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un patégeno humano Acinetobacter baumannii* hemos

conseguido descubrir varios aspectos novedosos de la
biologia del patdgeno de peces Gram negativo Photobacte-
rium damselae subsp. piscicida (Pdsp), antiguamente cono-
cido como Pasteurella piscicida®. Queremos hacer énfasis
en varios conceptos: la mezcla de ideas provenientes de
campos de investigacion distintos, la importancia de leer
articulos no exclusivamente del propio tema de trabajo,
y la colaboracién entre grupos que en algunos casos no
tienen conexion aparente debido a sus respectivas areas
de trabajo.

Mi grupo trabaja en un hospital y por lo tanto se centra
en el estudio de patégenos bacterianos humanos. Como
antiguamente —durante mi Tesis Doctoral— habia traba-
jado en vacunas de peces y con patdgenos de acuicul-
tura, tengo en ese campo muchos conocidos. Entre los
«ictiopatélogos» que conozco, algunos trabajan en las Islas
Canarias. Son amigos y colaboradores que recientemente
hicieron una visita a nuestro laboratorio. Algunos patoge-
nos de importancia veterinaria causan también zoonosis
importantes, por lo que nuestra colaboracion se extiende
a varios patégenos humanos y animales, y dura ya muchos
afos. En esa ocasion en concreto, trabajamos juntos con
unas cepas de Photobacterium para infectar células de pez
in vitro y hacer fotos en nuestros microscopios. Pdsp suele
tener un aspecto redondeado, cocobacilar, muy facilmente
reconocible al microscopio. Pero algunas fotos de inmu-
nofluorescencia fueron descartadas debido a lo que tenia
pinta de ser una contaminacién con otra bacteria. Tenian
unas cosas «muy raras». Afortunadamente no eliminamos
definitivamente aquellas fotos, sino que las guardamos en
una carpeta del ordenador con el nombre «que XXXX es
esto», que cayo6 en el olvido (Figura 1).

Meses mas tarde, estabamos trabajando con el patégeno
humano Acinetobacter baumannii, que trae de cabeza a
muchos hospitales, ya que esta entre los 6 microorganismos
multirresistentes mas peligrosos®*.

Nos encontrabamos estudiando los distintos apéndi-
ces superficiales que posee Acinetobacter baumannii en una

En este articulo os contamos como gracias al trabajo con
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Figura 1. Carpeta inicial
donde guardamos las fotos de
inmunofluorescencia que nos hicieron
pensar que lo que estabamos viendo
N\ era una contaminacion con una cepa
N\ que tenia grandes fimbrias. Aquello
. nos cabreé mucho y dejamos de
Photobacterium hacer fotos, pues las bacterias con
damselae WHAT apéndices superficiales no se parecian
THE BEEE IS THIS en nada a Photobacterium damselae
subsp. piscicida.

coleccién de cepas humanas aisladas en nuestro hospital. En
concreto, una de las pruebas que se suele realizar para detec-
tar estructuras superficiales en bacterias Gram negativas es
determinar si éstas tienen la capacidad de aglutinar eritrocitos
humanos. Por ejemplo, cuando una bacteria expresa fimbrias de
tipo I o similares, normalmente posee la capacidad de aglutinar
eritrocitos humanos, y este fenémeno se puede observar sim-
plemente mezclando una cantidad de bacterias con una canti-
dad de eritrocitos frescos®. En este sentido, algunas de nuestras
cepas de Acinetobacter producian una aglutinacion positiva de
los eritrocitos humanos (Figura 2a). Acinetobacter se clasifica
taxonémicamente como «no movil» ya que no posee flagelos y
por lo tanto no posee un movimiento bacteriano rapido clasico.
De hecho, su nombre viene del latin akinetos «sin movimiento»
y bactrum «varilla». Sin embargo «se desplaza» sobre super-
ficies solidas gracias a que expresa y utiliza unos apéndices
superficiales denominados pili o fimbrias, produciendo ademas
algunas formas muy vistosas (Figura 3a)®. Algunas de las fim-
brias que producen son de gran tamario (Figura 4a). Ademas,
esta «mala bestia» tiene una gran facilidad para formar bioca-
pas (biopeliculas o biofilms) en superficies sélidas (Figura 5a)’.
En esos dias que trabajabamos con Acinetobacter, mis amigos
de Canarias me volvieron a llamar para que hiciera mas fotos
de Pdsp, con lo que disponiamos de cultivos frescos en placa.
Segln la escasa literatura existente sobre los ensayos para
determinar la presencia de fimbrias en Pdsp, este patdgeno no
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Figura 2. Aglutinacion de eritrocitos humanos. A, Acinetobacter; B, cepa de Photobacterium damselae subsp. piscicida que no
producia aglutinacion; C, cepa positiva de Pdsp, la n.° 5, que si producia una aglutinacién clara de eritrocitos humanos.

aglutina eritrocitos de varias especies de peces, que son sus
hospedadores y victimas habituales. Tampoco parece aglutinar
eritrocitos de rata o de raton, ni de conejos, caballos o pollos.
Pero, ;y de humanos? Al estar realizando aglutinaciones con
cepas de Acinetobacter, disponiamos de sangre humana del
grupo A*, por lo que decidimos utilizar las 5 cepas de Pdsp
que teniamos en placa para «probar suerte». Con las cuatro
primeras cepas no sucedié nada, el mismo resultado que en
un control negativo (Figura 2b). Pero la quinta cepa produjo
una aglutinacion perfecta (Figura 2c). Y ahi salto la alarma.
Muy posiblemente esa cepa poseia fimbrias o pili similares a
las fimbrias de tipo I de bacterias Gram negativas.

Al tiempo que estabamos probando la sangre con A. bau-
mannii, realizdbamos fotografias de microscopia electroni-
ca de transmision (TEM). Decidimos entonces realizar una
tincion negativa con acido fosfotingstico de las cepas de
Pdsp, incluso de las que no aglutinaban eritrocitos, ya que
un resultado negativo en la aglutinacion de eritrocitos solo
implica que posiblemente no se expresen fimbrias similares
a las de tipo I, pero esta prueba no descarta la presencia de
otro tipo de fimbrias bacterianas (y hay muchas...). Y ahi
saltd la alarma otra vez, utilizando TEM, vimos que todas
las cepas de Pdsp poseian fimbrias, incluso algunas de gran
tamafio, como ocurria en A. baumannii (Figura 4b).

La siguiente pregunta que nos hicimos fue ;para qué
puede Pdsp utilizar estas fimbrias? Evidentemente podria
utilizarlas como factores de patogenicidad, pero volvimos
a pensar en A. baumannii. A. baumannii es una bacteria
no movil, como Pdsp (ya que no poseen flagelos), pero el
patdégeno humano posee un movimiento caracteristico de
las bacterias que se desplazan sobre superficies sélidas uti-
lizando un pilus de tipo IV. Por lo tanto, decidimos realizar
pruebas de movilidad sobre superficies solidas con las cepas
de Pdsp. ;Y salto la alarma otra vez! Pdsp es una bacteria no
movil que se «desplaza» sobre superficies sélidas (Figura 3b).
La secuencia logica era seguir buscando similitudes entre el
patégeno humano y el de peces, a pesar de que no deberia
haber mucha correlacion entre ambos, debido a su diferente
ecobiologia. A. baumannii es capaz de formar biopeliculas.
En Pdsp estas estructuras no habian sido descritas, por lo
que nos pusimos a ello. Descubrimos que Pdsp es capaz no
solo de desplazarse sobre superficies sélidas sino también de
formar biopeliculas (Figura 5b). Estas biopeliculas las forman
comunidades bacterianas complejas adheridas a una superfi-
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cie, ampliamente distribuidas en la naturaleza, y tienen gran
importancia desde muchos puntos de vista®®.

Asi, de mezclar lo que sabiamos del patégeno humano,
con lo que habia en la literatura sobre el patégeno de
peces, pudimos descubrir y caracterizar parcialmente dife-
rentes aspectos de este dltimo. Creemos que estos peque-
fios descubrimientos pueden abrir el camino a investiga-
ciones con este patdgeno de peces sobre la caracterizacion
de esas fimbrias, sobre los factores ambientales que pueden
influir en su desplazamiento sobre superficies solidas y
sobre su ecobiologia, o como podria ser capaz de sobrevivir
en ambientes marinos formando biocapas. Ademas, hemos
extraido varias conclusiones que pueden ser Gtiles a nues-
tros doctorandos. Una de ellas es que debimos fiarnos mas
de resultados preliminares, como nuestras inmunofluores-
cencias iniciales —antes de desecharlas rapidamente por
parecer en algunos casos contaminaciones— pues poste-
riormente comprobamos que eran en realidad un fiel reflejo
de la pureza de los cultivos, ya que nuestro anticuerpo
reconocia muy especificamente todas las cepas de Pdsp. Es
dificil que hubieran sido contaminaciones, aunque nunca
se hubieran observado fimbrias en esta especie. El que
otros no hayan descubierto algo no implica que sea un
dogma, sobre todo conociendo la diversidad genotipica y
fenotipica de las bacterias Gram negativas. Muchas obser-
vaciones cientificas se engendran como aparentemente
inatiles durante el primer momento de su contemplacion y

Figura 3. Movilidad entre la parte inferior del agar y el plastico
de una placa de Petri de una cepa de Acinetobacter (A) y una
de Photobacterium damselae subsp. piscicida (B). El punto de
inoculacion vertical se sefiala con un circulo (en el centro de la placa).
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Figura 4. Tincién negativa para microscopia electrénica de
transmision de cepas de Acinetobacter (A) y de Photobacterium
damselae subsp. piscicida (B) donde se pueden apreciar fimbrias
de diferentes tamafos. Magnificacion original: x5000. Las barras
de escala indican 2.5um.

necesitan de otras aportaciones propias o ajenas para que
su significado sea desvelado. En otros casos, las ideas sur-
gen de la mezcla de componentes de dos areas cientificas
muy diferentes. Aunque de primera mano Acinetobacter y
Photobacterium no tengan mucho que ver, hemos detectado
que comparten muchas similitudes fenotipicas.
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Figura 5. Tincion con cristal violeta de biocapas formadas in
vitro por Acinetobacter (A) y Photobacterium damselae subsp.
piscicida (B). Acinetobacter forma biocapa principalmente en la
pared de los pocillos y Pdsp en la base.

Ahora nos toca —o a otros— buscar las implicacio-
nes en la ecologia y patogénesis que tienen estos nuevos
aspectos bioldgicos de Photobacterium damselae subsp.
piscicida.
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