Imatges al MET d’alguns estadis de proliferacio ST3 d’E. leei a I'intesti d’orades
(a, bid)ialavesicula biliar de morrudes (c). a. Estadi format per una cel-lula P (P) amb
3 cél-lules S (S) una de les quals conté una cel-lula T (T). El citoplasma de la cél-lula P
conté una gran quantitat de gotes lipidiques (fletxa) i de cossos multilaminars o amorfs.
Ns: nucli de la cél-lula S i Nt: nucli de la cél-lula T. b. Detall d’'una cel-lula S on es poden
observar un parell de nuclis i una cél-lula T més densa. A més, s’hi poden distinguir gran
quantitat de petits mitocondris i granuls de B-glicogen dispersos pel citoplasma. ¢. Detall
de la zona de contacte (fletxes) entre el nucli d’'una cél-lula S i la membrana d’una cél-lula
T. d. Célllules T a linterior d'una cél-lula S. Les cél-lules T presenten una elevada
densitat del citoplasma deguda a la gran quantitat de ribosomes. m: mitocondri. Barres: 2
pm (aib), 1 um (d) i 500 nm (c).
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4.3.2. Estadis d’esporogénesi

En el procés de formacidé de les espores o esporogénesi s’han identificat dos tipus
d’estadis: estadi 4 (ST4) i estadi 5 (ST5) , que es diferencien en el grau de maduracié i
diferenciacié dels components de I'espora.

4.3.2.1. Estadi 4

Es denominen estadis ST4 totes aquelles formes de desenvolupament caracteritzades
per la preséncia de, com a minim, un esporoblast i una o més cél-lules acompanyants
(Fig.4.7). L’esporoblast pot trobar-se en qualsevol estat de maduracié, des d’'un
conjunt inicial de cél-lules indiferenciades fins a la quasi formacié de I'espora madura.
En general, els estadis ST4 es troben entre les cél-lules de la mucosa intestinal i dels
cecs pilorics i/o0 entre les cél-lules de la mucosa de la vesicula biliar. En ocasions,
poden trobar-se lliures al lumen d’aquests drgans acompanyats de mucus i altres
restes cel-lulars. Tenen una mida mitjana de 18,75 um x 12,45 pm.

Fig.4.7. Dibuix esquematic d'un estadi ST4 amb dues cél-lules S i dos
esporoblasts en formaci6. Les cél-lules S contenen una cél-lula T al seu
interior. Cada esporoblast esta format per dues cellules valvogeniques,
dues capsulogéniques i un esporoplasma binucleat.

A l'inici de I'esporogénesi els estadis ST4 estan formats per una cel-lula P que conté
dos tipus de cel-lules S: les cél-lules acompanyants i les cel-lules esporogéniques o de
I'esporoblast (Fig.4.8a, Fig.4.8b, Fig.4.9a).

Dins dels estadis ST4 es solen trobar dues cel-lules acompanyants que presenten una
mida superior a les cél-lules que formen els esporoblasts i unes caracteristiques
similars a les cél-lules S dels estadis proliferatius ST3. Per tant, el seu tret més
caracteristic, tant si s’'observen al MO com al MET, és la preséncia de, com a minim,

- 46 -



Descripcid dels estadis de desenvolupament i cicle de vida d’E. leei

una cél-lula terciaria (T) que, en la majoria de casos, es situa proxima al nucli o nuclis
de la cél-lula S (Fig.4.8a). Al MO, les cel-lules acompanyants solen presentar una gran
quantitat de granuls PAS positius i, en ocasions, presenten regions periferiques
acromatiques proximes a la membrana plasmatica (Fig.4.8a). Al MET, el nucli
d’aquestes cél-lules presenta un nucléol prominent i poca heterocromatina que es situa
marginalment a prop de la membrana nuclear. El citoplasma esta ocupat per
ribosomes, algunes cisternes de REr, granuls de glicogen, algunes gotes de lipids i
mitocondris.

Al MO, les céllules T de les cel-lules acompanyants apareixen com una estructura
fortament basofila (HIE) que es tenyeix de blau fosc en tincions Giemsa (Fig.4.8b). Al
MET, aquestes céel-lules es caracteritzen per presentar un gran nucli heterocromatinic i
un citoplasma ocupat per gran quantitat de ribosomes i alguns mitocondris.

La morfologia de les cél-lules acompanyants es manté fins al final de I'esporogénesi.
En canvi, les céllules de I'esporoblast experimenten un procés de maduracié que
implica un canvi en la morfologia de les seves cél-lules.

Al principi de I'esporogénesi, les cél-lules de I'esporoblast es presenten formant 1 o 2
grups de cél-lules inicialment indiferenciades (Fig.4.8a i Fig.4.8b). Al MO s’han pogut
observar agrupacions de fins a 10 cél-lules que es caracteritzen per la preséncia d’'un
gran nucli (amb un color blau clar en tincions Giemsa) (Fig.4.8b), per presentar un
citoplasma més fosc (tincions Giemsa) que les cél-lules acompanyants (Fig.4.8b) i per
I'abséncia de reserves glucidiques en forma de granuls PAS positius.

Al MET, només s’han pogut observar agrupacions de fins a 6 cél-lules (Fig.4.9b).
Ocasionalment, aquestes ceélllules s’han observat envoltades d’una membrana
vacuolar (Fig.4.9c). Aquestes cél-lules es caracteritzen per la preséncia d’'un gran nucli
en el que freqlientment es pot observar un nucléol ben diferenciat i excentric. A més, al
seu citoplasma es poden observar grans mitocondris i algunes cisternes de REr
(Fig.4.9b).

Aquest conjunt inicial de cel-lules es diferencien ben aviat en un parell de cél-lules
valvogeniques (CV), un parell de cél-lules capsulogéniques (CC) i un esporoplasma
(ES).

Al MO, només es distingeixen dos estadis de diferenciacié de I'esporoblast i, per tant,
dos tipus d’estadis ST4. Un primer estadi és aquell en qué I'esporoblast esta format
per grups de 6 a 10 cél-lules totalment indiferenciades. El segon estadi ST4 és aquell
en qué apareixen un o dos esporoblasts formats per 5 ceél-lules. Entre aquestes
cel-lules, hi podem observar o bé les capsules polars en formacié (molt eosinofiles) o
bé la disposicio de les cél-lules CC i CV (Fig.4.8c, Fig.4.8d).
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Fig.4.8. Imatges al MO d’estadis ST4 d’E. leei a l'intesti de morrudes (a, c i d) i orades

(b). a. Estadis formats per una cel-lula P que engloba una o dues cel-lules acompanyants
(fletxes) i un grup de cel-lules esporogéniques indiferenciades (puntes de fletxa). En una
d’aquestes celllules acompanyants es pot observar una zona del citoplasma que ha
quedat sense tenyir (fletxa blanca). Tincié HIiE. b. Estadis formats per dues ceél-lules
acompanyants i un grup de cel-lules esporogeniques indiferenciades. Els nuclis de les
celllules acompanyants i esporogeniques es tenyeixen de blau clar (fletxes), el
citoplasma de les cél-lules esporogéniques és tenyeix més intensament de blau que el
citoplasma de les cél-lules acompanyants i les cél-lules T presenten una coloraci6 blava
intensa (puntes de fletxa). Tinci6 Giemsa. c. Estadi format per un esporoblast i dues
cel-lules acompanyants. Dins de I'esporoblast es pot observar la posici6 periférica de les
celllules CV (fletxa) i la capsula polar (punta de fletxa). Tincié6 HiE. d. Estadi amb dos
esporoblasts i una cél-lula acompanyant. La capsula polar és I'inica estructura que es
diferencia a l'interior de I'esporoblast (fletxa). Tincié HIiE. Barres: 10 um.
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Fig.4.9. Imatges al MET d’estadis ST4 d’E. leej a I'intesti d’'orades (a, b i d) i a la vesicula
biliar de morrudes (c). a. Estadi format per una cél-lula acompanyant (S) i un esporoblast
en fase inicial de desenvolupament. A l'interior de la cél-lula acompanyant s’observa un
nucli (Ns) i una cel-lula T (T) més densa. A I'esporoblast s’observen un parell de cél-lules
valvogéniques (CV) externes, un esporoplasma (ES) binucleat i una céllula
capsulogénica (CC) que conté un primordi de capsula polar (fletxa). b. Agrupacié de 6
cellules esporogéniques (I-VI) a linterior d’'una cél-lula P. ¢. Detall de la membrana
vacuolar (fletxa) que es pot observar envoltant grups de cel-lules esporogéniques. d.
Esporoblasts (SB) a l'interior d’'un estadi ST4. En un dels esporoblast, s’hi distingeixen un
parell de cél-lules CV que envolten un grup de 4 cél-lules, una de les quals podria ser
una cél-lula CC per la gran quantitat de REr que conté. Barres: 5 um (a, b id) i1 um (c).
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Al MET es poden distingir amb més detall les etapes del desenvolupament de
I'esporoblast. La maduracié de cadascuna de les cél-lules que formen I'esporoblast es

descriu a continuacié:

Les cél-lules capsulogeniques i la capsulogénesi. Al MET, les cél-lules CC

es diferencien ben aviat de la resta de cél-lules de I'esporoblast perqué presenten una
major quantitat de cisternes de REr i un primordi de la capsula polar. Al seu citoplasma
també es diferencien granuls de glicogen, mitocondris i algunes gotes lipidiques
(Fig.4.10a). Normalment, el nucli es localitza lateralment i presenta heterocromatina
marginal i un nucléol excentric molt prominent. A mesura que I'esporogenesi
progressa, I'estructura i organuls de la cél-lula no experimenten grans variacions. El
primordi polar, en canvi, experimenta un procés de transformacié o capsulogénesi que
acaba en la formacié d’una capsula polar madura. Al principi de la capsulogénesi, el
primordi polar apareix com una estructura semiesferica o esférica formada per dues,
tres 0 quatre capes de diferent densitat: una capa externa molt fina i fosca a la que
segueix una capa més gruixuda i clara. Internament, s’'observa una zona on es poden
distingir dues zones fosques: una més interna i fosca i una altra més externa i clara
(Fig.4.10a, Fig.4.10b). Posteriorment, el primordi polar forma un tub extern en que es
diferencien les mateixes capes que en el primordi (Fig.4.10b). Aquest tub extern es
disposa al voltant del nucli i forma circumvolucions dins de la cél-lula, de manera que
en un tall transversal es poden observar diverses seccions del tub. Dins d’aquest tub
es diferencia el filament polar que, posteriorment, apareix enrotllat dins la capsula
polar (Fig.4.10c, Fig.4.10d). L’'aparicié del filament polar dins de la capsula polar
coincideix amb la desaparicié del tub extern. En estadis avancats de la capsulogénesi,
la capsula polar apareix com una estructura ovalada que presenta tres capes de
diferent densitat: una capa externa fina i fosca, una capa intermitja més gruixuda i
clara i finalment, una capa densa on s’observa el filament polar enrotllat en espiral
(Fig.4.10d, Fig.4.10e).
A mesura que I'esporogénesi continua, la capsula polar esdevé apuntada per un dels
seus extrems i es dirigeix cap a una regié concreta de la membrana plasmatica de la
cel-lula CC. En aquesta regi6 apareix una densificacié de la membrana que indica el
punt de descarrega del filament polar en I'espora madura (Fig.4.10e, Fig.4.10f).

Les cel-lules valvogéniques i la valvogenesi. En els primers estadis de
I'esporogénesi les cél-lules CV sén facils de distingir al MET ja que sempre ocupen
una posicio externa i a més, emeten unes projeccions citoplasmatiques semblants a

pseudopodis que envolten la resta de cél-lules de I'esporoblast (Fig.4.10a). Com les
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céllules CC, les cellules CV presenten un nucli amb heterocromatina marginal i un
nucléeol prominent i excentric. A més, al seu citoplasma es distingeixen algunes
cisternes de REr, mitocondris i alguns granuls de glicogen. A l'inici de la valvogénesi (o
procés de maduraci6 de les cél-lules CV fins a la formaci6é de les valves de I'espora)
les projeccions citoplasmatiques d’una cel-lula CV i les d’'una altra s’'uneixen en una
linia de sutura (Fig.4.11a). Després, aquestes projeccions es situen una sobre l'altra i
en la regi6 de solapament apareix un tipus d’unié intercel-lular que pren una forma
semblant a una escala i que s’anomena unié septada (Fig.4.11b). Finalment, en
'espora madura o quasi madura aquestes projeccions es mantenen solapades en els
seus extrems delimitant el contorn de l'espora (Fig.4.11c). A mesura que avancga la
valvogenesi, el citoplasma i el nucli de la cél-lula CV també experimenten canvis en la
seva morfologia: per una banda, el nucli, que cada vegada és més heterocromatinic,
queda relegat a una regio de la cél-lula on apareix una petita protuberancia que es
mantindra a I'espora madura (Fig.4.11d). Per altra banda, en el citoplasma es perden
la majoria d’organuls i apareix una massa amorfa amb nombrosos microfilaments
d’'uns 12 nm (Fig.4.11d).

L’esporoplasma. L’esporoplasma o element infectiu comenca a distingir-se de
la resta de cél-lules de l'esporoblast quan aquestes -cél-lules CC i CV- ja han
comengat a diferenciar-se (Fig.4.10a). Apareix situat en I'espai que queda entre les
dues cél-lules CC. Es tracta d’una cél-lula binucleada que conté mitocondris, REr i un
espai vacuolar que esta ocupat per grans quantitats de granuls Thiéry positius.
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Fig.4.10. Imatges al MET d’estadis ST4 d’E. leei a l'intesti d’'orades (a, c, e if)iala
vesicula biliar de morrudes (b i d). a. Esporoblast en fase inicial de desenvolupament on

s’observen un parell de cel-lules capsulogéniques (CC), dues cel-lules valvogeniques
(CV) externes i un esporoplasma (ES). Les cellules CC es caracteritzen per presentar
una major quantitat de REr i un primordi de capsula polar (fletxa). b. Capsula polar (CP)
jove emetent el tub extern (fletxa) on posteriorment es desenvolupara el filament polar. ¢.
Detall del tub extern emeés per la capsula polar que conté el filament polar enrotllat en
espiral. d. Capsula polar amb el filament polar (fletxa) enrotllat al seu interior. e. Capsula
polar piriforme dirigint 'extrem de sortida del filament polar a una zona concreta de la
cel-lula CC. En aquesta regi6é apareix una densificacié de la membrana (fletxa). f. Detall
de la densificacid (fletxa) que apareix a la membrana de la cél-lula CC en el punt de
sortida del filament polar. Barres: 2 um (a i e), 1um (b i d), 500 nm (f) i 200 nm (b).
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Fig.4.11. Imatges al MET d’estadis ST4 d’E. leei a I'intesti d’'orades (C) i morrudes (a, b i
d). a. Detall de la uni6 (fletxa) entre les projeccions de dues celllules CV (CV). Les
projeccions estan envoltades d'una membrana vacuolar (fletxa). CC: Ceél-lula
capsulogénica. b. Unié septada entre els extrems sobreposats de les projeccions
citoplasmatiques de les cél-lules CV. A l'extrem esquerre inferior es mostra un detall
d’aquest tipus d'unions (Barra: 100 nm). c. Regié de solapament entre els extrems de
dues ceél-lules CV en una espora madura. d. Esporoblast on s’observa una cel-lula CC i
una cél-lula CV. El nucli de la cél-lula CV (Ncv) queda relegat a una regi6 del citoplasma
de la cellula CV on comencen a aparéixer microfilaments que queden immersos en una
matriu densa (fletxa). Al detall superior dret s’observen aquests microfilaments (fletxa)
(Barra: 500 nm). Barres: 2 um (d) i 500 nm (a-c).
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4.3.2.2. Estadi 5
Dins d’aquest estadi s’inclouen les formes de desenvolupament que contenen espores
madures (5,09 um x 13,13 um) (Fig.4.12).

Fig.4.12. Dibuix esquematic d’un estadi ST5 amb un parell de cél-lules S i
un parell d’espores a l'interior d’'una cél-lula P. Les cel-lules S contenen una
cel-lula T interna.

Aquestes espores poden trobar-se en parelles amb una o dues cél-lules acompanyants
a linterior d’una ceél-lula P o lliures. En el primer cas, els estadis ST5 es situen entre
les cél-lules de la mucosa de lintesti i/o de la vesicula biliar o bé lliures al lumen
d’aquests organs acompanyats d’altres restes cel-lulars. En el segon cas, les espores
solen trobar-se quasi exclusivament al lumen del tracte digestiu i/o a la vesicula biliar.
En qualsevol dels dos casos, les espores sempre presenten la mateixa morfologia.

Les espores es caracteritzen per la preséncia d’'un parell de capsules polars allargades
que s’estenen en direccid inferior i en sentits oposats formant una espécie de mitja
lluna (Fig.4.13a). En fresc, aquestes capsules polars apareixen com dues estructures
refringents en les que es poden observar 7 o 8 voltes del filament polar. En secci6
histologica, la capsula polar apareix formada per un filament polar molt eosinofil
envoltat d’'una coberta basofila (Fig.4.13b) que presenta un color blau fosc en tincié
Giemsa (Fig.4.13c). Al MET, les capsules polars apareixen ocupant gran part del
citoplasma de la cél-lula CC que ha quedat relegat a una estructura densa on sén
inapreciables tant el nucli com els organuls de I'antiga cél-lula CC.

L’esporoplasma queda delimitat entre les capsules polars i sol prendre forma de
rellotge sorra. L'estructura de I'esporoplasma és dificil d’observar al MO i al MET, de
manera que s’assumeix que presenta les mateixes caracteristiques que presentava en

I'esporoblast.
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Finalment, tota aquesta estructura (capsules polars i esporoplasma) queda delimitada
per les valves. Al MO, les valves apareixen com un una fina capa refringent en
preparacions en fresc (Fig.4.13a), basofila (Fig.4.13b) o blava fosca en Giemsa
(Fig.4.13c). En la part inferior es formen dues petites protuberancies just al costat de
'obertura de les capsules polars. En ocasions, en aquestes protuberancies es pot
observar el nucli de les cél-lules CV. Al MET, les valves apareixen com una capa molt
densa que envolta els altres elements de I'espora i on ja no s’observa cap resta de
lantic citoplasma de la céllula CV. En l'espora madura es manté la regié de
solapament entre les valves, tot i que no s’observen les unions septades que

apareixien a I'esporoblast (Fig.4.11c).

Fig.4.13. Imatges al MO d’estadis ST5 d’E. leei en orades. a. Imatge en fresc d'un estadi

amb dues espores i una cél-lula acompanyant (fletxa). b. Estadi format per una espora i
una cel-lula acompanyant. Dins de I'espora s’observa un filament polar eosindfil envoltat
de les restes basofiles de la cél-lula CC (fletxa). Tincié HIiE. c. Estadi format per dues
espores i una cél-lula acompanyant. L’esporoplasma (fletxa) esta situat entre les restes
de les cel-lules CV. Tincié Giemsa. Barres: 5 um

4.4. DISCUSSIO
L’estudi al MO i al MET que s’ha realitzat en el present treball ha demostrat que tant
els estadis de proliferaci6 com els d'esporogénesi presenten les caracteristiques
tipiques préviament descrites per altres mixosporidis (Lom i Dykova 1992, Canning i
Okamura 2004).
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4.4.1. Localitzacié dels estadis de desenvolupament d’ Enteromyxum leei

Els estadis de desenvolupament descrits en el present treball sempre s’han trobat o
lliures al lumen de lintesti o de la vesicula biliar 0 bé entre les cél-lules de la mucosa
d’aquests organs. Els estadis descrits en posicié intraepitelial sempre s’han localitzat
intercel-lularment tot i que en altres espécies del genere, en concret a E. scophthalmi,
s’han detectat estadis inicials en posici6 intracel-lular (Redondo i col. 2003, Redondo i
col. 2004). Tot i que la posici6 habitual dels estadis de desenvolupament dels
mixozous sol ser la intercel-lular (Lom i Dykova 1992), la presencia d’estadis inicials
intracel-lulars a E. leei no es descarta donada la naturalesa criptica d’aquests estadis
que fa molt dificil distingir-los tant al MO com al MET.

4.4.2. Estadis de proliferacio

L’estructura de cél-lula dintre de cél-lula ha permes establir un ordre cronologic dels
estadis de proliferacié del parasit. Seguint el criteri que l'aparicié i multiplicacié de
cél-lules internes ddna lloc al creixement i maduracié dels estadis de proliferacio, s’han
pogut establir 3 estadis de desenvolupament (ST1, ST2i ST3).

La preséncia d’'una membrana vacuolar envoltant les cél-lules internes (cél-lules S i T)
dels estadis ST2 i ST3 indica que 'aparicié d’aquestes cel-lules a E. leei es produiria a
traves de la divisio enddgena de la cél-lula mare. Aquest tipus de divisidé es produeix
quan, després de la divisié del nucli de la cél-lula mare (cél-lula P o S), el nucli i una
porcié del seu citoplasma queden envoltats per una porci6 de RE. La membrana
interna del RE déna lloc a la membrana de la cél-lula interna, mentre que la membrana
externa forma una membrana vacuolar (Sitja-Bobadilla i Alvarez-Pellitero 1993a,
Canning i col. 1999). L’'observacioé de parells de cél-lules S o T envoltades d’'una Unica
membrana vacuolar, a més, indica que el creixement dels estadis proliferatius també
es pot produir a través de la divisié binaria de les céllules S i T dins de la mateixa
membrana vacuolar. L’'observacié ocasional de cel-lules S emetent projeccions
citoplasmatiques cap a una altra cél-lula S fa que no es pugui descartar que a E. leei
es formin cél-lules internes a través de I'englobament d’una cél-lula per una altra.

A mesura que apareixen i es multipliquen les cél-lules internes, la cél-lula P queda
confinada a una petita porcié del citoplasma. En aquesta petita regid, es produeix un
augment del nombre de vacuols formats per una sola membrana i que contenen un
contingut amorf o multilaminar. Aquests tipus de vacuols també apareixen als
trofozoits de Myxidium trachinorum (Canning i col. 1999) i E. scophthalmi (Redondo i
col. 2003) i s’interpreten com a vesicules fagocitiques. De fet, la pinocitosi i la
fagocitosi s6n processos que han estat descrits tant en mixosporidis celozoics (Sitja-
Bobadilla i Alvarez-Pellitero 1993b) com histozoics (Upenskaya 1982). Per tant, la

-56 -



Descripcid dels estadis de desenvolupament i cicle de vida d’E. leei

preséncia d’aquests vacuols i de vesicules pinocitiques al citoplasma de la cél-lula P,
'augment del nombre d’aquestes estructures a mesura que creixen els estadis de
proliferacio i la seva abséncia en les cél-lules S i T, poden indicar que les cél-lules P
son les encarregades de nodrir la resta d’elements interns en els estadis de
proliferacié.

L’aliment obtingut per la cél-lula P en els processos de pinocitosi i fagocitosi és
emmagatzemat al citoplasma en forma de gotes lipidiques o bé en forma d’acumuls de
B-glicogen. Aixi, durant el present estudi s’ha observat que les cél-lules P, tot i que
acumulen carbohidrats, presenten una major quantitat de reserves lipidiques que les
cel-lules S i que, en canvi, en les cél-lules S (que també poden contenir algunes gotes
lipidiques) hi ha una major quantitat de reserves de p-glicogen. La majoria de
mixosporidis presenten aquestes reserves, perd existeix una gran variacio en la seva
abundancia i la distribuci6 a les cél-lules en els diferents estadis de desenvolupament.
Per exemple, E. scophthalmi, tot i ser del mateix génere que E. leei, presenta més
quantitat de reserves glucidiques i lipidiques a les cél-lules P que a les cél-lules
internes (Redondo i col. 2003).

Independentment de les variacions observades entre espécies, la distribucié de les
reserves energetiques a les cél-lules que formen els estadis de proliferacié d’'E. leei
podrien ser degudes a diferents motius. Per una banda, la demanda energética de les
celllules P podria ser diferent a la de les celllules S. En els animals, el glicogen
constitueix la principal font d’energia a curt termini que satisfa les necessitats
immediates dels teixits, mentre que els lipids constitueixen una font d’energia a llarg
termini que s’emmagatzema. Per tant, 'acumulacié de gotes de lipids al citoplasma de
la cél-lula P podria indicar que aquestes cel-lules, a més de ser les responsables de
I'obtencié d’aliment a través de la fagocitosi i la pinocitosi, tindrien la capacitat d’actuar
com a magatzems d’energia. L’acumulacié de B-glicogen al citoplasma de les cél-lules
S podria ser degut a I'elevada necessitat energética d’aquestes cel-lules que, en els
estadis de proliferacid, estan en ple periode de creixement i multiplicaci6. De fet, la
preséncia de petits mitocondris, cisternes de REr i ribosomes (aquests ultims sobretot
a les céllules T) indiquen una gran activitat de sintesi i, per tant, uns grans
requeriments d’energia. D’altra banda, les cél-lules S podrien no ser capaces de
realitzar parcial o totalment el metabolisme dels lipids. Aixo faria que les cél-lules S no
poguessin acumular energia en forma de lipids i, per tant, depenguessin de les
reserves de la cél-lula P.

Durant el periode de proliferaci6 d’E. leei en el seu hoste, s’han pogut distingir dos
tipus de cel-lules S que no només es diferencien per la seva mida sind també per les
seves propietats histoquimiques. Aquests dos tipus cel-lulars podrien representar dues
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etapes en el creixement de les célllules S. Aixi, les cél-lules S de mida petita (que
freqlientment s’observen als estadis ST2) donarien lloc a les cél-lules S que contenen
cellules T (presents Unicament als estadis ST3). Tot i aixd, aquests dos tipus de
cellules també es poden trobar simultaniament en el mateix estadi de
desenvolupament (ST3) i, per tant, podrien correspondre a dues linies cel-lulars
diferenciades: per una banda, les agrupacions de cél-lules S de mida petita i sense
cellules T donarien lloc a les cél-lules de I'esporoblast. D’altra banda, el segon tipus de
cellula S (de mida gran i amb cél-lules T internes) donaria lloc a les cél-lules
acompanyants dels estadis esporogénics. Per tant, aquest ultim tipus de cel-lula S
podria tenir una funcié similar a la de les cel-lules acompanyants dels estadis
esporogeénics a les que se’ls hi atribueix la capacitat de reinfectar altres zones de teixit
i iniciar un nou cicle proliferatiu o esporogénic en el mateix o en altres hostes (Sitja-
Bobadilla i col. 1995, Tarer i col. 1996). Aixi, en el periode de proliferacié, el parasit
podria tenir la capacitat de reinfectar altres zones del teixit i donar lloc a les grans
infestacions que tradicionalment ocasionen els individus d’aquest grup (Tarer i col.
1996, Canning i col. 1999, Redondo i col. 2003).

En els estadis de proliferacié d’E. leei s’han pogut observar dos tipus d’unions
intercel-lulars entre les membranes de les cél-lules S: les unions semblants a
desmosomes similars a les descrites per Morrison i col. (1996) a Ceratomyxa
drepanopsettae i les unions semblants a hemidesmosomes. La preséncia d’unions
intercel-lulars dins dels trofozoits o entre trofozoits és freqlient entre els mixosporidis
(Lom i Dykova 1992). En aquest cas, aquestes unions podrien funcionar de manera
analoga als desmosomes i hemidesmosomes dels mamifers i donar estabilitat a
I'estructura del trofozoit.

Una altra caracteristica dels estadis de proliferacié d’E. leei és la posicié que prenen el
nucli de les cél-lules S i la cél-lula T. Aquesta configuracié en que la membrana nuclear
d’una cellula esta gairebé en contacte amb la membrana plasmatica d’'una cél-lula
interna no és exclusiva d’ E. leei, sin6 que també ha estat observada per altres autors
com Lom i Dykova a Ortholinea fluviatilis (1996) i a Kudoa lunata (1988), sense que
aquests autors indiquin el significat funcional d’aquests aparellaments.

4.4.3. Estadis esporogénics

L’observacio dels estadis esporogénics d’E. leei ha permés constatar que existeix una
certa versatilitat en els mecanismes de formacié de I'esporoblast. D’una banda, la
preséncia d’'una membrana vacuolar envoltant les cél-lules de I'esporoblast indica que
I'esporoblast es forma a partir de la divisié d’'una Unica cél-lula esporogenica que prové
de la divisié endogena d’'una cél-lula mare. D’altra banda, la presencia d’agrupacions
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de cel-lules esporogéniques indiferenciades no envoltades per una membrana comu
indicaria que I'esporoblast es forma per simple agrupacio de cél-lules. Per tant, i tal i
com han suggerit altres autors com Redondo i col. (2003) o Lom i Dykova (1996),
existeix una gran versatilitat en el desenvolupament d’aquests organismes.

A més dun parell desporoblasts o espores, que sovint es desenvolupen
asincronicament (com a E. scophthalmi (Redondo i col. 2003)), en els estadis
d’esporogénesi d’E. leei, apareixen com a minim un parell de cél-lules acompanyants.
Com ja s’ha comentat anteriorment, aquestes cél-lules podrien actuar com a formes
d’amplificacié parasitaria amb capacitat de reinfectar el teixit i iniciar un nou cicle
proliferatiu o esporogenic (Sitja-Bobadilla i col. 1995, Tarer i col. 1996). D’altra banda,
aquestes cél-lules també participarien en la transmissié horitzontal del parasit infectant
altres teixits i/0 hostes.

Capsules polars i capsulogénesi. La preséncia de gran quantitat de REr a les

cel-lules CC és comuna entre els mixosporidis i permet distingir-les ben aviat de la
resta de cél-lules de I'esporoblast. La gran quantitat de REr podria estar relacionada
amb la formacié de la capsula polar, de manera que els seus components haurien de
ser, majoritariament, de naturalesa proteica.
El desenvolupament de les capsules polars segueix el mateix patrdé descrit en altres
mixosporidis. Per una banda, la capsulogenesi es produeix seguint les descripcions de
Lom i Puytorac (1965). En aquestes descripcions el filament polar es forma a l'interior
del tub extern que surt del primordi de la capsula polar. Posteriorment, el filament
s’aniria introduint a I'interior de la capsula polar adoptant una estructura helicoidal. Al
final del procés, el nombre de voltes del filament polar dins de la capsula polar madura
es trobaria entre 7 i 8 coincidint amb les descripcions de Diamant i col. (1994).

Cel-lules valvogeniques i valvogenesi. La degradacié citoplasmatica i I'atrofia

qgue experimenten les cél-lules CV al llarg de la valvogénesi és un fenomen estés entre
els mixosporidis. A E. leei, perd, els nuclis de les cél-lules CV es mantenen fins al final
del desenvolupament i romanen en [lespora madura formant dos petites
protuberancies a la part inferior de I'espora (Diamant i col. 1994).
Durant la valvogénesi d’'E. leei apareixen un conjunt de microfibrilles immerses en una
matriu densa al citoplasma de la cél-lula CV. Aquest tipus d’estructures no s’han
observat en altres espécies del génere Enteromyxum, perd0 s6n semblants a les
estructures descrites a les cél-lules CC de Polysporoplasma mugilis (Sitja-Bobadilla i
Alvarez-Pellitero 1995) o a les cél-lules CV de Zschokkella helmii (Abdel-Ghaffar i col.
2008a).
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Les unions septades o desmosomes septats observats entre els extrems sobreposats
de les céllules CV han estat descrits en altres mixosporidis (Azevedo i col. 1989,
Casal i col. 2007, Desportes-Livage i Nicolas 1990), perd mai no s’havien observat al
génere Enteromyxum (Palenzuela i col. 2002, Redondo i col. 2003). Aquestes unions
solen trobar-se als teixits epitelials d’invertebrats on a part de proporcionar resisténcia
mecanica als epitelis, actuen com a barrera a la difusié de soluts (Locke 1965). Per
tant, la preséncia d’aquestes unions en les cél-lules CV podria actuar donant estabilitat
i protegint la resta de cél-lules de 'espora.

Esporoplasma. La formacié de I'esporoplasma binucleat a E. leei podria ser
deguda a la unié de dues ceél-lules esporoplasmiques indiferenciades o bé a la
cariocinesi d’'una cél-lula esporogénica. Tot i que mai s’ha observat la fusié de cél-lules
esporogéniques, sembla que aquesta seria la via de formacié més probable ja que en
els esporoblasts indiferenciats s’han arribat a observar fins a 6 cél-lules. Tot i que
E.leei presenta un esporoplasma binucleat, E. fugu presenten dos esporoplasmes
uninucletats. La variabilitat en I'estructura de I'esporoplasma sembla que no tindria cap
tipus d’'importancia taxonomica ja que també ha estat descrita en altres mixosporidis
com Leptotheca (Tun i col. 2000, Sitja-Bobadilla i Alvarez-Pellitero 2001) o Kudoa (Cho
i Kim 2003, Lom i Dykovéa 1988).
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5.1. INTRODUCCIO

En els darrers anys, el coneixement dels mixozous (Filum Myxozoa) ha crescut
exponencialment gracies, sobretot, a la creixent necessitat de solucionar els
problemes sanitaris que aquests parasits ocasionen en cultius de peixos d’interés
comercial. En aquest context s’emmarca el descobriment d Enteromyxum leei
(Diamant 1992) com I'agent causant d’'una enteritis cronica en cultius d’orada (Sparus
aurata) al Mediterrani. Les caracteristiques d’aquest mixozou (poca especificitat i
transmissio horitzontal) han fet que aquest parasit hagi estat considerat com un perill
pel desenvolupament i la diversificacié de I'aquicultura al Mediterrani. E. leei no només
afecta les produccions d’orada del Mediterrani sin6 que entre el seu ventall d’hostes es
troben altres esparids amb un elevat potencial per a la diversificacié de I'aqUicultura al
Mediterrani com la morruda (Diplodus puntazzo) (Diamant 1995, Montero i col. 2007),
el besuc (Pagellus bogaraveo) (Marino i col. 2004), el sarg (Diplodus sargus)
(Golomazou i col. 2006a), el pagre ver (Pagrus pagrus) (Diamant 1995) i el pagre
japones (Pagrus major) (Le Breton i Marques 1995). Dins del rang d’hostes d’E. leei,
s’ha observat que n’hi ha que presenten una major susceptibilitat pel parasit tant a
nivell de families (els blénids i labrids sén parasitats amb més facilitat que altres
families de peixos) com a nivell d’espécies dins d’'una mateixa familia. Aixi, si només
es prenen en consideracio els esparids, s’ha vist que la morruda mostra una elevada
susceptibilitat tant en condicions d’experimentacié com en gabies a mar obert (Zrnéic¢ i
col. 1998, Athanassopoulou i col. 1999, Montero i col. 2007), tant, que en alguns
casos, ha conduit al progressiu abandonament del seu cultiu en algunes arees del
Mediterrani (Fioravanti i col. 2004). Aquesta susceptibilitat de la morruda, que pot
cursar amb elevades mortalitats, destaca front a la resisténcia d’alguns estocs d’orada
en queé la infeccid, sovint, esdevé cronica durant molt de temps.

El descobriment de la transmissié horitzontal d’aquest parasit, que ha facilitat el
manteniment d’infeccions en condicions de laboratori, ha permés obtenir gran quantitat
d’informacié referent a la morfologia i patogenia d’E. leei en espécies d’interes
comercial com la morruda o I'orada (Cuadrado i col. 2008, Alvarez-Pellitero i col. 2008,
Fleurance i col. 2008). Tot i aixd, no existeixen prou estudis comparatius que permetin
entendre I'aparent susceptibilitat que mostren algunes espécies de peixos quan es
comparen amb altres. Recentment, perd, s’ha demostrat que tant les caracteristiques
de I'hoste (mida o estoc) com les caracteristiques de la infeccié (temperatura, dies
d’exposicid, ratio donador:receptor) poden afectar a la progressioé de la infecci6é o a la
mortalitat que produeix aquesta enteromixosi (Sitja-Bobadilla i col. 2007).

L’objectiu del present treball és, per tant, realitzar un estudi comparatiu de
I'establiment, la progressié de la infeccié i la patogénia d’E. leei en diferents situacions
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experimentals que inclouen diferents métodes d’infeccid (cohabitaci6 amb peixos
donants, la ingestié forgcada del parasit i la infeccié natural, diferents especies (orada i
morruda) i diferents edats (juvenils i adults). Amb aquest estudi es pretenen identificar
les semblances i les diferéncies en els patrons d’infeccié que segueix E. leei en cada

situacié experimental.
5.2. MATERIALS | METODES

5.2.1. Material biologic i tecniques post mortem

El material biologic amb que s’ha realitzat el present estudi prové de les infeccions
experimentals O1, C1, C2i C3 i de la infeccié N1 que s’expliquen amb detall a I'apartat
3.1 “Materials i métodes. Material biologic” (p. 25-28). La metodologia emprada en el
processament dels individus després del seu sacrifici es detallen a l'apartat 3.2.1.
"Materials i métodes. Técniques post mortem. Técniques histologiques” (p. 28-31). Tal
i com es descriu en aquest apartat, tots els talls van ser tenyits amb Hematoxilina i
Eosina (HIiE). A més, els talls que provenien de les infeccions C1 i O1 van ser tenyits
amb Giemsa i els que provenien de les infeccions C2 i C3 es van tenyir amb Acid
Periodic-reactiu de Schiff (PAS).

5.2.2. Estudi histologic

Tal i com s’ha esmentat a I'apartat 2. “Objectius” (p. 19), els objectius del projecte
europeu en qué s’emmarcava la present tesi doctoral eren diferents als objectius
concrets d’aquest estudi. Aquest és el motiu pel qual la metodologia emprada en el
processament de les mostres ha estat lleugerament diferent en cada infeccié. Aixi, en
les infeccions C1 i O1 s’han estudiat talls histologics de la vesicula biliar, 'estébmac, els
cecs pilorics, l'intesti anterior, el posterior i el recte. En les infeccions C2 i C3 s’han
estudiat talls de la melsa, el fetge, la vesicula biliar, 'estomac, els cecs pilorics i
I'intesti anterior, mig i posterior (aquest ultim amb el recte). Per ultim, en la infeccidé N1
s’han estudiat talls de les branquies, la melsa, el fetge, I'estomac, l'intesti posterior, el
mig, I'anterior (amb els cecs pilorics) i el recte.

Els aspectes de la infeccid que es descriuen a continuacié van avaluar-se mitjangant
'observacié d’aquests talls histologics en un microscopi Leica DM 5000B. A més, es
van prendre imatges digitals mitjancant una camera ProgRes C3 i el software
ProgRes® CapturePro 2.1 (Jenoptik, Alemanya).

En primer lloc, es va estudiar la preséncia o I'abséncia del parasit anotant-ne tant
I'estadi de desenvolupament (des de ST1 fins a ST5) com la localitzacié (dins o fora

del teixit). En aquest sentit, es va considerar que un individu o un teixit estava infectat
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quan es trobava algun estadi del parasit dins del teixit estudiat. Aixd va permetre
obtenir un valor de prevalenca (P) de la infeccié que es va definir com el percentatge
entre el nombre d’individus infectats (n) respecte el nombre total d’'individus examinats

(ng).

P="2x100
nr

Per tal d’avaluar la intensitat de la infeccid, es van realitzar tres comptatges a I'atzar
del nombre de parasits per unitat de superficie (mm?) en cada seccié de teixit i després
es va calcular la mitjana aritmética. A més de mesures d’intensitat, també es va anotar
si la infecci6 era total o parcial, en el sentit de si afectava la totalitat del teixit o només
afectava petites regions.
Per altra banda, es van anotar alguns aspectes de la resposta cel-lular de '’hoste com
'abundancia relativa de leucocits i de cel-lules granulars eosinofiles (CGE) a la
submucosa, la infiltracié d’aquests tipus cellulars a la mucosa o I'abundancia de
celllules rodlet també a la mucosa. L’abundancia relativa de leucocits i CGE a la
submucosa va permetre establir 4 nivells per la resposta inflamatoria: nul-la, lleu,
moderada i greu.
Per acabar, es va realitzar un estudi histopatologic en que es van realitzar anotacions
dels canvis en 'estructura normal i de les lesions del teixit afectat pel parasit.

5.2.3. Estudi estadistic
Per estudiar les dades biometriques es va emprar el factor de condicié (FC), que es va
definir com el quocient entre el pes (P) i la longitud (L) al cub dels individus:

Per testar diferéncies en els valors mitjans del FC entre els peixos control (C) i els
receptors (R) i entre els peixos sans i els parasitats en cada mostreig es va emprar un
analisi de la variancia d’'un factor (ANOVA). Quan les dades incomplien els requisits de
normalitat 0 homogeneitat de variancies, aquestes comparacions es van realitzar
mitjangant la prova U de Mann Whitney. Totes aquestes analisis es van realitzar amb
el programa SPSS 15.0, en qué es va fixar un nivell de significacié minim de p < 0,05.
D’altra banda, i només en el cas de la infeccié N1, es va estudiar la relacié existent
entre el FC i la intensitat mitjana de la infeccié en cada un dels trams mitjangant el
coeficient de correlacié de Pearson.
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Per analitzar els valors d’intensitat mitjana del parasit entre trams intestinals en cada
dia de mostreig es va emprar una analisi de la variancia d’'un factor amb mesures
repetides (ANOVA MR). Quan les dades incomplien els requisits de normalitat o
igualtat de variancies, aquestes comparacions es van realitzar mitjancant el Test de
Friedman. Quan el Test de Friedman va donar valors significatius es va emprar el Test
de Wilcoxon per detectar entre quins parells de trams es produien les diferéncies
significatives (es va aplicar la correcci6 de Bonferroni en el nivell de significacio
minim).

Es va emprar una ANOVA per comparar els valors d’intensitat mitjana del parasit de
cada tram en els diferents dies de mostreig (només en infeccions O1, C1, C2 i C3).
Quan les dades incomplien els requisits de normalitat o igualtat de variancies,
aquestes comparacions es van realitzar amb el Test de Kruskall-Wallis. Aquests tests
també es van emprar per comparar els valors d’'intensitat mitjana maxima assolida pel
parasit en cada tram intestinal entre infeccions experimentals.

Per validar la normalitat de les dades es va emprar el Test de Shapiro-Wilk ja que la
mida mostral era reduida (n < 30) i per validar la igualtat de variancies es va emprar el
Test de Levene.

D’altra banda es va modelitzar la intensitat del parasit en funcié de la espécie, del tram
intestinal i del temps en les infeccions C2 i C3 i en funcié del métode d’infeccié, del
tram intestinal i del temps en les infeccions O1 i C1. Aquesta modelitzaci6 es va
realitzar utilitzant el programari SAS 9.0 ®. Es va emprar un model de regressio
logistica, de manera que es va transformar la variable intensitat en una variable
binomial que prenia el valor 0 quan la intensitat era igual a 0 parasits/mm? i 1 quan la
intensitat era superior a 0 parasits/mm? D’aquesta manera, el model de regressié
logistica va permetre explicar la preséncia o absencia del parasit en funcié de les
variables: tipus d’infeccid, espécie, tram i temps.

Per dltim, i per tal d’avaluar el grau de relacid entre la preséncia del parasit i
I'existéncia d’'una reacci6 inflamatoria es va emprar el coeficient de correlacié de

Pearson i el coeficient Tau-b de Kendall (7).
5.3. RESULTATS

5.3.1. Infeccié per cohabitacio en orades adultes (C1)
5.3.1.1. Progressio de la infeccio

Els primers estadis del parasit, fonamentalment estadis ST2 i ST3, es van detectar el
dia 21 de cohabitacio formant petites agrupacions a la mucosa del recte. Només en un
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cas es van poder observar aquests estadis formant agrupacions -de menor intensitat
que al recte- a la mucosa de l'intesti posterior i dels cecs pilorics (Fig.5.1, Fig.5.2).

El dia 42 de cohabitacié ja es van poder observar estadis ST4 i ST5 formant
agrupacions amb estadis ST2 i ST3 a la mucosa de qualsevol zona de lintesti
(Fig.5.3a). A més, també es van observar estadis del parasit lliures al lumen (Fig.5.3b)
i en contacte amb les microvellositats dels enterocits (Fig.5.3c). A partir d’aquest
moment i en endavant, es van observar agrupacions del parasit en qualsevol zona de
la mucosa intestinal. En aquestes agrupacions es podia distingir qualsevol estadi del
parasit: els estadis proliferatius (ST2 i ST3) es solien situar al voltant dels estadis
esporogeénics (ST4 i ST5), que es situaven al nucli de I'agrupacié. A partir del dia 42 de
cohabitacié també va ser freqlent I'observacié d’estadis lliures al lumen o d’estadis
sobre les microvellositats dels enterocits (ST3, ST4 i ST5) dels individus parasitats.

Tot i que a partir del dia 42 de cohabitacié el parasit podia localitzar-se en qualsevol
tram intestinal, només un petit percentatge dels individus parasitats (d'un 12,5 a un
25% dels individus en funci6 del dia de mostreig) va presentar el parasit
simultaniament en els quatre trams estudiats. En aquests casos, el parasit no va

colonitzar de manera continua la totalitat de la mucosa intestinal.
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Fig.5.1. Prevalenca de la infecci6 C1 en cada tram intestinal al llarg de

'experiment. IA: Intesti anterior, IP: Intesti posterior, CP: Cecs pilorics.
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Fig.5.2. Evolucié6 de la intensitat mitjana en cada tram intestinal durant la
infeccié C1. Cada punt representa la intensitat mitjana del parasit en cada dia de

mostreig. IP: Intesti posterior, IA: Intesti anterior, CP: Cecs pildrics.

El percentatge total d’'individus infectats va anar creixent progressivament des del dia
21 de cohabitacié fins al final de I'experiment (Taula 5.1).

Taula 5.1. Prevalenca (P) i prevalenca acumulada (P,) de la infeccié C1 en cada dia de

mostreig.
Dies de cohabitacio
21 42 56 72
P (%) 16,67 36 36 58,33
P (%) 16,67 26,53 29,72 36,73
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Fig.5.3. Imatges al MO d’estadis d’E. leei a l'intesti de peixos parasitats. Tincié HiE. a.
Agrupacié d’estadis del parasit a la mucosa intestinal. b. Estadis ST5 del parasit al lumen
de lintesti. c¢. Estadi ST3 en contacte amb les microvellositats dels enterocits de la
mucosa intestinal. Barres: 20 um (a i ¢), 50 um (b).

Quan es va estudiar la prevalenca de la infeccié en cada tram intestinal (Fig.5.1) es va
observar que el percentatge d’individus amb lintesti posterior i el recte infectats
experimentava un creixement progressiu a mesura que avangava la infeccié (sobretot
al recte). En canvi, a lintesti anterior i als cecs pilorics nhomés es va produir un
creixement de la prevalenca fins al dia 42 de cohabitaci, moment a partir del qual la
proporcié d’individus infectats es va mantenir més o menys constant. Al final de
I'experiment, el percentatge d’individus que presentaven el recte o l'intesti posterior
afectat representaven una mica més del doble que els que presentaven els trams
anteriors afectats (Fig. 5.1). Tot i que els trams posteriors semblaven mostrar una
major predisposicié a ésser parasitats, no es van trobar diferéncies significatives en el

risc de cadascun dels trams a ésser parasitats.
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Pel que fa a la intensitat mitjana del parasit, gairebé en tots els trams (amb excepcio
de lintesti posterior) es va produir un creixement fins al dia 56 de cohabitacié, moment
a partir del qual la intensitat mitjana va comencar a disminuir. Tot i aquest creixement
general, només el recte va presentar valors dintensitat mitjana del parasit
significativament diferents al llarg de I'experiment (F = 3,274; g.I. = 3; p = 0,041). La
intensitat mitjana del parasit va mantenir-se més elevada en els trams posteriors de
Iintesti que en els trams anteriors en gairebé tots els dies mostrejats. Tanmateix,
només els dies 21 i 72 de cohabitacié les diferéncies entre trams intestinals van ser
significatives (n = 12; g.l. = 3; = 14,633; p = 0.002 i n = 4; g.l. = 3; ¥* = 10,714;
p=0,013) i només el dia 72 de cohabitaci6 es va poder detectar que aquestes
diferencies eren significatives entre el recte i els cecs pilorics (Z =-2,703, p = 0,007) .
En les orades receptores (R) infectades no es van detectar estadis del parasit en cap
altre teixit que no fos l'intesti o els cecs pilorics. No es van detectar estadis del parasit
en cap de les orades control (C).

5.3.1.2. Lesions i reaccio inflamatoria

A partir del dia 21 de cohabitaci6 ja es va poder observar I'efecte del parasit sobre les
cel-lules de la mucosa intestinal, que van comengar a presentar graus variables de
compressié mecanica (Fig.5.4a). A partir del dia 42 de cohabitacié6 en endavant, el
creixent nombre d’'estadis del parasit va provocar I'aparicié d'ondulacions de la
superficie de I'epiteli intestinal com a consequéencia de la pressio exercida (Fig.5.4b).
Altres lesions que es van poder observar van ser la descamacié i la mort cel-lular sigui
per necrosi, apoptosi o anoikis de les cél-lules de la mucosa intestinal que,
freqientment, estaven associades a [lalliberacié del parasit al lumen intestinal
(Fig.5.4c, Fig.5.4e). També es va poder observar el despreniment d’algunes regions de
la mucosa intestinal (completament infectades) que es separaven de la submucosa
adjacent (Fig.5.4d, Fig.5.4e) i 'aparicié6 d’edemes a la submucosa (Fig.5.4f). Només el
darrer dia de mostreig (dia 72 de cohabitacié) es va poder observar la necrosi de les
cel-lules de la submucosa.

Pel que fa a la resposta inflamatoria per part de I'hoste, es va observar que existia una
relacié positiva i significativa entre la preséncia del parasit i I'aparicié de resposta
inflamatoria (x* = 329,090, g.l. = 3, p = 0,000; t = 0,894, g... = 3, p = 0,000). Aixi, en la
majoria d’orades R infectades es va produir un augment de I'abundancia relativa de les
cel-lules inflamatories (sobretot leucocits) a la submucosa (Fig.5.5a). Rarament es va
observar un augment de I'abundancia relativa de CGE a la submucosa o la infiltracié
d’aquestes cel-lules a la mucosa de l'intesti.
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D’altra banda, es van poder observar diferéncies quant a la resposta en cada tram
(Fig.5.6). Aixi, en els trams posteriors van dominar les respostes de tipus lleu, a
I'intesti anterior van predominar les moderades i, per ultim, als cecs pilorics van

dominar les respostes de tipus greu.
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Fig.5.4. Imatges al MO de les principals lesions del teixit intestinal que apareixen durant
les infeccions per E. leei. Tincié HIE. a. Compressié mecanica dels enterdcits adjacents

als estadis del parasit. La compressié mecanica es pot observar en la deformacié del
nucli dels enterocits (fletxes). b. Ondulaci6é de la superficie de la mucosa intestinal. La
creixent compressio pot ocasionar el despreniment d’alguns estadis del parasit (fletxa). c.
Necrosi de les cél-lules de la mucosa intestinal associada a la sortida del parasit (fletxa)
cap al lumen intestinal. d. Separacié de la mucosa de la submucosa adjacent. e.
Separaci6é de la mucosa de la submucosa i necrosi de la mucosa associada a la sortida

del parasit. f. Edema a la submucosa. Barres: 20 um (a-c), 50 pm (d-f).
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Fig.5.5. Imatges al MO i MET de la resposta de 'hoste front d’ E. leei. a. Engruiximent de

la submucosa degut a un increment de céllules inflamatories. Aquest engruiximent
només s'observa en les regions parasitades per E. leei (asterisc). b. Resposta
inflamatoria produida per un increment de CGE (fletxes) a la submucosa. c¢. Cél-lula
granular eosindfila (CGE) en contacte amb un estadi ST4 del parasit i cél-lula rodlet (RC)
a les proximitats d’'un estadi ST3. d. Increment del nombre de cél-lules rodlet (fletxes) en
una regié de I'epiteli ocupada per estadis d’'E. leei. Barres: 5 um (c), 20 um (d), 50 um (b i

c).
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Fig.5.6. Nombre dorades R parasitades durant la infecci6 C1 que
presentaven algun tipus de reaccié inflamatoria. IP: Intesti posterior, IA:

Intesti anterior, CP: Cecs pilorics.

5.3.2. Infeccio per ingestio en orades adultes (O1)

5.3.2.1. Progressio de la infecci6

Les primeres orades infectades es van observar el dia 16 després de la ingestié del
parasit (d.i.). En aquestes, el parasit es va poder observar formant agrupacions
d’extensio variable que incloien diversos estadis de desenvolupament des de ST2 fins
a ST5, amb predomini d’estadis ST3 i ST4. En general, els estadis ST4 i ST5 es
situaven al nucli de l'agrupacié mentre que els estadis ST3 i ST4 es situaven a la
periféria. En tots els casos, els estadis es van localitzar entre els enterocits de la
mucosa intestinal i, ocasionalment, sobre les microvellositats dels enterocits (només al
recte) o bé lliures al lumen intestinal barrejats amb mucus i altres restes cel-lulars. En
aquest primer dia de mostreig, més de la meitat de les orades R infectades (62,5%)
van presentar un Unic tram intestinal infectat, que en la majoria de casos (60%) va
resultar ser els cecs pildrics (Fig.5.7). Tot i que els cecs pilorics van ser el tram més
freqientment afectat, la intensitat mitjana del parasit en aquest tram va ser
lleugerament inferior a la intensitat a 'intesti posterior i el recte (Fig.5.8).
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Fig.5.7. Prevalenca de la infecci6 O1 en cada tram intestinal al llarg de

'experiment. IP: Intesti posterior, IA: Intesti anterior, CP: Cecs pilorics.
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Fig.5.8. Evolucio de la intensitat mitjana del parasit en cada tram intestinal
durant la infeccio O1. Cada punt representa la intensitat mitjana del parasit
en cada dia de mostreig. IP: Intesti posterior, IA: Intesti anterior, CP: cecs
pilorics.
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El dia 29 d.i., el parasit sempre es va trobar formant agrupacions d’estadis ST2 a ST5
a la mucosa (entre els enterocits o sobre el microvill) o al lumen de lintesti. La
prevalenca de la infeccié també es va mantenir elevada en aquest segon i ultim dia de

mostreig (Taula 5.2).

Taula 5.2. Prevalenca (P) i prevalenca acumulada (P,) de la infeccié O1 en cada dia de

mostreig.

Dies de cohabitacio

16 29
P (%) 78,57 86,66
P, (%) 57,14 73,33

En aquest cas, per0, es va observar que la majoria d’orades infectades (63,36%)
presentaven més d’'un tram intestinal afectat que sempre incloia el recte i/o lintesti
posterior. A més, quan les orades presentaven un Unic tram afectat (36,64% dels
casos), aquest solia ser el recte (75%). Per tant, respecte el mostreig anterior (dia 16
d.i.) no només es va observar un augment del nombre de trams afectats sin6 un canvi
en la freqiéncia d’infeccié6 d’algun d’ells. Aixi, els cecs pilorics van ser I'Unic tram
intestinal en qué es va produir una disminucié de prevalenga amb el temps (Fig.5.7).
Tot i les diferéncies observades en les prevalences d’infeccié dels diversos trams
intestinals, només l'intesti anterior va presentar un risc significativament menor de ser
parasitat que l'intesti posterior al llarg de tot 'experiment (Taula 5.3). Aixi com en la
infeccié anterior (C1), en la infeccié O1 tampoc no es van poder observar orades R
infectades que presentessin una infeccié total i continua de la mucosa intestinal al final

de I'experiment.

Taula 5.3. Valors significatius de les estimacions odds ratio del model de regressié logistica

amb mesures repetides pel tram intestinal.

Estimacio odds ratio

Estimacio g.l. 95% limits confianga

Intesti anterior Intesti posterior 0,736 104 0,069 0,995
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Pel que fa a la intensitat mitjana del parasit, es va observar una tendéencia al
creixement al llarg del temps en tots els trams intestinals, que va ser més marcada al
recte (Fig.5.8). D’altra banda, aquesta intensitat es va mantenir més elevada al recte i
a l'intesti posterior que a l'intesti anterior i als cecs pilorics (Fig.5.8).

En aquesta infeccié tampoc no es van observar estadis del parasit en cap altre teixit
que no fos la mucosa de lintesti o dels cecs pilorics de les orades R infectades.

Tampoc es van observar estadis del parasit en les orades C.

5.3.2.2. Lesions i reaccio6 inflamatoria

Les lesions que van apareixer en el transcurs de la infeccié van ser similars que en la
infecci6 C1. Des del comengament (dia 16 d.i.), es va poder observar la compressio
mecanica de les cél-lules de la mucosa i l'ondulacié de la superficie de I'epiteli
intestinal ocasionada per la pressio exercida pel parasit. A més, i també des del primer
dia de mostreig, es van poder observar la separacié de trossos parasitats de mucosa
de la submucosa adjacent i I'aparicié d’edemes a la submucosa a l'intesti anterior i als
cecs pilorics. A partir del dia 29 d.i.,, aquestes lesions es van poder observar en
qualsevol tram i, a més, van comencar a apareixer els primers casos de mort cel-lular
de les cél-lules de I'epiteli intestinal associada a la sortida d’estadis del parasit.

Es va observar que existia una relacié positiva i significativa entre la preséncia del
parasit i 'aparicié d’una resposta inflamatoria (x* = 54,962, g.I. =3, p = 0,000; t = 0,696
g.l. = 3, p =0,000). La reacci6 inflamatoria va consistir en un augment de I'abundancia
relativa del nombre de cél-lules inflamatories a la submucosa. En aquest cas, també es
va notar una resposta variable en funcié del tram intestinal afectat (Fig.5.9). Aixi, el
recte i l'intesti posterior o bé no van presentar cap resposta o bé aquesta va ser lleu.
L’intesti anterior va presentar una resposta inflamatoria de tipus moderat. Els cecs
pilorics van reaccionar d’'una manera desigual en funcié de l'individu. En la majoria de
casos, no van presentar cap tipus de resposta perd quan la van presentar va ser
catalogada com a lleu o greu.
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Fig.5.9. Nombre dorades R parasitades durant la infecci6 O1 que
presentaven algun tipus de reaccié inflamatoria. IP: Intesti posterior, IA:

Intesti anterior, CP: Cecs pilorics.

5.3.3. Infeccié per cohabitacié en morrudes juvenils (C2)

5.3.3.1. Dades biomeétriques

No es van detectar diferéncies significatives en comparar els valors del FC entre les
morrudes R infectades i les morrudes R no infectades en els diferents dies de
mostreig. Tampoc no es van detectar diferéncies significatives quan es va comparar la
variacié del FC de les morrudes R infectades en els diferents dies de mostreig. D’altra
banda, només el dia 38 de cohabitacié les morrudes R infectades van presentar un FC
significativament més baix que les morrudes C (Z = -2,00, p = 0,046).

5.3.3.2. Progressio de la infeccié

Les primeres espores del parasit es van poder observar al lumen del tracte digestiu el
segon dia de cohabitaci6. També el segon dia de cohabitacié es van detectar trossos
d’intesti infectats a I'estbmac de 2 morrudes R.

No va ser fins al dia 7 de cohabitacidé que es van poder detectar les primeres morrudes
R infectades. En aquestes es van poder identificar estadis ST1 del parasit a la mucosa
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de les parts mitja i posterior de l'intesti (Fig.5.10). El parasit en aquest moment ja es
trobava afectant el 50% de les morrudes estudiades. En la resta de mostrejos, la
prevalenca va romandre elevada fins que va assolir el 100% el dia 31 de cohabitacié
(Taula 5.4).
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Fig.5.10. Prevalenga de la infecci6 C2 en cada tram intestinal al llarg de

'experiment. IP: Intesti posterior, IM: Intesti mig, IA: Intesti anterior, CP:

Cecs pilorics.

Taula 5.4. Prevalenca (P) i prevalenca acumulada (P,) de la infeccié C2 en cada dia de

mostreig.
Dies de cohabitacio
2 4 7 10 14 19 24 31 38 45
P (%) 0 0 50 66,6 83,3 100 83,3 100 100 100
P (%) 0 0 18,75 31,81 42,85 51,5 56,4 62,2 66 68,51
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El dia 10 de cohabitacié van comencar a aparéixer petites arees de la mucosa de
I'intesti posterior i mig ocupades per estadis ST1 a ST3. A partir d’aquest moment i fins
al final de I'experiment, es van observar estadis ST2 a ST5 del parasit al lumen de
Iintesti.

El dia 14 de cohabitaci6é el parasit va comengar a ocupar la mucosa de la part més
anterior de l'intesti (Fig.5.10). A lintesti posterior i mig el parasit seguia ocupant arees
més o menys extenses de I'epiteli, on van comencgar a apareixer estadis ST4 i ST5.
Per primera vegada, es van observar estadis del parasit (ST3, ST4 i ST5) molt a prop
o en contacte amb les microvellositats dels enterocits. A partir d’aquest moment va
comengar a ser freqiient 'observacié d’estadis ST3, ST4 o ST5 en contacte amb les
microvellositats dels enterocits.

El dia 19 de cohabitacio la infeccidé ocupava tots els trams de l'intesti i els cecs pilorics
(Fig.5.10). En la meitat dels individus analitzats el parasit es distribuia formant una
infeccié continua al llarg de l'intesti i els cecs pilorics, mentre que en l'altra meitat el
parasit es distribuia formant petites agrupacions. En aquestes agrupacions
s’observava que els estadis de proliferacié ST2 i ST3 es situaven a la periféria dels
estadis esporogénics (ST4 i ST5). Tant el dia 19 com el 24 de cohabitacid, els trams
anteriors van presentar un predomini de formes ST3, tot i que ocasionalment es van
observar alguns estadis ST4 i ST5. Pel que fa a la intensitat mitjana, es va observar
qgue en els trams posterior i mig de l'intesti era superior que en lintesti anterior i els
cecs pilorics a I'inici de la infeccié. La major intensitat mitjana del parasit en els trams
posteriors respecte els anteriors es va mantenir fins al final de I'experiment, sobretot
pel que fa a la intensitat del tram posterior de lintesti respecte a la resta de trams
(Fig.5.11). Les diferéncies en la intensitat mitjana del parasit entre trams intestinals van
resultar significatives els dies 14, 24, 31 i 45 de cohabitacié (Taula 5.5).
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Fig.5.11. Evolucié de la intensitat mitjana en cada tram intestinal durant la
infecci6 C2. Cada punt representa la intensitat mitjana del parasit en cada
dia de mostreig. IP: Intesti posterior, IM: Intesti mig, |A: Intesti anterior, CP:

Cecs pilorics.

Taula 5.5. Valors significatius de les proves de Friedman (xz) i ANOVA (F) amb mesures

repetides pel tram intestinal.

2

X gl P
Dia 14 13,216 3 0,004

F gl P
Dia 24 20,482 3 0,047
Dia 31 10,303 3 0,043
Dia 45 8,350 3 0,015

A partir del dia 31 de cohabitacié en endavant, tots els individus presentaven una
infeccié continua, tot i que en la majoria la part més distal dels cecs pilorics va
romandre lliure de la infecci6 fins al final de I'experiment. Des d’aquest moment i fins al
final de I'experiment, es va poder observar qualsevol estadi de desenvolupament (tot i
que amb més freqliéncia estadis ST3 i ST4) coexistint en qualsevol dels trams
intestinals. El dia 45 es van observar espores del parasit al lumen de la vesicula biliar.
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En cap altre dels teixits estudiats de les morrudes R es van observar estadis del
parasit. No es van observar estadis del parasit en les morrudes C. Pel que fa a les
mortalitats, només es va registrar una baixa el dia 38 de cohabitacio.

Per tant, durant la infecci6 C2 es va observar que el parasit anava colonitzant I'intesti
de manera progressiva des de la part posterior de l'intesti cap a la part anterior i els
cecs pilorics (Fig.5.10). En aquest sentit, l'intesti anterior i els cecs pilorics van
presentar aproximadament la meitat del risc d’estar infectats que l'intesti posterior al
llarg de tot I'experiment (Taula 5.6). A més, es va observar que en arribar a un nou
tram intestinal, la intensitat mitjana del parasit en aquest nou tram creixia de manera
significativa a mesura que augmentava el temps de cohabitacié (Taula 5.7). Per aquest
motiu, la intensitat mitjana va ser sempre més elevada a l'intesti posterior que a la

resta de trams estudiats.

Taula 5.6. Valors significatius de les estimacions odds ratio del model de regressio

logistica amb mesures repetides pel tram intestinal.

Estimacio odds ratio

Estimacio g.l 95% limits confianca
Cecs pilorics Intesti posterior 0,472 423 0,250 0,892
Intesti anterior Intesti posterior 0,499 423 0,265 0,939

Taula 5.7. Valors significatius de TANOVA amb el temps com a variable.

F gl p
Intesti posterior 10,989 6 0,000
Intesti mig 7,994 7 0,000
Intesti anterior 5,279 4 0,006
Cecs pilorics 0,701 4 0,001

5.3.3.3. Lesions i reaccio inflamatoria

L’aparicio de lesions a I'epiteli intestinal coincidia amb la preséencia del parasit. En
aquest cas pero, 'augment progressiu de la intensitat del parasit va permetre observar
que la importancia estructural i funcional de les lesions es relacionava amb el nombre
de parasits a la mucosa. Aixi, en infeccions lleus, caracteritzades per una intensitat del
parasit baixa, només es va observar la compressié mecanica de les cél-lules adjacents

al parasit. En infeccions moderades el creixent nombre de parasits a la mucosa va
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portar a I'aparicié d’'ondulacions de la superficie de I'epiteli i a la descamacié d’alguns
enterocits i dels estadis del parasit. A més d’aquestes lesions, es van poder observar
altres interrupcions de la superficie intestinal com la desaparicié de les microvellositats
dels enterocits en aquelles regions en que es produia la sortida del parasit (Fig.5.4c).
A partir del dia 31 de cohabitacié, es va comencar a observar el despreniment de la
mucosa intestinal de la submucosa adjacent i la necrosi de I'epiteli intestinal que,
sovint, estava associada a I'alliberament del parasit al lumen. A més, a la submucosa
es van observar regions edematoses i hemorragies. En general, es va observar que
les regions intestinals més freqientment afectades per totes aquestes lesions eren
I'intesti anterior i els cecs pilorics.

Pel que fa a la resposta per part de I'hoste, es va observar que existia una relacié
positiva i significativa entre la preséncia del parasit i I'aparici6 d'una resposta
inflamatoria (x> = 138,645, g.l. = 3, p = 0,000; t = 0,725, g... = 3, p = 0,000). Aquesta
reaccio va ser variable en funcié del tram intestinal estudiat: aixi, mentre que als cecs
pilorics va dominar I'abséncia de resposta, a lintesti posterior es va produir una
resposta de tipus lleu i a la resta de trams la resposta va ser de tipus moderat
(Fig.5.12). En general, la resposta inflamatoria va consistir en un augment de
'abundancia relativa del nombre de cél-lules inflamatories (sobretot leucocits) a la
submucosa. No obstant, també va ser freqlient I'observaciéo de respostes en que el
tipus cel-lular predominant eren les CGE a la submucosa (Fig.5.5b). D’altra banda,
també es van observar CGE infiltrades a la mucosa o situades sobre algun estadi
aillat del parasit sobretot quan les infeccions eren d’intensitat lleu (Fig.5.5c).
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Fig.5.12. Nombre de morrudes R parasitades durant la infeccié C2 que
presentaven algun tipus de reaccié inflamatoria. IP: Intesti posterior, IM:

Intesti mig, IA: Intesti anterior i CP: Cecs pilorics.

5.3.4. Infeccio per cohabitacié en orades juvenils (C3)

5.3.4.1. Dades biomeétriques

No es van detectar diferéncies significatives en comparar els valors del FC entre les
orades R infectades i les no infectades en els diferents dies de mostreig. Tampoc no
es van detectar diferencies significatives quan es va comparar la variacié del FC entre
les orades R infectades en els diferents dies de mostreig. En cap cas es van trobar
diferéncies significatives entre el FC de les orades C i les orades R ni entre les orades

C i les orades R infectades.

5.3.4.2. Progressio de la infeccio

No va ser fins el dia 31 de cohabitacié en qué es van poder observar diversos estadis
del parasit (incloent formes ST3 i ST4) afectant una petita regié de l'intesti anterior
(Fig.5.13). La prevalenca de la infecci6 va romandre baixa fins al dia 45 de
cohabitacio. A partir del dia 60 de cohabitacio, la prevalenca va créixer i va mantenir-
se entre el 60 i el 66,6% fins al final de 'experiment (Taula 5.8).
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Fig. 5.13. Prevalenga de la infecci6 C3 en cada tram intestinal al llarg de
'experiment. IP: Intesti posterior, IM: Intesti mig, IA: Intesti anterior, CP: Cecs

pilorics.

Taula 5.8. Prevalenca (P) i prevalenca acumulada (P,) de la infeccié C3 en cada dia de

mostreig.
Dies de cohabitacio
2 4 7 14 31 45 60 77 89
P (%) 0 0 0 0 16,66 16,66 66,66 66,66 60
P, (%) 0 0 0 0 3,33 5,55 14,28 20,83 24,52

El dia 45 de cohabitacié es va tornar a observar una petita regié d’intesti posterior
infectada. A partir d’aquest moment, es van poder observar estadis ST3, ST4 i ST5
propers a les microvellositats dels enterocits i també lliures al lumen de l'intesti.

La presencia del parasit en totes les regions de l'intesti va anar creixent gradualment al
llarg de I'experiment tot i que va experimentar un lleu descens el dia 89 de cohabitacio
a les regions anterior i posterior de l'intesti (Fig.5.13).
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A partir del dia 60 de cohabitacio, coincidint amb l'augment generalitzat de la
prevalenca, el parasit ja es podia trobar en petites agrupacions afectant qualsevol part
de lintesti i els cecs pilorics. En aquestes agrupacions, els estadis més joves (ST2) es
situaven preferentment a la periféria i els estadis més madurs (ST3 i ST4) al centre. A
mesura que avancava el temps de cohabitaci6 es va observar que aquests grups
augmentaven en nombre perd també en mida, de manera que cada vegada més
superficie de la mucosa intestinal apareixia afectada. En aquest sentit, al final de
I'experiment (89 dies de cohabitacié) només es va assolir una infeccié continua del
tracte intestinal en un cas. No es van detectar estadis del parasit en cap altre dels
teixits estudiats en les orades R. Tampoc es van observar estadis en les orades C.

El parasit semblava establir-se indistintament a l'intesti anterior i al posterior formant
agrupacions per després anar colonitzant altres regions de lintesti. A més, es va
observar que la intensitat mitjana de la infecci6 tendia a augmentar amb el temps de
cohabitacio (Fig.5.14). En cap cas, pero, es van detectar diferéncies significatives en la
intensitat mitjana de cada tram al llarg del temps d’infeccié. Dins d’aquesta tendencia
general, l'intesti posterior va presentar una frequencia i una intensitat mitjana de la
infeccid superior a la resta de trams (Fig.5.13, Fig.5.14). Tot i aix0, no es van detectar
diferencies significatives en la intensitat mitjana entre trams intestinals en cada dia de
mostreig i tampoc no es van detectar diferencies en el risc d’infeccié entre trams

intestinals.
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Fig.5.14. Evoluci6 de la intensitat mitjana en cada tram intestinal durant la
infeccié C3. Cada punt representa la intensitat mitjana del parasit en cada
dia de mostreig. IP: Intesti posterior, IM: Intesti mig, IA: Intesti anterior, CP:
Cecs pilorics.

5.3.4.3. Lesions i reaccio inflamatoria

Exceptuant la compressié mecanica dels enterdcits adjacents al parasit, les primeres
lesions van apareixer el dia 60 de cohabitacié coincidint amb I'augment generalitzat de
la prevalenca d’infeccié i amb I'establiment del parasit en tots el trams intestinals.
Principalment, aquestes lesions van consistir en la separacié de porcions infectades de
la mucosa intestinal de la submucosa adjacent, en la mort cel-lular més o menys
extensa de les ceél-lules de l'epiteli intestinal associada a I'alliberament al lumen
d’estadis del parasit i també en laparici6 de petites regions edematoses a la
submucosa de lintesti. En general, tot i que aquestes lesions podien apareixer en
qualsevol tram intestinal, es va observar que apareixien amb més freqiéncia a la regi6é
posterior de l'intesti.

Pel que fa a la resposta per part de I'hoste, es va observar que existia una relacié
positiva i significativa entre la preséncia del parasit i I'aparici6 d'una resposta
inflamatoria (x* = 89,143, g.. = 3, p = 0,000; t = 0,649, g... = 3, p = 0,000). En general,

tots els trams excepte lintesti anterior (on van dominar les respostes de tipus lleu) es
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va caracteritzar per I'abséncia de resposta front del parasit (Fig.5.15). Com en les
experiéncies anteriors (C1, O1 i C2), la resposta inflamatoria va consistir en un
augment relatiu de I'abundancia relativa de cél-lules inflamatories (sobretot leucocits) a
la submucosa. Ocasionalment, i enlloc d’'un augment en I'abundancia de leucocits, es
va poder observar un augment en I'abundancia de CGE a la submucosa. Aquestes
cel-lules també es van trobar properes o0 en contacte a estadis del parasit en infeccions
d’intensitat lleu. A més, a vegades, es va notar un lleuger augment del nombre de
cel-lules rodlet en regions de I'epiteli intestinal ocupades pel parasit (Fig.5.5d).
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Resposta inflamatdria

Fig.5.15. Nombre d'orades R parasitades durant la infecci6 C3 que
presentaven algun tipus de reaccié inflamatoria. IP: Intesti posterior, IM:

Intesti mig, IA: Intesti anterior, CP: Cecs pilorics.

5.3.5. Infeccié en medi natural de morrudes (N1)

5.3.5.1. Dades biomeétriques

No es van detectar diferéncies significatives en comparar els valors del FC entre les
morrudes infectades i les no infectades. Tampoc no es va trobar que existis una
relacié significativa entre la intensitat mitjana del parasit en cada tram i el FC de cada

individu.
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5.3.5.2. Estudi histologic de la infeccio

El 53,49% dels individus examinats va presentar algun estadi del parasit a la mucosa
intestinal. En molt pocs casos (un 13%) la infeccié es va presentar en forma de petites
agrupacions formades exclusivament per estadis proliferatius ST2 i ST3. Al contrari, en
la majoria de morrudes parasitades la mucosa intestinal apareixia ocupada per grups
d’estadis proliferatius (majoritariament, ST3) i esporogénics (ST4 i ST5) del parasit
que, rarament (en un 27,27%), van arribar a ser prou extenses com per formar
infeccions continues. En aquests grups, els estadis ST3 eren més abundants al voltant
de nuclis d’estadis ST4 i ST5. A més de localitzar-se entre les cél-lules de la mucosa
intestinal, també es van poder observar estadis del parasit (sobretot ST5) lliures al
lumen i freqientment acompanyats d’altres restes cel-lulars i mucus. Ocasionalment,
es van observar estadis ST4 del parasit propers a les microvellositats dels enterocits.
A part de a lintesti, no es van detectar estadis del parasit en cap altre dels teixits
estudiats en aquesta infeccio.

Pel que fa a la distribucié del parasit, es va observar que aquest es trobava més
freqlientment als trams anteriors (intesti anterior i mig) que als trams posteriors (intesti

posterior i recte) (Fig. 5.16).

e
Cim
[ 1
Brecte

17,46%

Fig.5.16. Percentatge d’individus parasitats en cada tram intestinal. IP:

Intesti posterior, IM: Intesti mig, IA: Intesti anterior, CP: Cecs pilorics.
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Quan es va comparar la intensitat mitjana en cada tram es va observar que els trams
anteriors (intesti anterior i mig), a més, presentaven intensitats del parasit més
elevades que els trams posteriors (intesti posterior i recte) (Fig.5.17). Tot i aquesta
tendéncia general, només es van detectar diferéncies estadisticament significatives
entre la intensitat mitjana de l'intesti mig i el recte (x* = 14,136 , g... = 3, p = 0,003;
Z=-2,464, p =0,014).
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Fig.5.17. Intensitat mitjana expressada com a n? de parasits /mm? en cada

tram en la infeccid N1. IP: Intesti posterior; IM: Intesti mig; IA: Intesti anterior.

5.3.5.3. Lesions i reaccio6 inflamatoria

Es va observar que l'aparicié de lesions estava relacionada amb la preséncia del
parasit a l'epiteli intestinal. A més, es va observar que aquestes lesions eren
estructuralment i funcionalment més importants com més elevada era la intensitat del
parasit a I'epiteli. Aquestes lesions van consistir en la compressié mecanica de les
cel-lules de l'epiteli intestinal i I'ondulacié de la mucosa. També es va observar la
descamaci6 i mort cel-lular de les cél-lules de la mucosa associada a I'alliberament del
parasit al lumen i el despreniment de seccions de mucosa parasitada de la submucosa
adjacent. A més, també es van poder observar petits edemes a la submucosa
d’algunes regions de lintesti.
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Pel que fa a la resposta per part de I'hoste, es va observar que existia una relacio
positiva i significativa entre la preséncia del parasit i I'aparici6 d’'una resposta
inflamatoria (x> = 70,212, g.l. = 3, p = 0,000; T = 0,676, g.l. = 3, p = 0,000). En la
majoria de casos aquesta resposta va ser moderada, exceptuant l'intesti anterior, en
qué la resposta va ser predominantment lleu (Fig.5.18). Com en la majoria d’infeccions
estudiades, la resposta inflamatdria va consistir en un augment de I'abundancia
relativa de cél-lules inflamatories (majoritariament, leucocits). Ocasionalment, i
coincidint amb intensitats del parasit lleus, es va observar un augment de I'abundancia
de CGE a la submucosa o bé infiltrades a la submucosa a prop del parasit. En aquest
darrer cas, també es va poder observar un augment del nombre de cel-lules rodlet al

voltant del parasit.
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Resposta inflamatdria
Fig.5.18. Nombre de morrudes parasitades durant la infecci6 N1 que

presentaven algun tipus de reaccié inflamatoria. IP: Intesti posterior, IM:

Intesti mig, IA: Intesti anterior.
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5.3.6. Estudi comparatiu de la infecci6 per Enteromyxum leei en diferents
situacions experimentals

5.3.6.1. Estudi comparatiu de dues metodologies d’infeccié experimentals
(cohabitacié i infecci6 oral) en orades adultes: infeccions C1i O1

L’estudi comparatiu de les infeccions experimentals C1 i O1 va mostrar que la taxa
d’infeccié de les orades R era sempre més elevada quan el parasit s'inoculava
directament al tracte digestiu (infeccié O1). Aixi, el model de regressié logistica va
mostrar que el risc d’infeccié era aproximadament la meitat (55%) quan el métode
d’infeccié utilitzat era la cohabitacié (Taula 5.9). També es va observar que els trams
posteriors (recte i intesti posterior) mostraven freqiiéncies d’infeccié més elevades que
els trams anteriors (intesti anterior i cecs pilorics) al final dels experiments (Fig.5.1,
Fig.5.7). En aquest sentit, el model de regressié logistica va mostrar que, en general,
I'intesti anterior presentava quasi la meitat (0,4 vegades) de la probabilitat de ser
infectat que lintesti posterior (Taula 5.9). D’altra banda, es va observar que en els
trams posteriors de l'intesti es produia un creixement de la prevalenca amb el temps
independentment del tipus d’infecci6 (Fig.5.1, Fig.5.7). No obstant, els trams anteriors
mostraven un comportament variable en funci6 del tipus d’infeccié i del tram analitzat.
En la infecci6 C1 tant lintesti anterior com els cecs pildrics van presentar un
comportament homogeni i després d’un lleuger creixement, la freqiéncia d’infeccié
romania més o menys estable al llarg del temps (Fig.5.1). En canvi, en I'experiment O1
es produia un augment de la prevalenca d’infeccié amb el temps a l'intesti anterior
perd una disminucié de la prevalenca als cecs pilorics (Fig.5.7).

Taula 5.9. Valors significatius de les estimacions odds ratio del model de regressio

logistica amb mesures repetides pel tram intestinal amb I'espécie com a covariable.

Estimacio odds ratio

Estimacio g.l. 95% limits confianca
Cohabitacio Oral 0,551 493 0,330 0,919
Intesti anterior Intesti posterior 0,411 493 0,208 0,813

Pel que fa als valors d’intensitat mitjana, en general es va observar que en totes dues
infeccions existia una tendencia al creixement amb el temps d’infeccié en tots els

trams intestinals estudiats (Fig.5.2, Fig.5.8). Tot i aquesta tendéncia general, es va
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observar que en la infeccié C1, la intensitat tenia tendencia a disminuir lleugerament
en els ultims dies de mostreig (Fig.5.2).

En comparar els valors maxims d’intensitat mitjana assolits al llarg d’ambdos
experiments, es va observar que només en el cas de lintesti posterior la intensitat
mitjana maxima era més elevada (tot i que no significativament) en I'experiment C1
que en I'O1 (Taula 5.10).

Taula 5.10. Valors maxims d’intensitat mitjana (+ desviacié estandard) assolits durant les
infeccions per cohabitacio (C1) i per ingestio forcada d’estadis del parasit (O1). Entre paréntesi

s’indiquen els dies en qué es van assolir aquests valors maxims.

Infeccié experimental

Tram intestinal ct o1

Recte 2020,39 + 320,74 (dia 56) 2325,31 + 593,70 (dia 29)
Intesti posterior  2606,50 + 1441,44 (dia42) 1576,86 + 332,24 (dia 29)
Intesti anterior 1716,24 + 157,26 (dia 56) 1371,29 + 300,87 (dia 29)
Cecs pilorics 1317,98 + 71,79 (dia 56) 1280,30 + 494,41 (dia 29)

Pel que fa a les lesions causades per la preséncia del parasit a I'epiteli intestinal, es va
observar que, en general, el parasit causava el mateix tipus de danys en ambdues
infeccions experimentals. Tot i aixd, es va veure que aquestes lesions apareixen abans
en la infeccié O1 (dia 16 d.i.) que en la infeccié C1 (dia 42 de cohabitacid).

Pel que fa a la reaccié inflamatoria també es van observar diferencies (Fig.5.6,
Fig.5.9): en la infeccié oral es va observar una tendéncia general de tots els trams
intestinals a no reaccionar, mentre que en la infeccié per cohabitacié es va observar
una tendéncia al desenvolupament de reaccions moderades o lleus. Per tant, en
general, la reaccié inflamatoria va ser més intensa en la infeccié per cohabitacio.
D’altra banda, també es va observar que, en ambdues infeccions, els trams posteriors
tenien tendéncia a reaccionar més debilment que els trams anteriors, que tendien a

fer-ho de forma moderada (intesti anterior) i, fins i tot, greu (cecs pilorics).

5.3.6.2. Estudi comparatiu de la infeccié en la morruda i I'orada emprant el
mateix métode d’infeccié (cohabitacid): infeccions C2 i C3

En realitzar I'estudi comparatiu de la infeccié per cohabitacié entre ambdues espécies
es va veure que la infecci6 comencava abans a les morrudes (dia 7 de cohabitacid)
que a les orades (dia 31 de cohabitacié). En el primer cas, a més, es van assolir
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prevalences d’infeccié més elevades en menor temps. Aixi, el dia 19 de cohabitaci6 el
100% de morrudes R ja estaven infectades, mentre que el dia 60 de cohabitacié
nomeés un 66,6% de les orades R estaven infectades. A més, a partir del dia 31 de
cohabitacié la majoria de morrudes R analitzades presentaven una infeccié continua i
total de I'intesti mentre que una infeccié d’aquest tipus només es va poder observar un
cop en les orades R i al final de I'experiment. Per tant, totes les observacions
experimentals semblen indicar que la progressié del parasit €és més rapida en el cas de
les morrudes. En aquest sentit, quan es va comparar el risc d’infeccié que presentaven
ambdues especies es va veure que el risc en la morruda era unes 6 vegades i mitja
superior al risc en 'orada (Taula 5.11).

Taula 5.11. Valors significatius de les estimacions odds ratio del model de regressio

logistica amb mesures repetides pel tram intestinal quan l'espécie s’usa com a

covariable.
Estimacio odds ratio
Estimacio g.l. 95% limits confianga
Morruda Orada 6,532 423 4,001 10,664
Cecs pilorics Intesti posterior 0,472 423 0,250 0,892
Intesti anterior Intesti posterior 0,499 423 0,265 0,939

Quan es va analitzar la progressié de la infeccié en cada tram intestinal es va veure
gue en la morruda el parasit s’establia a I'intesti posterior i, gradualment, progressava
cap a zones anteriors de l'intesti fins a afectar-ne la totalitat. A 'orada, en canvi, el
parasit semblava establir-se a [latzar formant petites agrupacions. Aquestes
agrupacions creixien i a la vegada, anaven apareixent-ne de noves al llarg de l'intesti
sense seguir cap sentit en concret. Tot i que tant I'establiment com la progressié del
parasit eren diferents en ambdues espécies, es va observar que la taxa d’infecci6 era
sempre superior en lintesti posterior que en la resta de trams. En aquest sentit, el
model de regressid logistica va mostrar que, en general, l'intesti anterior i els cecs
pilorics presentaven aproximadament la meitat del risc d'infeccié que l'intesti posterior
(Taula 5.11).

Quan es van comparar els valors maxims d’intensitat mitjana assolits al llarg d’ambdés
experiments, es va observar que només en el cas dels cecs pilorics la intensitat
mitjana maxima era més elevada (tot i que no significativament) en I'experiment C3
que en el C2 (Taula 5.12).
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Taula 5.12. Valors maxims d’'intensitat mitjana (+ desviaci6 estandard) assolits durant les
infeccions per cohabitaci6 en morrudes juvenils (C2) i en orades juvenils (C3). Entre

paréntesi s’'indiquen els dies en qué es van assolir aquests valors maxims.

Infeccié experimental

Tram intestinal c2 C3

Intesti posterior 2738,82 + 261,73 (dia 45) 2866,12 + 278,00 (dia 77)
Intesti mig 2171,36 £ 337,10 (dia 24) 2082,88 + 346,79 (dia 60)
Intesti anterior 2219,19 + 269,84 (dia 38) 2338,68 + 358,48 (dia 80)
Cecs pildrics 1839,02 + 233,94 (dia 38) 2590,87 + 193,89 (dia 77)

Tant en la infeccié C2 com en la C3, les lesions van apareixer a la vegada que ho feia
el parasit i la seva importancia estructural i funcional creixia a mesura que ho feia la
intensitat del parasit. Aixi, tot i que no es van poder notar diferéncies quant a la
tipologia de les lesions, si que es van poder detectar diferéncies en la seva aparicio,
que va ser més tardana en el cas de l'orada.

Pel que fa a la reacci6 inflamatoria, es va observar que en ambdues especies es
produia un augment de I'abundancia relativa del nombre de ceél-lules inflamatories
(leucocits i/o CGE) a la submucosa o bé en una accié localitzada de les CGE sobre
alguns estadis del parasit a la mucosa. La intensitat d’aquesta resposta, pero, va ser
major en el cas de la morruda que en el cas de I'orada. Aixi, en la majoria de casos la
morruda va reaccionar de forma lleu o moderada (en funci6é del tram) vers el parasit,

mentre que en I'orada va dominar I'abséncia de resposta.

5.3.6.3. Estudi comparatiu de la infeccié entre orades juvenils i orades adultes
emprant el mateix métode d’infeccié (cohabitacid): infeccions C1i C3

L’estudi comparatiu de les infeccions C1 i C3 va permetre observar que I'establiment
de la infeccié es produia abans en les orades adultes que en les orades juvenils en
tots els trams excepte lintesti anterior (Fig.5.1, Fig.5.13). A més, en les orades adultes
es va observar que mentre que aquest establiment es produia sobretot als trams
posteriors de lintesti (intesti posterior i recte), en les orades juvenils ho feia quasi
indistintament a lintesti anterior o posterior. El percentatge d’individus parasitats en
cada tram intestinal al llarg del temps també va evolucionar de manera diferent en
cada una de les edats. Aixi, mentre que en les orades adultes es va produir un

creixement de la prevalenga més marcat a l'intesti posterior i al recte, en les orades
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juvenils es va produir un creixement més marcat de I'intesti posterior i els cecs pilorics
(Fig.5.1, Fig.5.13). Tot i que la progressié de la infeccid en orades juvenils i adultes va
ser diferent, en cap de les dues edats es va aconseguir observar infeccions continues.
A més, els valors de prevalenca i prevalenca acumulada es van mantenir relativament
baixos (Taula 5.8, Taula 5.1).

Pel que fa a la intensitat mitjana, en tots dos casos es va produir un creixement
irregular de la intensitat mitjana en cada tram al llarg del temps. Tot i aix0, quan es van
comparar les intensitats mitjanes de cada tram en dies de mostreig relativament
propers es va observar que en gairebé tots els trams la intensitat mitjana era més
elevada en les orades juvenils que en les adultes. Aquests valors només van ser
significativament diferents a l'intesti posterior entre els dies 72 (C1) i 77 (C3) de
cohabitacié (Z = -2,141, p = 0,032) (Taula 5.13). A més, es va observar que les
intensitats mitjanes maximes assolides al llarg de I'experiment eren superiors en les
orades juvenils que en les adultes sent aquestes diferéncies significatives a l'intesti
posterior (Z = -2,006, p = 0,045) i als cecs pilorics (t= 6,951, g.l. =5, p=0,001) (Taula
5.14).

Taula 5.13 . Valors d’'intensitat mitjana (+ desviacio estandard) assolits en alguns dies de
mostreig durant les infeccions per cohabitacié en orades adultes (C1) i orades juvenils

(C3). Entre parentesi s’indiquen els dies que es comparen.

Infeccié experimental

Tram intestinal

C1 (dia 56)

C3 (dia 60)

Intesti posterior

Intesti anterior

1894,75 + 180,46

1716,24 + 157,26

2139,46 + 334,57

1490,78 + 148,00

C1 (dia 72)

C3 (dia 77)

Intesti posterior
Intesti anterior

Cecs pilorics

1470,87 + 246,13
889,55 + 274,08

877,68 £ 120,95

2866,12 + 278
1578,06 + 396,11

2590,87 + 193,88
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Taula 5.14. Valors maxims d’'intensitat mitjana (+ desviaci6 estandard) assolits durant les
infeccions per cohabitacié en orades adultes (C1) i orades juvenils (C3). Entre parentesi
s’indiquen els dies en qué es van assolir aquests valors maxims.

Infeccié experimental

Tram intestinal ct C3

Intesti posterior 2606,50 * 1441,44 (dia 42) 2866,12 + 278,00 (dia 77)
Intesti anterior 1716,24 + 157,26 (dia 56) 2338,68 + 358,48 (dia 80)
Cecs pilorics 1317,98 + 71,78 (dia 56) 2590,87 + 193,89 (dia 77)

En les dues infeccions, les lesions van apareixer en el mateix moment que ho feia el
parasit i van ser fonamentalment les mateixes.

La resposta inflamatoria es va ser més intensa en les orades adultes que en les
orades juvenils, en qué era practicament nulla (Fig.5.6, Fig.5.15) En les orades
juvenils lintesti anterior va ser el tram que va reaccionar amb més freqiéncia (de
manera lleu) i en les orades adultes gairebé tots els trams reaccionaven de forma
moderada o lleu (els trams posteriors ho feien més freqientment de manera lleu). La
reaccié inflamatoria es va caracteritzar en ambdues infeccions per un augment de
I'abundancia relativa del nombre de leucocits a la submucosa. Tot i aixd, el niUmero de
casos en que es produia un augment de I'abundancia relativa de CGE a la submucosa
era superior en les orades juvenils que en les adultes (en aquestes Ultimes es produia
molt rarament). A més, en les orades juvenils va ser superior el nombre de casos en
qué aquestes ceél-lules es van trobar properes o en contacte a estadis de
desenvolupament del parasit i també, el nombre de casos en qué es va produir un
augment del nombre de cél-lules rodlet.

5.3.6.4. Estudi comparatiu de les infeccions experimentals i la infeccié natural

En comparar la infeccié en morrudes provinents d’'un brot d’enteromixosi (N1) amb la
resta d’infeccions realitzades en condicions de laboratori, es va observar que les
prevalences de la infecci6 N1 eren relativament moderades (53,49%) i es situaven
entre els valors maxims i minims aconseguits durant les infeccions experimentals.
Quan es va analitzar la prevalenca en cada tram intestinal, es va observar que en la
infeccid natural els trams anteriors de lintesti (intesti anterior i mig) eren els que
presentaven taxes d’infeccio i intensitats mitjianes més elevades (Fig.5.16, Fig.5.17).
En canvi, a la resta d’infeccions experimentals eren els trams posteriors els que

normalment presentaven freqiiencies d’'infeccid i intensitats mitjanes més elevades.
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No es van trobar diferéncies significatives quan es comparar els valors de la intensitat
mitjana maxima assolida en cada tram entre les diferent infeccions estudiades (Taula
5.15).

Taula 5.15. Valors maxims d’'intensitat mitjana (+ desviaci6 estandard) assolits durant les
infeccions experimentals (C1, C2, C3 i O1) i la infeccié natural (N1). IP: Intesti posterior,

IM: Intesti mig, IA: Intesti anterior, CP: Cecs pilorics.

Infeccid
C1 cz2 C3 o1 N1
Recte 2020,39 2325,31 2260,79
(+ 320,74) (+ 593,70) (+ 349,04)
2606,50 2738,82 2866,12 1576,86 2527,95
P (+ 1441,44) (+261,73) (+ 278,00) (+332,24) (+ 269,89)
2171,36 2085,13
M (+337,10) (+ 265,42)
1716,24 2219,19 2338,68 1371,29 1898,39
A (+ 157,26) (+ 269,84) (+ 358,48) (+300,87) (+234,71)
1317,98 1839,02 2590,87 1280,30
cP (+71,78) (+233,94) (+193,89) (+ 494,41)

Com en la resta d’infeccions, les lesions també van apareixer en regions de lintesti
infectades pel parasit i van ser similars a les observades en la resta d’infeccions.

Pel que fa a la resposta inflamatoria, es va observar que la infeccié6 N1 presentava
caracteristiques comunes a la infeccié en morrudes juvenils C2, ja que en tots dos
casos es produia una reaccio predominantment moderada en tots els trams intestinals.
D’altra banda i igual que en la infecci6 C2 (i C3), en la infecci6 N1 es va poder
observar que, ocasionalment i coincidint amb intensitats del parasit lleus, la resposta
inflamatoria també podia estar caracteritzada per un augment en I'abundancia relativa
de CGE a la submucosa o bé infiltrades a la submucosa a prop del parasit i
acompanyades d’un augment del nombre de cél-lules rodlet al voltant del parasit.

5.4. DISCUSSIO

5.4.1. Invasié d’ Enteromyxum leei dins I’hoste

En la majoria d’infeccions estudiades, els estadis del parasit sempre es van trobar al
tracte digestiu i, només en el cas de la infeccié C2 es van trobar espores al lumen de
la vesicula biliar. Els estadis del parasit que es van trobar al tracte digestiu sempre es
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van observar al lumen (a I'estémac, als cecs pilorics i a I'intesti) o bé entre les cél-lules
de la mucosa intestinal i dels cecs pilorics. En la majoria d’estudis, E. leei es troba
ocupant la mucosa o el lumen de lintesti i rarament s’ha trobat envaint altres teixits
(Alvarez Pellitero i col. 2008, Cuadrado i col. 2008). Per aquest motiu i donat que el
tracte digestiu manté una comunicacio directa amb el medi extern a través de la boca i
I'anus, el parasit podria envair directament la mucosa intestinal des del medi extern a
través de dues vies: oral i anal.

Pel que fa a la via oral, la ingesti6 d’estadis del parasit es pot produir de manera
forgcada, com en el cas de la infeccié O1, o bé es pot produir de manera no for¢cada a
través de la ingesti6 d’aigua que es déna de manera passiva en peixos marins, a
través de la necrofagia de peixos parasitats (Padrés i col. 2001) i/o a través de la
coprofagia (Redondo i col. 2002). L’observacié d’espores i porcions d’intesti parasitats
a l'estébmac de les morrudes de I'experiment C2, la preséncia d’alguns estadis del
parasit a I'intesti anterior o als cecs pilorics al comencament de les infeccions (C1 i C3)
i la major taxa d’infeccié i intensitat mitjana dels trams anteriors de l'intesti respecte als
posteriors a la infecci6 N1, podrien indicar que la ingesti6 de material contaminat
podria ser una de les vies naturals d’entrada del parasit a I'organisme (Diamant i
Wajsbrot 1997).

Pel que fa a l'entrada anal del parasit, sembla que, tot i que I'anus és un orifici de
sortida de material de rebuig, E. leei tindria la capacitat de penetrar-hi i envair la regi6é
posterior de l'intesti (Marques, comunicacié personal). De fet, si seguim el raonament
que la infeccié s’estableix i es consolida abans en les zones de lintesti properes a
'entrada de parasit (Redondo i col. 2002), I'anus seria la principal via d’entrada del
parasit a l'organisme ja que aquest es detecta i assoleix intensitats mitjanes i

prevalences més elevades.

5.4.2. Dispersio d’Enteromyxum leei dins I’hoste

Com s’ha comentat en 'apartat anterior, en el present estudi els estadis d’E. leei s’han
trobat, majoritariament, al lumen o a la mucosa intestinal i dels cecs pilorics. Mai no
s’han observat estadis del parasit a la lamina propria de l'intesti, ni al teixit connectiu ni
els vasos sanguinis de la submucosa intestinal. Aquests resultats fan pensar que
I'tnica via de dispersi6 del parasit és lintesti. En canvi, en altres estudis com el
d’Alvarez-Pellitero i col. (2008), si que s’han observat estadis d’E. leei en altres
ubicacions que inclouen les anteriorment descrites i la melsa, les branquies o la sang.
Aquests autors suggereixen que, tal i com succeeix en altres especies del genere
Enteromyxum (Redondo i col. 2004), el parasit es dispersa a través del sistema

circulatori i envaeix I'epiteli intestinal des de la lamina basal.
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Per tant, a partir dels resultats obtinguts en aquest i altres estudis, en la dispersi6
d’E. leei en el seu hoste podrien coexistir dues estratégies. Una primera estratégia
consistiria en la dispersio del parasit a través del sistema circulatori i la seva entrada a
la mucosa intestinal a través de la lamina basal (Alvarez-Pellitero i col. 2008). La
segona estratégia consistiria en I'entrada i dispersié a través del lumen intestinal. Aixi,
des d’'un focus d’infecci6é a la mucosa intestinal, els estadis infectius del parasit serien
alliberats al lumen i viatjarien a través d’aquest fins a zones no infectades de I'epiteli
intestinal, on penetrarien. Aquesta segona via de dispersio és la que probablement es
produeix en els individus analitzats en el present estudi, ja que durant l'analisi
histopatologica va ser freqlent I'observacidé d’estadis del parasit al lumen intestinal i
també en contacte (sobretot espores i estadis ST3) amb les microvellositats dels
enterocits que suggeririen una entrada o sortida del parasit a través de I'epiteli. A més,
com que de manera natural els estadis alliberats tendirien a viatjar en sentit antero-
posterior, aquesta segona via de dispersié asseguraria taxes d’infeccio i intensitats
mitjanes del parasit més elevades en els trams posteriors de l'intesti.

5.4.3. Evolucié de la infeccido per Enteromyxum leei en diferents condicions
experimentals

5.4.3.1. Efecte de I’espécie d’hoste

Quan es comparen els resultats de la infecci6 C2 amb la resta d’infeccions realitzades
per cohabitacié (C1 i C3) sembla que I'establiment i la progressié de la infecci6 en les
morrudes juvenils és més rapida que en les orades. Aixi, en les infeccions C1i C3, la
infeccié apareix en una sisena part de les orades entre dues (C1) i tres (C3) setmanes
després que en les morrudes juvenils. A més, les prevalences maximes aconseguides
en aquestes infeccions (un 58% en la infeccié C1 i un 67% en la infeccié C3) mai no
arriben a ser tan elevades com en les morrudes juvenils (100%). Quan les orades
s'infecten a través de la ingestié forcada d'estadis del parasit, I'establiment i la
progressid de la infeccié semblen ser similars en les dues especies. Aixi, quan el
metode d’infeccid és la ingestid oral del parasit (infeccido O1), els primers estadis del
parasit es detecten una setmana després que en les morrudes juvenils pero afectant a
més de tres quartes parts dels individus examinats. Aquests resultats son molt
semblants als obtinguts una setmana després de la primera observacié d’estadis en la
infeccié C2, en qué la prevalenga es situava al voltant del 84%. A més, com que no es
disposen de dades anteriors al setze dia en la infecci6 O1 no es pot descartar un
establiment anterior del parasit. Per tant, 'establiment i progressio de la infeccié en les

morrudes juvenils és més rapida que en les orades (juvenils i adultes) quan el métode
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d’infeccié és la cohabitacié perd sembla similar quan el métode d’infeccié és la ingestié
forcada del parasit. Tot i aixd, el fet que només en la infecci6 C2 s’assolissin
prevalences del 100% sumat a I'observacié d’infeccions totals i continues de lintesti,
donarien arguments a favor que la infeccid progressa més rapidament en les
morrudes.

Quan es comparen els resultats obtinguts en la infeccié C2 amb els obtinguts en altres
infeccions per cohabitacié en qué les morrudes han estat sotmeses a diferents
condicions experimentals (temperatura, edat, dies d’exposicié i ratio donador:receptor)
(Golomazou i col. 2006b, Mufioz i col. 2007, Alvarez-Pellitero i col. 2008) s’observen
resultats similars. En canvi, quan es comparen les infeccions C1 i C3 amb altres
estudis de cohabitacié realitzats amb orada s’observa que I'establiment del parasit a
I'epiteli intestinal es pot produir abans (als 10 dies) (Cuesta i col. 2006a) i, a més, la
taxa d’infeccié al final de I'experiment pot ser més elevada (92% als 71 dies) (Sitja-
Bobadilla i col. 2007). Per tant, en el cas d’infeccions per cohabitacid, la progressié de
la infeccié en la morruda sembla ser la mateixa en qualsevol condicié experimental i,
en canvi, en I'orada el parasit sembla presentar un comportament variable que ha estat

atribuit a diferéncies en la susceptibilitat de cada estoc (Sitja-Bobadilla i col. 2007).

5.4.3.2. Efecte de I'edat

A més de la susceptibilitat que pugui presentar cada estoc, en el present estudi s’ha
comprovat que, en l'orada, un altre factor que afegeix variabilitat als resultats obtinguts
és l'edat. Aixi, el parasit apareix abans a les orades adultes que a les juvenils pero
transcorregut aproximadament el mateix temps, les orades juvenils presenten
infeccions més intenses que les orades adultes. Aquest fenomen (que existeixi una
dependéncia de les caracteristiques de la infeccié amb I'edat dels individus) no és
aillat, sin6 que ha estat descrit per altres autors en altres infeccions per mixosporidis
(Alvarez-Pellitero i Sitja-Bobadilla 1993, Yasuda i col. 2002, Gbankoto i col. 20083,
Quiroga i col. 2006).

5.4.3.3. Efecte del métode d’infeccié

L’establiment i la progressi6 d’ E. leei en I'orada és diferent en funcié de la metodologia
emprada per infectar els individus. Aixi, quan es comparen la infecci6 C1 i O1 es
confirmen els resultats obtinguts per altres autors (Sitja-Bobadilla i col. 2007) que
conclouen que les taxes d'infeccid6 son meés elevades i I'establiment de la infecci6é és
més curt quan el métode d’infeccié escollit és la ingestié oral forcada de parasits.
Aquest fenomen (que les infeccions orals donen millor rendiment que la resta de

meétodes) sembla ser independent de I'espécie d’hoste i de parasit ja que s’han
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obtingut resultats similars amb E. scophthalmi parasitant Psetta maxima (Redondo i
col. 2002) i E. leei parasitant Takifugu rubripes (Yasuda i col. 2002). Tot i aix0, en la
morruda, s’ha vist que les infeccions per cohabitaci6 també poden donar taxes
d’infeccié molt elevades en poc temps (present estudi, Golomazou i col. 2006b, Muioz
i col. 2007, Alvarez-Pellitero i col. 2008). Per tant, per tal d’avaluar si realment
I'efectivitat de cada un d’aquests métodes és independent de 'especie, caldria realitzar
un estudi en que es comparessin I'establiment i les taxes d’infecci6 de cada un
d’aquests métodes d’infeccié en la morruda ja que fins ara, no existeix cap estudi que

proporcioni aquesta informacio.

5.4.3.4. Efecte del tram intestinal

En la majoria d’infeccions experimentals s’ha observat que existeix una clara tendéncia
del parasit a establir-se primer a l'intesti posterior i al recte. D’altra banda, també s’ha
observat que, al final de les infeccions, el parasit assoleix taxes d’infeccié i/o
d’intensitat mitjana més elevades a l'intesti posterior i al recte. En canvi, en la infeccié
natural N1 es produeix el fenomen contrari i sén l'intesti anterior i els cecs pilorics els
gue assoleixen taxes d’infeccid i d’'intensitat mitjana del parasit més elevades. Aquesta
variabilitat en els resultats obtinguts és comuna en les infeccions amb E. leei. Aixi,
existeixen estudis en que el parasit es detecta en primer lloc a I'intesti posterior i mig
(aquest ultim presenta intensitats d’'infeccié més elevades) (Mufioz i col. 2007) i altres
en qué les taxes d’infeccié i la intensitat sbn més elevades a l'intesti anterior (Alvarez-
Pellitero i col. 2008). Tot i aquesta aparent variabilitat, el fet que en condicions de
camp, la metodologia emprada en el diagnostic histopatologic i molecular es fonamenti
en la deteccié del parasit en el recte o l'intesti posterior fa pensar que és en aquestes
zones on, normalment, I'establiment i la multiplicacié del parasit es produeix més
rapidament. De fet, en aquest estudi, les majors prevalences i intensitats mitjanes
observades a l'intesti posterior i al recte unides a la menor probabilitat que presenten
I'intesti anterior i els cecs pilorics de ser infectats, semblen indicar que la zona
posterior de l'intesti presenta unes caracteristiques que afavoreixen I'establiment i la
proliferacio del parasit. Per una banda, l'intesti posterior i el recte estan més exposats
que la resta de trams ja que estan proxims a I'entrada anal i, a més, estan exposats al
flux continu d’estadis que provenen de la part anterior de lintesti. D’altra banda,
sembla que lintesti posterior presenta altres caracteristiques que afavoreixen la
proliferacio del parasit i que explicarien perqué durant el primer dia de mostreig de la
infecci6 O1, en qué es produeix una entrada oral i forgada del parasit, la intensitat

mitjana segueix essent superior a l'intesti posterior i recte.
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5.4.6. Lesions i reccid inflamatoria

En general, les lesions que provoca E. leei en el seu hoste sén les mateixes en
qualsevol de les infeccions estudiades. Aixi, i tal i com succeeix en altres infeccions
experimentals amb mixozous enterics (Bermudez i col. 2006), I'aparicié i la gravetat
estructural i funcional de les lesions esta directament relacionada amb la preséncia i la
intensitat del parasit, i no a les caracteristiques de I'hoste. Lesions com I'ondulaci6é de
I'epiteli intestinal, la descamacié d’enterocits, la separacid i el despreniment de la
mucosa de la submucosa adjacent i la necrosi de la mucosa sén lesions frequents
observades en el present i altres treballs amb mixozous enteérics (Bartholomew i col.
1989, Branson i col. 1999, Padrés i col. 2001, Tun i col. 2002, Marino i col. 2004,
Diamant i col. 2006, Golomazou i col. 2006b). Tot i que I'epiteli apareix seriosament
afectat quan la carrega parasitaria és forga elevada, sembla que les lesions que
provoca E. leei sobre els enterocits no afecten la seva funcionalitat ja que en la majoria
d’infeccions no s’observa una disminucié significativa del FC dels individus R infectats
quan es compara amb els R no infectats ni amb els C.

Pel que fa a la resposta de I'hoste vers el parasit, la infiltracié de leucocits i de CGE a
la submucosa intestinal sembla ser una resposta comuna en les infeccions per
mixozous entérics (Bartholomew i col. 1989, Branson i col. 1999, Tun i col. 2002,
Mufioz i col. 2007, Alvarez-Pellitero i col. 2008, Sitja-Bobadilla i col. 2008). A més, la
infiltraci6 de CGE a la mucosa intestinal i 'increment del nombre de cel-lules rodlet a
les proximitats d’alguns estadis d’E. leei també sembla ser una resposta comuna en
peixos afectats per altres parasits (Tun i col. 2002, Dezfuli i col. 2007, Dezfuli i col.
2008, Sitja-Bobadilla i col. 2008). E. leei activa algun tipus de resposta innata en el seu
hoste (Cuesta i col. 2006a, Cuesta i col. 2006b, Golomazou i col. 2006b), que pot ser
variable i sembla dependre de I'espécie perdo també del cas en concret que s’estudia.
Aixi, la resposta inflamatoria que es desencadena en la morruda és de tipus moderada
o greu (infeccions C2 i N1 del present treball, Mufioz i col. 2007). En canvi, en I'orada
hi ha infeccions en que la resposta és practicament nul-la (infeccions O1 i C3 del
present treball, Diamant 1992) i n’hi d’altres en qué apareix una resposta lleu o
moderada (infecci6 C1). Per tant, existeixen factors especifics perd també
intraespecifics que condicionen la resposta de I'hoste vers el parasit. Aquests factors
intraespecifics podrien estar relacionats amb una regulacié de la resposta per part de
les cél-lules intestinals i per tant, amb la interaccié hoste-parasit a nivell d’aquestes
cellules (Sitja-Bobadilla i col. 2008). L'existéncia d’'una regulacié on-site diferent no
només en funcié de I'especie, sind també en funcié de I'edat o del tram intestinal,
permetria explicar les diferéncies que s’han observat en la resposta en aquest i altres
treballs.
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6. ESTUDI D’'UNA NOVA FORMA DE MIXOSPORIDI
EPI-EPITELIAL EN EL TRANSCURS D’INFECCIONS
EXPERIMENTALS AMB Enteromyxum leei EN ORADA

(Sparus aurata)






Estudi d’'un mixosporidi entéric epi-epitelial en orada

6.1. INTRODUCCIO

El cultiu de l'orada (Sparus aurata) és, juntament amb el del llobarro (Dicentrarchus
labrax), un dels principals cultius de peixos en la regié del Mediterrani. Aixi, si la
produccié aquicola total a Europa i la resta del mén és de 151.096 t, gairebé un 89%
es concentra a Grécia (52,9%), Turquia (15,9%), Espanya (14,8%) i ltalia (5,9%)
(APROMAR 2009). Com a consequéncia, en els darrers anys s’ha produit un
establiment massiu de gabies pel cultiu de I'orada al Mediterrani que ha incrementat la
incidéncia de malalties transmissibles d’origen parasitari (Sitja-Bobadilla 2004). Entre
els parasits causants d’aquestes malalties en l'orada es troben mixosporidis com
Enteromyxum leei, Polysporoplasma sparis, Ceratomyxa sparusaurati o Leptotheca
sparidarum. Tot i que E. leei es considera una amenagca per a la produccié d’esparids
al Mediterrani (Golomazou i col. 2004, Palenzuela 2006), 'impacte que tenen la resta
de mixosporidis esmentats és dificil d’avaluar (Palenzuela i col. 1997, Palenzuela i col.
1999, Sitja-Bobadilla i Alvarez-Pellitero 2001, Athanassopoulou i col. 2004). Des del
punt de vista diagnostic i epidemiologic, resulta molt important la diferenciacié
d’aquelles espécies de mixosporidis altament patogenes (com E. leei) d’'aquelles que
no ho sdn, sobretot, quan els seus estadis inicials i proliferatius sén morfologicament
similars.

Durant el transcurs d’una série d’infeccions experimentals en orada que tenien per
objectiu d’estudiar la diagnosi, patogénia i epidemiologia d’E. leei es va detectar un
organisme desconegut de morfologia semblant a la d’'un mixosporidi ancorat a les
microvellositats dels entérocits de I'epiteli intestinal. Per tal de definir la identitat
d’aquest nou mixosporidi i estudiar les caracteristiques de la infeccié en el seu hoste
es van estudiar les mostres d’aquestes infeccions experimentals al microscopi optic
(MO) i electronic (ME). A més, i ja que aquest nou mixosporidi epi-epitelial (EE)
compartia algunes caracteristiques (com la localitzacié o la patogénia) amb
Enteromyxum fugu, es van realitzar una série proves de PCR per tal de descartar o
confirmar la hipotesi que aquest nou mixosporidi fos en realitat E. fugu.

6.2. MATERIALS | METODES

6.2.1. Material biologic

El material biologic amb que s’ha realitzat el present estudi prové de les infeccions
experimentals C1, C4, C5, O1, O2 i N1. Les condicions de cadascuna d’aquestes
infeccions es detallen a I'apartat 3.1 “Materials i metodes. Material biologic” (p. 25-28).
Per a I'estudi molecular, es van emprar mostres d’intesti de peix globus (Takifugu
rubripes) infectat amb Enteromyxum fugu cedides pel Dr. Hiroshi Yokoyama.
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6.2.2. Tecniques post mortem

6.2.2.1. Técniques de microscopia optica i electronica

La metodologia emprada en el processament dels individus des del seu sacrifici fins a
I'obtencié de preparacions per ser observades al MO i al ME es detallen a I'apartat
3.2.1. "Materials i métodes. Técniques post mortem. Técniques histologiques” (p. 28-
31).

Per a I'observacié de les preparacions al MO, la tincié emprada en cada cas va variar
en funcié de la infeccié experimental considerada. Breument i a tall de recordatori, tots
els talls histologics es van tenyir amb hematoxilina i eosina (HIiE) i els talls provinents
de les infeccions C1i O1 es van tenyir amb Giemsa.

D’altra banda, només es van processar pel seu estudi al ME les mostres dels individus
de les infeccions C5 i O2 en qué s’havia observat el mixosporidi celozoic en secci6
histologica. Els talls ultrafins obtinguts es observar mitjangant un microscopi Hitachi H-
7000.

6.2.2.2. Tecniques moleculars

Degut a la impossibilitat d’'obtenir material fresc del mixosporidi EE detectat durant les
infeccions experimentals amb E. leei, la majoria de les mostres emprades durant el
present estudi van consistir en extraccions d’ADN obtingudes a partir de talls de
parafina. Els protocols d’extracci6 d’ADN a partir de teixit en parafina i en fresc es
detallen a 'Apendix (p. 144).

En total es va treballar amb 6 mostres: 4 mostres provenien d’extraccions d’ADN de
talls en parafina (mostres de la 1 a la 4) i 2 provenien d’extraccions a partir de teixit
fresc (mostres 51 6) (Taula 6.1).

En total es van dissenyar 2 parells de reaccions en cadena de la polimerasa (PCR),
un parell per detectar especificament E. leei (PCR1 i PCR2) i I'altre parell per detectar
especificament E. fugu (PCR3 i PCR4). Els encebadors d’aquestes reaccions es van
dissenyar d’acord amb les seqliéncies de la subunitat petita de I’ARN ribosomic (SSU
RNAr): AY520574.1 (E. leei) i AY520573.1 (E. fugu) (GenBank). Les condicions de
PCR aixi com les sequencies dels encebadors que es van emprar es detallen a la
Taula 6.2 iala Taula 6.3.
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Taula 6.1. Contingut i origen de les mostres emprades en l'estudi a nivell molecular del

mixosporidi EE.

N2mostra Contingut

Origen

Intesti parasitat per E. leei

Intesti infectat pel mixosporidi EE
Intesti no infectat (Control negatiu)
Intesti parasitat per E. leeii E. fugu
Intesti parasitat per E. fugu

D OB~ W N =

Intesti parasitat per E. leei

Mediterrani, infecci6 C4

Mediterrani, infeccié C5

Mediterrani, orades control, infeccio C4
Japo, infeccié a Takifugu rubripes *
Japo, infeccié a Takifugu rubripes *
Mediterrani, infeccié Diplodus puntazzo

* cortesia del Dr. Hiroshi Yokoyama

Taula 6.2. Components i condicions de les reaccions de PCR (PCR1 a PCR4).

Components Concentracio Volum (Vina = 25 pl)
Tampé (x10) 1x 2,5l
dNTP (5 mM) 0,2 mM 1 ul
Encebadors (50 pM) 0,3 uM 0,15 ul
MgClz (50 mM) 1,5 mM 0,75
EcoTag (5 U/ul) 1 U/l 0,2 pl
Desnaturalitzacio 94°C 3 minuts

Desnaturalitzacio 94°C 20 segons

Hibridacio 60°C 30 segons | 35 a40cicles

Extensi6 72°C 30 segons

Extensio final 72°C 2 minuts
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Taula 6.3. Seqliencies dels encebadors de les reaccions PCR1 a PCR4.

Encebadors Seq5->3’

Localitzaci6  Producte(pb)

PCR1 Eleei-F tgtccaagttcacatcaatttgat 53 —77
Eleei-R gtttctagctagtaaatgcatattagcacg 160 - 189 198
PCR2 EL-F aataccggagttaaccttttaggtaaac 424 — 451 229
ELU-R acgataaaaaggaaattgaatgagaata 625 - 652
PCR3 Efugu-F tgtgtaagttccatatgcgttatacgat 53-80
Efugu-R caatgcaccccgaaggg 172 - 188 o7
PCR4 EF-F ggagcagttccaatgggatt 443 - 462
EFU-R ctctgcaataaaaagagccaatc 638 - 661 219

Per tal de comprovar el contingut de les mostres obtingudes a partir de les extraccions

en fresc d’ADN, es va emprar un altre parell de reaccions dissenyades per amplificar E.
leei (PCR5) i E. fugu (PCR6) (Yanagida i col. 2005). Les condicions d’aquestes
reaccions i la sequéencia dels encebadors es detallen a la Taula 6.4 i ala Taula 6.5.

Taula 6.4. Components i condicions de les reaccions de PCR (PCR5 a PCR6).

Components Concentracié Volum (Vfina = 25 pl)

Tampo (x10) 1x 2,5yl

dNTP (5 mM) 0,2mM 1pl

Encebadors (50 uM) 0,3 uM 0,15 l

MgClz (50 mM) 1,5mM 0,75 pl

EcoTag (5 U/ul) 1 U/l 0,2 pl
Desnaturalitzacio inicial 95°C 10 minuts

Desnaturalitzacio
Hibridacio
Extensio

Extensié final 74°C

95°C 30 segons
55°C 30 segons
74°C 30 segons
7 minuts
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Taula 6.5. Seqliencies dels primers emprats en les reaccions PCR5 i PCR6.

Encebadors Seq5->% Localitzacio Producte(pb)
PCR5 EL-F ggatattgtcagagtatgtt 591-610

EL-R agaagccaacgtatatgattta 1004-1024 433
PCR6 EF-F ggagcagttccaatgggatt 443-462

EF-R agaacctacaattggtctgt 1297-1316 o

6.2.3. Estudis al microscopi optic

En el present treball es van estudiar mostres d’intesti (de totes les infeccions
esmentades a l'apartat 6.2.1), ronyd anterior (només de les infeccions C5 i O2) i
vesicula biliar (en totes les infeccions excepte N1). Aquestes preparacions
histologiques es van observar en un microscopi optic Leica DM 50008 i un Olympus
BSH2. A més, es van prendre imatges digitals mitjancant les cameres ProgRes C3 i
Leica DC 300 i els programes ProgRes® CapturePro 2.1 (Jenoptik, Alemanya) i IM50
v1.2, respectivament. Les imatges digitals obtingudes al MO i al MET es van estudiar
mitjancant el programari UTHSCSA Image Tool 3.0. Mitjangant aquest programari, es
van poder prendre mides (llargada x amplada) dels estadis de desenvolupament d’E.
leei.

A partir de les observacions realitzades es va determinar la prevalenga (P) de la
infeccid, que es va definir com el percentatge entre el nombre d’individus infectats (n)
respecte el nombre total d’'individus examinats (ny).

P=""%100
nr

La intensitat de la infecci6 es va classificar en baixa (1), mitjana (2) o alta (3) en funcio
de I'abundancia relativa del parasit observada en les seccions histologiques.

6.2.4. Estudis al microscopi electronic

Tal i com s’ha comentat anteriorment (apartat 6.2.2), només es van processar al ME
les mostres que havien donat positiu al MO, i per tant, només es van observar al ME
seccions del tracte intestinal (cecs pilorics, intesti i recte). Aquestes seccions es van
observar en un ME de transmissié (MET) Hitachi H-7000 a 75kV i en un ME de rastreig
(MER) Hitachi S-570.
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6.3. RESULTATS

6.3.1. Localitzacié i patogenia del mixosporidi epi-epitelial

Les observacions realitzades al MO i ME van permetre caracteritzar el mixosporidi EE
com a un mixosporidi celozoic entéric que podia presentar-se en infeccions simples o
mixtes amb Enteromyxum leei (Fig.6.1a, Fig.6.1b). EI mixosporidi EE es localitzava a
la superficie de la mucosa intestinal, des d’on emetia una série de projeccions
citoplasmatiques que l'ancoraven a les microvellositats dels enterdcits dels peixos
afectats. En infeccions mixtes es diferenciava d’E. leei perqué aquest darrer
acostumava a prendre una posicié intercel-lular a l'interior de la mucosa intestinal.
Ocasionalment, en infeccions mixtes i avancades d’E. leei, es podien observar estadis
ST3 i ST5 d’E. leei proxims o0 en contacte a la superficie de la mucosa intestinal que
podrien ser confosos per estadis del mixosporidi EE. En aquest cas, els estadis d’E.
leei sovint apareixien associats a descamacions dels enterdcits o a altres lesions de
I'epiteli intestinal; en canvi, el mixosporidi EE semblava no produir alteracions de

I'estructura de la mucosa intestinal.

6.3.2. Morfologia del estadis del mixosporidi epi-epitelial

Estudis al microscopi optic. Al MO, només va ser possible I'observacié
d’estadis de proliferacié o trofozoits d’entre 4124 ym (n = 46,X = 11,48 umi s = 4,16
um) que mostraven la tipica estructura de cél-lula dins de cél-lula dels mixosporidis
(Fig.6.1). Els estadis més joves estaven constituits per una cél-lula primaria (P) que
incloia una o més cel-lules secundaries (S). Els estadis més avangats solien presentar
una o dues cél-lules terciaries (T) a l'interior de les cél-lules S (Fig.6.1a, Fig.6.1b). Les
cel-lules S solien presentar un o dos nuclis amb un nucléol prominent i excentric que
presentava una coloracié blau clar en tincions Giemsa (Fig.6.1c). L’aspecte del
citoplasma d’aquestes cel-lules era variable: podia ser molt basofil i compacte o bé
més eosinofil i lax (Fig.6.1d). Les celllules T presentaven un o dos nuclis amb un
nucléol excentric i solien presentar un citoplasma més basofil que les ceél-lules S que
les contenien (Fig.6.1b, Fig.6.1d).
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Estudis al microscopi electronic. Les observacions al MET i al MER van
permetre caracteritzar més detalladament els diferents estadis de desenvolupament
del mixosporidi EE. En primer lloc, la superficie dels trofozoits o de la cél-lula P era
llisa exceptuant la zona que es trobava en contacte amb les microvellositats dels
enterocits (Fig.6.2a, Fig.6.2b). En aquesta zona, la superficie de la cél-lula P
presentava projeccions citoplasmatiques semblants a pseudopodis que a vegades es
ramificaven i que s’estenien cap a la superficie apical dels enterdcits de I'hoste formant
una espécie de xarxa (Fig.6.2c). Sovint, entre aquestes projeccions s’observaven
estructures membranoses semblants a cossos mielinics. Aquestes estructures també
es podien observar juntament amb porcions de microvilli dins de vacuols situats a prop
dels pseudopodis (Fig.6.2c).

Estadis proliferatius. L’'estadi més jove observat al MET va consistir en una

cel-lula P que contenia una cél-lula S (Fig.6.2d). Altres estadis més avangats contenien
un minim de dues cél-lules S que podien contenir una cél-lula T (Fig.6.1e). La cél-lula P
solia presentar pocs organuls, sobretot petits mitocondris i alguns vacuols.

Les cél-lules S presentaven un citoplasma molt dens amb gran quantitat de ribosomes,
petits vacuols i petits mitocondris. El seu nucli, que solia trobar-se proper a la cél-lula T,
era eucromatinic i presentava un nucleol excéntric (Fig.6.1e). Les cel-lules S podien
apareixer envoltades d’'una membrana vacuolar.

Les cel-lules T presentaven un citoplasma molt dens degut a la gran quantitat de
ribosomes empaquetats al seu citoplasma. El citoplasma d’aquestes cél-lules també
contenia mitocondris de matriu densa i un nucli eucromatinic (Fig.6.1f).

Estadis esporogenics. Només es va poder observar un Unic estadi esporogenic

(d’'aproximadament 15 um de llargada i 10 um d’amplada) que consistia en una cél-lula
P que incloia 2 espores que no estaven envoltades per una membrana vacuolar
comuna (Fig.6.3a). Cada esporoblast estava format per dues ceél-lules valvogéniques
(CV), dues capsulogeniques (CC) i un esporoplasma que estaven envoltades d’una
membrana vacuolar (Fig.6.3b).

Les cél-lules CC es caracteritzaven per presentar un primordi de capsula polar i gran
quantitat de reticle endoplasmatic rugés (REr) (Fig.6.3a). A més, al seu citoplasma, es
podien observar petits mitocondris amb crestes tubulars i matriu densa. El nucli de les
céllules CC es situava lateralment a la céllula, era eucromatinic i presentava un
nucléeol excentric i prominent (Fig.6.3a, Fig.6.3c)

L’esporoplasma, que es localitzava entre les cel-lules CC, presentava un unic nucli
eucromatinic i un citoplasma amb petits mitocondris (Fig.6.3c).

Les céllules CV presentaven una posicié externa en relacio a la resta de cél-lules de
I'esporoblast i les envoltaven gracies a I'emissié d’'unes projeccions citoplasmatiques
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(Fig.6.3a). Aquestes projeccions es solapaven en els seus extrems i en aquestes
regions podien apareixer densificacions (Fig.6.3a, Fig.6.3d). Al citoplasma de les
cellules CV, es podien observar alguns mitocondris i un nucli eucromatinic (Fig.6.3b).

=

Fig.6.1. Imatges al MO d’estadis proliferatius del mixosporidi EE en infeccions simples (a

i d) i mixtes amb E. leei (b i c) a l'intesti d’'orades (S. aurata). a. Estadi jove format per
una cél-lula P que engloba una cél-lula S més basofila (fletxa). Tincido HiE. b. Estadi
proliferatiu avancat situat sobre les microvellositats dels enterdcits en qué s’observen
dues cél-lules S que contenen una o més cel-lules T (fletxes) molt basofiles. A l'interior de
I'epiteli s’observen alguns estadis d’E. leei (puntes de fletxa). Tincié HiE. c. Estadi
proliferatiu jove format per dues cél-lules S a I'interior de les quals es poden observar un
nucli blau clar (fletxes). Tinci6 Giemsa. d. Estadis proliferatius en diversos graus de
desenvolupament. Les cel-lules P contenen una o més cél-lules S. A Tinterior de les
celllules S, s’hi poden observar fins a dos nuclis amb un nucléol prominent i excéntric
(Ns). A Tinterior de les cél-lules T també es poden observar fins a dos nuclis amb un

nucléol prominent i excentric (Nt). Tincio blau de toluidina. Barres: 10 um.
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=

Fig.6.2. Imatges al MER (a) i al MET (b-f) d’estadis de proliferacié del mixosporidi EE a
lintesti de l'orada. a. Trofozoit sobre la superficie de I'epiteli intestinal. b. Trofozoit
ancorat sobre la superficie de I'epiteli intestinal a través d’'una complicada xarxa formada
per projeccions citoplasmatiques semblants a pseudopodis que s’introdueixen entre les
microvellositats de la cél-lula hoste. ¢. Detall de la xarxa de pseudopodis de la figura
anterior (b). Atrapades en aquesta xarxa apareixen tant les microvellositats de la cél-lula
hoste com una serie de cossos mielinics (fletxes). d. Estadi inicial format per una cel-lula
primaria (P) que conté una cél-lula secundaria (S) amb un nucli (Ns). A l'interior del nucli
de la cellula S es pot observar un nucleol excentric (fletxa). e. Detall d'un estadi
proliferatiu avangat en qué es pot observar la proximitat entre el nucli de la cél-lula S i
una cel-lula terciaria (T). Al citoplasma de la celllula S es poden distingir petits
mitocondris. f. Cél-lula T mostrant el seu nucli eucromatinic (Nt) i el seu contingut
citoplasmatic dens format basicament per ribosomes i alguns mitocondris. Barres: 10 um
(@),2um (b,die)i1um(cif).
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=

Fig.6.3. Imatges al MET d’estadis d’esporogenesi del mixosporidi EE a l'intesti de I'orada.
a. Estadi ancorat a la superficie de I'epiteli intestinal que conté dos esporoblasts en
desenvolupament. Cada esporoblast conté un parell de cél-lules CC, un parell de
ceélllules CV i un esporoplasma (ES). Als extrems de les projeccions citoplasmatiques
emeses per les cél-lules CV es produeix un solapament i una densificacié de les
membranes (fletxes). b. Detall d’'una cél-lula CV de l'estadi anterior on s’observa la
membrana vacuolar que envolta I'esporoblast (fletxa). A més, es pot observar el nucli
eucromatinic (Ncv) i els petits mitocondris de matriu densa (puntes de fletxa) de la
celllula CV. c¢. Detall d’'un dels esporoblasts de I'estadi esporogénic anterior (a), en qué
s’observa el citoplasma de la cél-lula CV, el nucli eucromatinic de I'esporoplasma (Nes) i
el de la cél-lula CC (Ncc) i la gran quantitat de reticle endoplasmatic rugds de la cel-lula
CC. d. Detall de les densificacions de la membrana (fletxa) que es produeixen en la regio
de solapament dels extrems de les projeccions citoplasmatiques de les cél-lules CV.
Barres: 5 um (a), 1 um (bi c) i 200 nm (d).
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6.3.3. Prevalenca i intensitat del parasit en diferents situacions experimentals

Els estadis del mixosporidi EE es van observar en el 12,01 % dels peixos examinats
(Taula 6.6). En general, la prevalenca de les infeccions va romandre baixa (entre un
2,63 i un 4,68%), excepte en la infecci6 O2, en qué el parasit es va observar en el
32,98% de les orades examinades. En molt pocs casos (12,5%) el mixosporidi EE es
va trobar en infeccions mixtes amb E. leei.

En les infeccions experimentals es van observar diferéncies en la prevalenca dels
peixos control (C) i els peixos receptors (R) en funcié de I'experiment (Taula 6.6). Aixi,
en els experiments C5 i O2 (realitzats al National Center for Mariculture (NCM)) no es
va trobar cap individu C afectat pel parasit, mentre que en els experiments C1 i O1
(realitzats a I'Instituto de Acuicultura de Torre de la Sal (IATS, CSIC)) si que es van
observar peixos C parasitats. Pel que fa als peixos R, només en el cas de la infecci6
02 es van assolir prevalences d’infeccid mitjanes (41,56%), mentre que en la resta
d’experiments 0 no es va observar el parasit (infecci6 O1) o bé es va observar de
manera esporadica (Taula 6.6).

En la majoria d’infeccions, el parasit va aparéixer, a més d’esporadicament, en una
intensitat molt baixa. Només en la infeccié O2 va ser possible observar una variacié de
la prevalenga al llarg del temps que va assolir nivells maxims els dies 12 i 53.
Tanmateix, la intensitat en aquesta infeccié va romandre baixa (Taula 6.7).

Taula 6.6. Prevalenga del parasit en 'orada.

Espécie Infeccid Prevalenca % (peixos parasitats/examinats)
Peixos C Peixos R Total
Sparus aurata C1 6,66 (2/30) 4,08 (4/98) 4,68 (6/128)
o1 12,5 (1/8) 0 (0/30) 2,63 (1/38)
C5 0 (0/10) 4 (1/25) 2,85 (1/35)
02 0 (0/20) 41,56 (32/77) 32,98 (32/97)
Total 3,84 (3/78) 14,51 (37/255) 12,01 (40/333)

C Control, R Receptors.
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Taula 6.7. Prevalenca i intensitat mitjana del parasit mixosporidi EE en les orades

receptores de I'experiment O2.

Prevalenca % Intensitat
Dies d.i
(peixos parasitats/ peixos examinats) mitjana

4 20 (1/5) 1

8 37,5 (3/8) 1

12 62,5 (5/8) 1,5

16 50 (4/8) 1,3

20 25 (2/8) 1,5

24 37,5 (3/8) 1

28 25 (2/8) 1,5

35 37,5 (3/8) 1

42 50 (4/8) 1,4

53 62,5 (5/8) 1,2
Total 41,56 (32 /77) 1,5

d.i. després de la ingestié del parasit.
La intensitat mitjana representa la mitjana aritmética de cada grup de peixos.
Cada individu ha estat avaluat com a 1 (intensitat baixa), 2 (mitja) o 3 (alta).

6.3.4. Estudis moleculars

Les PCR dissenyades per amplificar E. leei (PCR1 i PCR2) no van ser especifiques
pel parasit, ja que en ambdos casos, a més d’amplificar les mostres esperades, també
van amplificar la mostra d’E. fugu que provenia de I'extraccio de teixit en fresc (Taula
6.8, Fig.6.4 A, Fig.6.4B, Fig.6.4C).

Els resultats obtinguts amb el segon parell de PCR, dissenyades per amplificar
especificament E. fugu, tampoc van ser els esperats. Per una banda, la PCR3 no va
amplificar cap de les mostres. D’altra banda, la PCR4 només va amplificar la mostra
provinent de I'extraccié en fresc, perd no la provinent de I'extraccio a partir de talls en
parafina (Taula 6.8, Fig. 6.4D).
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Taula 6.8. Taula resum dels resultats obtinguts en les diverses proves de PCR
realitzades. Les caselles en gris clar corresponen a resultats positius (aparicié de
bandes) i les caselles en gris fosc a resultats negatius.

1 2 3 4 5 6 7
Ne¢ de

E. leei EMM Control — E. leeii E.fugu  E.fugu E.fugu E.leei
mostra

parafina  parafina parafina parafina parafina  fresc fresc

PCR2 (/eei)
PCR3 (fugu)

PCR4 (fugu)
PCRS5 (/eei)
PCR6 (fugu)

=

Fig.6.4. Imatges dels gels d’agarosa resultants de 'amplificacié dels gens de la subunitat
petita del ARN (SSU RNAr) d’E. leei (A-C) i d’E. fugu (D). A i B. Resultat de 'amplificacié
amb els encebadors Eleei-F i Eleei-R (PCR1). C. Resultat de I'amplificacié amb els
encebadors EL-F i ELU-R (PCR2). D. Resultat de I'amplificacié amb els encebadors EF-F
i EFU-R (PCR4). E: escala molecular, b: blanc de PCR (aigua Miliq), 1: E. leei parafina, 2:

Mixosporidi EE parafina, 3: Control negatiu parafina, 4: E. fugu i E. leei parafina, 5: E.

fugu fresc i 6: E. leei fresc.
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6.4. DISCUSSIO

L’estructura de cél-lula dins d'una altra cel-lula dels estadis proliferatius d’aquest
parasit conjuntament amb la troballa d’'un estadi esporogénic donen suport a la
hipotesi inicial que aquest organisme és un mixosporidi.

Al MO, la morfologia i posicié dels estadis de proliferacié d’aquest mixosporidi fan que,
en la majoria de casos, aquest parasit sigui clarament distingible dels estadis d’E. leei
intraepitelials. Tanmateix, podria existir una certa confusié quan els estadis d’E. leei es
presenten proxims a la superficie de la mucosa intestinal o quan estan envoltats de
cel-lules de la mucosa descamades. En aquest sentit les proves d’hibridacié in situ
permeten distingir clarament les formes epi-epitelials d’E. leei amb les d’aquest nou
mixosporidi (Cuadrado i col . 2007).

6.4.1. Estudi morfologic

Moltes de les caracteristiques observades en els estadis de desenvolupament del
mixosporidi EE sén similars a les que s’observen en d’altres mixosporidis. Tot i aixo,
aquest parasit presenta algunes peculiaritats estructurals.

Ancoratge i nutricidé. En primer lloc i com la majoria de mixosporidis celozoics,
la superficie de les cel-lules P presenta una série de projeccions citoplasmatiques en la
regié en contacte amb els enterocits de I’hoste. Aquestes projeccions semblen jugar un
paper important no només en l'ancoratge d’aquests parasits al seu hoste siné també
en la seva nutricié (Upenskaya 1982, Canning i col. 1999). En referéncia a la primera
funcié d’ancoratge, existeixen gran varietat d’estructures i formes d’ancoratge a les
cel-lules de I'hoste entre els mixosporidis celozoics. Alguns presenten una estructura
de malla similar a la descrita en la interfase hoste-parasit com Ceratomyxa
protopsettae (Cho i col. 2004), C. drepanopsettae (Morrison i col. 1996) i Myxidium
zealandicum (Hulbert i col. 1977). De tota manera, cap d’aquest mixosporidis és
entéric ni presenta les complicades trames del mixosporidi EE. A diferéencia del
mixosporidi EE, hi ha mixosporidis celozoics que dirigeixen les seves projeccions cap a
'espai que queda entre les céllules de I'hoste com per exemple Leptotheca
sparidarum (Sitja-Bobadilla i Alvarez-Pellitero 2001), Myxidium trachinorum (Canning i
col. 1999), Zschokkella mugilis (Sitja-Bobadilla i Alvarez Pellitero 1993a) i Sinuolinea
tetraodoni (ElI-Matbouli i Hoffmann 1994). Les projeccions del mixosporidi EE també
difereixen de les dels altres mixosporidis celozoics que presenten grans plasmodis,
com Zschokkella leptatherinae (Su 1996), Z. icterica (Diamant i Paperna 1992) o
Sphaeromyxa zaharoni (Diamant i col. 2004) que normalment no presenten un
contacte intim amb les cél-lules epitelials de I'hoste.
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Pel que fa a la funci6é de nutricié, 'observacié de vacuols de pinocitosi i fagocitosi amb
porcions de microvellositats a prop dels enterocits de I'’hoste indiquen que la fagocitosi
podria ser una manera de nutricié practicada per aquests parasits en la que podrien
intervenir els pseudopodis. La preséncia de figures mieliniques entre els pseudopodis
o dins dels vacuols de fagocitosi semblen recolzar aquesta hipotesi. A més, la
presencia de figures mieliniques entre les projeccions citoplasmatiques podria indicar
una digestié extracel-lular de les membranes de I'hoste prévia a la fagocitosi o la
pinocitosi (Upenskaya 1982). A més d’en aquesta espécie, I'alimentacié per fagocitosi
ha estat descrita en altres mixosporidis celozoics com M. trachinorum (Canning i col.
1999) o L. sparidarum (Sitja Bobadilla i Alvarez Pellitero 2001) i una digestié previa a
una ingestio per pinocitosi també ha estat descrita a Z. leptatherinae (Su 1996).

Estadis proliferatius. L'observaci6 d'una membrana vacuolar envoltant
cel-lules S suggereix que la principal via de formacié de cél-lules internes (So T) és la
divisié enddgena de la cél-lules P o S. D’altra banda, la preséncia de grans quantitats
de ribosomes i d’'un nucli eucromatinic suggereix que tant les cél-lules S com les T

tenen una gran activitat en la sintesi de proteines.

Esporogénesi. Els mixosporidis monosporics o disporics solen produir espores
sense formaci6 de pansporoblast (Lom i Dykova 1992). Aquest sembla ser el cas del
mixosporidi EE ja que no s’ha observat una membrana vacuolar envoltant el parell
d’esporoblasts observats. Aquesta caracteristica, perd, no ajuda a aclarir la identitat
d’aquest nou mixosporidi, ja que altres espécies celozoiques presents en esparids com
Ceratomyxa sparusaurati o L. sparidarum (Palenzuela i col. 1997, Sitja-Bobadilla i
Alvarez-Pellitero 2001) presenten un patr6é de formacié d’espores similar. Pel que fa al
procés de formacio de les espores, a partir de les observacions realitzades, no es pot
deduir si es produeix per agrupament de cél-lules esporogéniques o per divisions
endogenes a partir d'una cel-lula esporogénica. Tanmateix, sembla que la segona
d’aquestes possibilitats és la més versemblant ja que s’ha pogut observar una fina
membrana vacuolar envoltant les cél-lules de I'esporoblast.

6.4.2. Prevalenca i intensitat del parasit en diferents situacions experimentals

Els resultats mostren que tant la prevalenga com la intensitat varien forga entre
instal-lacions i experiments. Aixi, el parasit és clarament més freqlent a les
instal-lacions del NCM (infeccions C5 i O2) que a les de I'lATS (infeccions C1 i O1).
Tanmateix, si excloem els individus de I'experiment O2 la preséncia del parasit és
forca ocasional.
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6.4.3. Identificacio del parasit

Identificacié6 basada en la morfologia i localitzaci6 del parasit. La

morfologia dels estadis del mixosporidi EE en totes les situacions experimentals
analitzades va ser identica, de manera que probablement tots els estadis observats
pertanyin al mateix organisme. En aquest sentit, establir el génere o 'espécie d’aquest
mixosporidi resulta dificil ja que no s’han observat espores madures. A més, la
recollida de material genétic en bon estat per a la seva seqiienciacié va ser impossible
ja que totes les mostres havien estat fixades i processades per MO i ME. De tota
manera, els estadis EE observats podrien ser atribuits a altres espécies de
mixosporidis alguns dels quals s’han trobat situats sobre la mucosa intestinal
d’esparids al Mediterrani. Un d’aquests mixosporidis és Leptotheca sparidarum, que es
troba principalment al ronyo, perd que ocasionalment es pot trobar a la superficie de la
mucosa intestinal (Sitja-Bobadilla i Alvarez-Pellitero 2001). L. sparidarum comparteix
moltes caracteristiques amb el mixosporidi EE com per exemple el fet de presentar
una esporogénesi disporica 0 no ocasionar cap lesié a I'epiteli intestinal. Tot i aixd, no
s’han localitzat estadis d’aquest parasit al ronyé o la vesicula biliar. A més,
L.sparidarum mai no s’ha trobat en instal-lacions piscicoles a Israel, que és l'indret en
que el mixosporidi EE ha resultat ser més abundant.
Un altre mixosporidi que es situa sobre la mucosa intestinal és Enteromyxum fugu.
Aquest mixosporidi celozoic ha estat descrit en infeccions mixtes amb E. leei a l'intesti
del peix globus (Takifugu rubripes) (Tun i col. 2000, Yanagida i col. 2004). A més de
trobar-se en infeccions mixtes amb E. leei, comparteix altres caracteristiques amb el
mixosporidi EE com soén el fet de trobar-se en una intensitat molt baixa i no ser els
responsables de les lesions que s’observen a I'epiteli dels peixos afectats. De tota
manera i pel que fa a la morfologia, I'estadi esporogénic que s’ha observat en el
present estudi sembla tenir una mida menor que els estadis esporogénics observats a
E. fugu (Tuni col. 2000)

Identificacié basada en dades moleculars. L’extraccié6 d’ADN a partir de
teixits fixats en parafina és una técnica que, tot i haver estat emprada fonamentalment
en el diagnostic patologic en humans i mamifers (Levine i col. 2002), s’ha emprat en
molt pocs casos en el diagnostic de patdogens que afecten a peixos (Dixon i col. 2004,
Crumlish i col. 2002). Els beneficis d’aquesta técnica s6n nombrosos, sobretot en el
diagnostic d’organismes que son dificils de detectar en fresc (infeccions subcliniques)
o d’identificar a partir d’'una seccid histologica. Aquest darrer seria el cas de la
identificacié de les formes de proliferacié dels mixosporidis (com el mixosporidi EE i E.
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fugu) que presenten la mateixa morfologia quan s’estudien al microscopi. En el
present treball, aquesta técnica no ha donat els resultats esperats, sobretot per
problemes d’especificitat de les reaccions de PCR. Només en un cas es va aconseguir
dissenyar una reacci6 especifica per amplificar E. fugu provinent d’extraccions en fresc
(PCR4), pero va resultar ineficag en la deteccié del parasit en parafina. Aquests
resultats podrien ser deguts a la baixa intensitat que E. fugu presentava en les
seccions histologiques estudiades i al baix rendiment que solen presentar les
extraccions d’ADN a partir de talls en parafina quan es comparen amb les extraccions
a partir de material en fresc. Aquests dos factors farien que la quantitat ’ADN total del
parasit a la mostra fos insuficient per poder ser visualitzada en una banda en el gel
d’agarosa. En aquest sentit, aquest sembla ser un dels problemes que presenta
I'aplicacié d’aquesta técnica ja que, després d’un resultat negatiu, alguns autors solen
realitzar una segona reaccié de PCR amb el producte de la primera (Crumlish i col.
2002, Levine i col. 2002). Per tant, tot i que no es tracta d’'una forma epi-epitelial d’E.
leei (Cuadrado i col. 2007), a partir dels resultats obtinguts no es pot descartar ni
confirmar la hipotesi que el mixosporidi EE sigui E. fugu.

6.4.4. Transmissio del parasit

La troballa del mixosporidi EE en les orades R de les infeccions C5 i O2 sembla indicar
que, a les instal-lacions del NCM, aquest parasit es va transmetre des dels peixos
donants conjuntament amb E. leei. Tot i que els estocs de peixos donants van ser
rigorosament examinats, el fet que aquests peixos presentessin infeccions molt
intenses d’E. leei podria haver fet que aquest segon parasit passés desapercebut
degut a la seva baixa intensitat. En aquest sentit, tot i que amb prevalences molt
superiors, les infeccions mixtes d’E. fugu i E. leei també es transmeten a peixos sans
per cohabitacié amb peixos parasitats i per ingestié del seu contingut intestinal
(Yasuda i col. 2002, Yanagida i col. 2006).

En el cas de les infeccions C1 i O1, realitzades a I'lATS, la majoria d’orades infectades
eren controls. Per tant, la infeccid, probablement, es va produir en les mateixes

instal-lacions per efluent des d’un focus d’infeccié desconegut.
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El cicle de vida d’Enteromyxum leei en el seu hoste intermediari es pot dividir
en dues etapes: una etapa inicial i de proliferaci6 que inclou tres estadis
denominats ST1, ST2 i ST3 i una segona etapa esporogéenica que inclou dos
estadis denominats ST4 i ST5.

Existeix una gran versatilitat en els mecanismes de proliferacié i esporogenesi
d’E. leei en el seu hoste. D’'una banda, les cel-lules internes dels estadis
proliferatius podrien formar-se per divisi6 enddogena d’'una cel-lula o bé per
l'envoltament d’'una cél-lula (interna) per una altra (externa). D’altra banda,
l'esporogénesi podria produir-se per agrupacid directa de ceéllules
esporogeniques o per la divisié d’'una Unica cél-lula interna que podria originar-
se a través d’una divisié endogena.

Durant el periode de proliferaci6 d’E. leei es poden distingir dos tipus de
cel-lules S que es diferencien per la seva morfologia i propietats histoquimiques.
En els estadis esporogénics es caracteristica I'aparicié d’un parell cel-lules
secundaries que acompanyen als esporoblasts i espores. Aquestes cel-lules
podrien actuar reinfectant el teixit o infectant altres hostes.

Entre les cél-lules que formen els estadis desenvolupament d’E. leei s’han
observat estructures d’unié i/o comunicacio intercel-lular. Entre les cél-lules S
dels estadis de proliferacié s’estableixen unions semblants a desmosomes i
unions semblants a hemidesmosomes i entre les projeccions de les cél-lules
valvogeniques de I'esporoblast s’estableixen unions septades.

Al citoplasma de les cél-lules valvogeniques apareix una massa amorfa en que
s’hi poden distingir una xarxa de microfilaments d’aproximadament 12 nm de
diametre.

Tots els estadis de desenvolupament d’E. leei s’han observat a la mucosa o al
lumen del tracte digestiu (en concret, cecs pilorics, intesti i recte). En aquesta
ubicacidé, els estadis del parasit es poden situar a linterior del teixit on
presenten una posicié intercel-lular o bé a I'exterior del teixit situant-se sobre
les microvellositats dels enterocits. Ocasionalment i en parasitacions massives,
s’han trobat espores al lumen de la vesicula biliar.

En infeccions consolidades els estadis d’'E. leei tendeixen situar-se a la mucosa
intestinal formant agrupacions de mida variable. Aquestes agrupacions es
caracteritzen per presentar un nucli on s’observen fonamentalment estadis ST3,
ST4 i ST5 i una periféria amb estadis ST2 i ST3. La intensitat dels estadis al
nucli és més elevada que a la periféria.

En totes les infeccions experimentals, el parasit assoleix taxes d’infeccié i/o
d’intensitat mitjana més elevades a lintesti posterior i al recte al final de
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I'experiment. En aquest sentit, el risc d’infeccid de l'intesti anterior i/o els cecs
pilorics sol ser menor que el risc d’infeccio de l'intesti posterior. Tot i aixo, en la
infeccié natural, la prevalenca i la intensitat mitjana del parasit sén superiors a
I'intesti anterior i mig que a l'intesti posterior i el recte.

La resposta inflamatoria front del parasit sembla dependre del tram intestinal
considerat. Aixi, en les orades, els trams intestinals posteriors presenten una
reaccio inflamatoria més debil que l'intesti anterior i els cecs pilorics.

Les caracteristiques de la infeccié per E. leei depenen de la metodologia
emprada per infectar els individus. En la orada, I'establiment de la infeccié és
més curt i les taxes d’infecci6 sén més elevades quan el métode d’infeccié
escollit és la ingesti6é forcada d’estadis del parasit.

Les caracteristiques de la resposta inflamatoria per part de I'hoste també
depenen del métode d’infecci6 utilitzat. En les orades adultes, la reaccio
inflamatoria és més intensa quan el métode d’infeccié és la cohabitacié amb
orades donants.

Les caracteristiques de la infeccid per E. leei depenen de I'especie d’hoste. Aixi,
I'establiment i la progressié de la infeccié en les morrudes juvenils és més
rapida que en les orades (juvenils i adultes) quan el metode d’infeccié és la
cohabitaci6. En aquest sentit, el risc d’'infeccio de les morrudes juvenils és unes
6 vegades i mitja superior al risc de les orades juvenils. D’altra banda, en les
morrudes juvenils, la colonitzacié de I'epiteli intestinal pels estadis d’E. leei es
produeix de manera progressiva. El parasit envaeix l'intesti posterior i avanga
en direccid proximal fins a ocupar totalment la mucosa de l'intesti i els cecs
pilorics. En canvi, en les orades juvenils, la infecci6 comencga en varis focus al
llarg de la mucosa intestinal i avanga de manera atzarosa.

Les caracteristiques de la resposta inflamatoria per part de I'hoste també
depenen de I'espécie d’hoste. Aixi, la resposta inflamatoria és més intensa en
les morrudes juvenils que en les orades juvenils.

En l'orada, les caracteristiques de la infecci6 per E. leei depenen de I'edat dels
individus. Tot i que el parasit s’estableix abans en les orades adultes que en les
orades juvenils, la intensitat de la infeccié és superior a les orades juvenils.
D’altra banda, en les orades adultes el parasit s’estableix primer a lintesti
posterior i al recte, mentre que en les orades juvenils ho fa quasi indistintament

a l'intesti anterior o posterior.
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Les caracteristiques de la resposta inflamatoria per part de I'hoste també
depenen de I'edat dels individus. Les orades juvenils solen presentar amb més
freqiéncia respostes inflamatories caracteritzades per 'augment de cél-lules
granulars eosindfiles a la submucosa. També, és més freqlent el nombre de
casos en quée aquestes cellules o cél-lules rodlet es troben properes o en
contacte a estadis de desenvolupament del parasit a la mucosa.

Les lesions que provoca E. leei en el seu hoste, son les mateixes en qualsevol
de les infeccions estudiades. La seva aparicié i gravetat estructural i funcional
esta directament relacionada amb la preséncia i la intensitat del parasit
respectivament, i no a les caracteristiques de I'hoste ni al métode d’infeccié
emprat.

La presencia d’'una reacci6 inflamatoria en I'hoste esta directament relacionada
amb la preséncia del parasit a la mucosa intestinal. Aquesta resposta sol
consistir en un engruiximent de la submucosa provocat per I'augment de
cel-lules inflamatories ja siguin cél-lules limfocitaries o cél-lules granulars
eosinofiles.

E. leei pot presentar-se en infeccions mixtes amb un altre mixosporidi celozoic
entéric (mixosporidi EE).

El mixosporidi EE es relaciona amb les cél-lules de I'epiteli intestinal a través
d’unes projeccions citoplasmatiques que conformen una xarxa. Dins I'entramat
format per aquestes projeccions citoplasmatiques figures mieliniques.

En el desenvolupament proliferatiu d’aquest mixosporidi EE la principal via de
formacio de cél-lules internes seria la divisi6 enddogena d’una cél-lula mare.
L’esporogenesi del mixosporidi EE és disporica i sense formacié de
pansporoblasts. L’esporogenesi es produiria per divisié directa d’'una unica
cél-lula esporogenica que provindria de la divisié endogena d’una cél-lula mare.
La identificaci6 d’aquest mixosporidi EE en base a la seva morfologia i
localitzacié fa descartar la possibilitat de que es tracti de Leptotheca
sparidarum. Els estudis morfologics i moleculars d’aquest mixosporidi EE no
permeten descartar la possibilitat que es tracti d’Enteromyxum fugu.

La transmissié d’aquest parasit es pot produir a partir de la cohabitaci6 amb
altres individus afectats, per la ingestio oral d’estadis del parasit o bé a través
de I'efluent provinent d’altres tancs d’experimentacio infectats.
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Apendix

8.1. Técniques histologiques

8.1.1. Microscopi optic
A continuacié es descriuen els protocols seguits durant el processament de les
mostres per a I'observacié al microscopi optic.

Taula 8.1. Protocol de fixacid, deshidrataci6 i inclusié en parafina.

Preparacio dels fixadors
Formol tamponat al 10% (5 L)
500 ml de formol concentrat (37-40%)
4,5 L d’aigua destil-lada
100 g de sal tamp6 pH=7,2 (fosfat) (ANALEMA)
Liquid de Davidson
600 ml alcohol 96%
200 ml d’acid acetic
400 ml de formol concentrat (37-40%)
600 ml d’aigua destil-lada

Reactiu N¢ banys Temps (hores)
Fixacio Formol 10% 1 2
Transicio fixacio-deshidratacio Formol 10%: Etanol 50% 1 2
Deshidratacio Etanol 50% 1 1

Etanol 70%

Etanol 96° 1 1
Etanol 100° 1 1
Transicio deshidratacio-
inclusio Etanol 1002 Xilol 1 1
Xilol 2 1
Inclusio Parafina (58-609) 2 2
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Taula 8.2. Protocol de tincié en hematoxilina i eosina (HiE).

Reactiu N? Banys Temps (minuts)
Desparafinacio Xilol 2 5
Hidratacio Etanol 100? 2 5
Etanol 96° 1 5
Etanol 70% 1 5
Etanol 50% 1 5
Aigua corrent 1 10
Tincio Hematoxilina de Mayer 1 10
Aigua corrent 1 25
Eosina 1 5
Deshidratacio Etanol 96° 2 15 segons
Etanol 100° 2 15 segons
Rentat Xilol 2 5

Taula 8.3. Protocol de tincié amb Giemsa.

Preparacio dels reactius

Aigua acética 0,1%

100 ml d’aigua destil-lada

2 gotes d’'aigua acética

Reactiu N? Banys Temps (minuts)
Desparafinacio Xilol 2 5
Hidratacio Etanol 100¢ 2 5
Etanol 96° 1 5
Etanol 70% 1 5
Etanol 50% 1 5
Aigua corrent 1 10
Tincio Giemsa 50% 1 25
Aigua corrent 1 25
Aigua acetica 0,1% 1 15 segons
Deshidratacio Etanol 96° 2 10 segons
Etanol 1002 2 10 segons
Rentat Xilol 2 5
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Taula 8.4. Protocol de tincié amb Acid Periddic-Reactiu de Schiff (PAS).

Preparacio dels reactius

Acid Periodic 5%

5g d’acid periodic (HIO,)
100ml d’aigua destil-lada

Reactiu N Banys Temps (minuts)
Desparafinacio Xilol 2 5
Hidratacio Etanol 100¢ 2 5
Etanol 96° 1 5
Etanol 70% 1 5
Etanol 50% 1 5
Aigua corrent 1 10
Tincio Acid Periddic 5% 1 10
Aigua corrent 1 25
Aigua destil-lada 1 5
Reactiu de Schiff 1 30
Aigua corrent 1 10
Hematoxilina de Mayer 1 1
Aigua corrent 1 10
Deshidratacio Etanol 96° 2 3
Etanol 100° 2 3
Xilol 2 ’
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8.1.2. Microscopi electronic de rastreig

El protocol emprat en el processament de les mostres per a la seva observacio al

microscopi electronic de rastreig (MER) es detalla a continuacié.

Taula 8.5. Protocol de fixacio, deshidratacié i muntatge de mostres al MER.

Preparacio dels reactius
Tampé cacodilat sodic 0,.1M (100 ml)

100 ml d’aigua destil-lada
3,4 g de cacodilat sddic
Tampé fosfat 0,1M (100 ml)
1,63 g de sodi fosfat bisodic PO4HNa, - 12 H,O
0,4 g sodi fosfat dibasic Na;HPO4-2H,0
100 ml d’aigua destil-lada
Glutaraldehid 2,5% en tampé cacodilat sodic 0,1M (20ml)
18 ml de tampé cacodilat
2 ml de glutaraldehid 25%

Reactiu N2 banys  Temps (minuts)
Fixacio Formol 10%*' 1 2 hores
Rentats Tampo fosfat*? 2 15
Tampé cacodilat sodic*?
Fixacio Glutaraldehid 2,5% 1 2 hores
Rentats Tampé cacodilat sodic*? 2-3 5
Deshidratacio Etanol 30% 1 15
Etanol 50% 1 15
Etanol 70%*° 1 15
Etanol 90° 1 15
Etanol 100° 2 15
Punt critic

Muntatge i
recobriment en or

T o ) ) -
*' Sies parteix de mostres fixades en formol al 10%, siné comengar el protocol en el quart pas.

*20,1M i pH=7,4.
*° Es pot aturar el procés en aquest pas.
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8.1.3. Microscopi electronic de transmissio

A continuacio6 es descriuen els protocols emprats en la preparacié de mostres per a la

seva observacio al microscopi electronic de transmissio (MET).

Taula 8.6. Protocol de fixaci6 i deshidratacié de mostres per MET.

Preparacio dels reactius

Tetraoxid d’osmi 1% (10 ml)

10 ml de tampé cacodilat sodic 0,1 M

0,1 g de tetradxid d’osmi

Acetat d’'uranil 1% (10 ml)

10 ml d’etanol al 70%

0,1 g d’acetat d'uranil

Reactiu N2 banys Temps (minuts)
Fixacio Glutaraldehid 2,5 - 3% (a 4°C) 1 2 hores
Rentats Tampé cacodilat sodic*" *2 2-3 15
Post-fixacio Tetraoxid d’osmi 1% en tamp6 cacodilat sodic.

(4%C) 1 2 hores
Rentats Tampo cacodilat sodic*’ 2-3 15
Deshidratacio Etanol 30% 1-2 15

Etanol 50% 1-2 15

Etanol 70% 1-2 15
Tincié en bloc* Acetat d’uranil 1% en etanol al 70% (4°C) 1 12-24 hores
Rentats Etanol 70% 4-5 15
Deshidratacio Etanol 90% 2 15

Etanol 100° 3 15

*10,1M i pH=7 4.

*2 Eg pot aturar el procés en aquest pas.
*3 Opcional, és preferible tenyir el tall en reixeta.
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Taula 8.7. Protocol d’inclusié de mostres en resina EPON.

Preparacio dels reactius
Resina EPON
24 ml TAAB 812 RESIN
19 ml TAAB DDSA EM grade
33 ml TAAB MNA EM grade
2 ml TAAB BDMA

Reactiu Temperatura Temps (hores)
Inclusio Alcohol 1002 : Oxid de propilé (1 :1) ambient 15 minuts

Oxid de propilé ambient 1

Oxid de propilé: resina EPON (1 : 1) ambient 1

Resina EPON ambient 1

Resina EPON 4°C 12-24
Polimeritzacio 60°C 48

Taula 8.8. Protocol d’inclusié de mostres en resina SPURR.

Preparacio dels reactius
Resina SPURR
5 ml component ERL 4206
3 ml component DER 736
13 ml component NSA
0,2 ml component DMAE

1 ml component D d’araldita

Reactiu Temperatura  Temps (hores)
Inclusio Alcohol 1009 : resina SPURR (3 : 1) ambient 15 minuts

Alcohol 1002 : resina SPURR (2 : 2) ambient 1

Alcohol 100° : resina SPURR (1 : 3) ambient 1

Resina SPURR ambient 1

Resina SPURR 4°C 12-24
Polimeritzacio 80°C 48
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Taula 8.9. Protocol de tincié de talls semifins en blau de toluidina.

Preparacio dels reactius
Blau de toluidina 1%

1 g de blau de toluidina
1g de tetraborat sodic anhidre (Na,B,O-)

100 ml d’aigua destil-lada

Reactiu Temps
Tincio Blau de toluidina 1%. 10 minuts
Rentats* Aigua destil-lada

* .
rentar a raig.

Taula 8.10. Protocol de tincié de talls ultrafins amb acetat d’uranil.

Preparacio dels reactius
Acetat d’'uranil 1%

10 ml d’aigua destil-lada

0,1 g d’acetat d’uranil

Reactiu Temps
Tincio Acetat d'uranil 1% 10 minuts
Rentats* Aigua destil-lada 5 segons

*4 - 5 banys

Taula 8.11. Protocol de tincié de talls ultrafins amb citrat de plom.

Preparacio dels reactius
Citrat de plom
= Preparar 0,32 g d’hidroxid sodic (Na(OH)) en 8 ml d’aigua bidestil-lada.
= Preparar 1,33 g de nitrat de plom (Pb (NOj),) i 2,4 g de citrat de sodi
(NaH»(C3Hs0O(COO0)3)en 30 ml d’aigua destil-lada bullida.
= Barrejar les dues solucions i enrasar a 50ml amb aigua bidestil-lada i bullida.

Reactiu Temps
Tincio Citrat de plom*’ 18 minuts
Rentats* Aigua destil-lada 5 segons

= col-loquen unes gotes de citrat de plom en una area tancada juntament amb unes llenties d’hidroxid
sodic. ** 4 — 5 banys.
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8.2. Tecniques moleculars

8.2.1. Extracci6 d’ADN

A partir de mostres en parafina. En primer lloc s’elimina mitjangant un bisturi
tota la parafina possible del bloc. A continuacié i mitiangcant un microtom, es realitzen
uns 7 o 8 talls de 5 um que s’introdueixen en un eppendorf. EI material per la
manipulacié de cada mostra i dels talls que se’n facin ha d’estar desinfectat. Després
afegim a cada mostra 200 ul de tampé de digestié (50 mM Tris-HCl a pH = 8,5i 1 mM
EDTA). Les mostres es mantenen 10 minuts a 95°C. Passats els 10 minuts, les
mostres es centrifuguen durant 20 minuts a 12.000 g. Després de la centrifugacio,
apareix un anell de parafina a I'eppendorf que s’ha d’eliminar. Posteriorment,
s’afegeixen 2 pl de proteinasa K (10 mg/ml) i les mostres es deixen tota la nit a 56°C.
Per desactivar la proteinasa K es deixen les mostres durant 10 minuts a 95°C. A
continuacié, es pot aturar el protocol i congelar les mostres o bé centrifugar-les a
durant 10 minuts a 12.000 g. Per fer la PCR, s’agafa 1 ul del sobrenedant que apareix
després de la centrifugacio.

A partir de teixit fresc. S’introdueix el teixit en un eppendorf amb 300 pl de
tampd de TNES urea (10 mM Tris-HCI (pH 8), 125 mM NaCl, 10 mM EDTA, 0,5%
SDS, 4 M urea). A continuacié, s’hi afegeixen 100 pg/ml de proteinasa K i es manté a
55°C durant tota la nit. S’afegeixen 300 pl (tants com de tampé d’extraccidé) de fenol i
s’agita. A continuacio, s’hi afegeixen 300 ul de cloroform (tants pl com de fenol) i
també s’agita. Després es centrifuga la mostra a 15.000 g durant 5 minuts. S’agafa el
sobrenedant que apareix després de la centrifugacié (aproximadament uns 270 pl) i
s’hi afegeix el triple de volum (uns 810 pl) d’etanol 92% molt fred. Quan s’agita la
mescla apareix un nuvol blanc d’ADN (I'aparicié d’aquest navol i la seva mida depén
de la quantitat d’ADN de la mostra). A continuacio, es centrifuga la mostra a 15.000 g
durant 15 minuts de manera que apareixi un bot6 blanc d’ADN al fons de I'eppendorf.
S’eliminen I'etanol 92% de la mostra per decantaci6 i s’hi afegeix 1 ml d’etanol 70°
també fred. S’agita la mescla i es torna a centrifugar la mostra a 15.000 g durant 15
minuts. Es torna a eliminar I'etanol de la mostra per decantacid i es deixa assecar.

Finalment s’afegeix aigua de PCR a la mostra i es passa pel vortex per resuspendre-la.
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