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Resumen

Hasta la fecha, no se ha prestado mucha atencién a los efectos de la microbiota de peces en la reproducibilidad
y comparabilidad de estudios sobre peces . Factores extrinsecos e intrinsecos, como la calidad del agua, las
poblaciones microbianas ambientales, dieta, perfil genético del huésped, sexo, edad y estado de estrés,
afectan la microbiota de peces y crean variantes inter e intraespecificas significativas. Las microbiotas de
peces tienen una funcion criticaen muchos aspectos clave de la fisiologia del huésped, como proteccion contra
patogenos, digestion y desarrollo del tracto digestivo y el sistema inmune local. Por ello, se deberia invertir
mas esfuerzo en la estandarizacion de los perfiles microbiolégicos de los peces de investigacion. En este
contexto, los temas a considerar incluyen el establecimiento de lineas de peces isobioticas e isogénicas, la
estandarizacién de condiciones de crianza y el desarrollo de pruebas apropiadas para describir
adecuadamente las poblaciones microbianas. Existen muchos retos en cada uno de estos temas, y la
comunidad de investigadores debe decidir qué aspectos deberian estandarizarse para cada especie y cada tipo
de investigacion. Para todos los estudios en los que se espera que la microbiota ejerza una influencia, sera
primordial llevar a cabo unos informes exhaustivos. Cada paso hacia la estandarizacién aumenta la calidad de
los estudios y simultdaneamente contribuye a reducir el niUmero de peces utilizados en las investigaciones, lo
cualesunaobligacion éticay legal.

Palabrasclave
Peces, microbiota, estandarizacion

En 2010, Kilkenny et al.' propusieron las pautas ARRIVE
(Animals in Research: Reporting In Vivo Experiments), que
incluyen una lista de veinte puntos en los que se describe la
informacion breve pero esencial que todas las
publicaciones, que se refieran a animales, deben contener.
Uno de estos puntos requiere una descripcion detallada de
las caracteristicas de los animales para investigacion
previas al estudio, incluyendo su estado microbioldgico.
Monitorizar y registrar el estado microbioldgico de todos
los animales para investigacion también es obligatorio
segun la Directiva 2010/63/EU, ya que deben
implementarse programas de vigilancia microbioldgica
para todos los animales de investigacion. Sin embargo,
hasta la fecha, la gran mayoria de los estudios referidos a
peces no incluye ninguna descripcion de su estado
microbioldgico, y rara vez se incluye informacion sobre
pruebas que certifiquen la ausencia de patdgenos
importantes en peces.

El objetivo de este trabajo es, en primer lugar, subrayar por
qué la microbiota normal de peces sanos es una variable
experimental importante que afecta a la validez y
reproducibilidad de los experimentos; en segundo lugar,
discutir los problemas y retos que plantea la estandarizacion
de lamicrobiota en peces para investigacion.

Lamicrobiotaenpeces

En estudios previos se han utilizado métodos basados en el
cultivo para identificar e incluso cuantificar los grupos de
microorganismos que comprende la microbiota de los
peces. Sin embargo, debido a la baja cultivabilidad (a
menudo <2 %) de muchas bacterias que viven en el agua, en
la piel y en el intestino de los peces, también se han usado
técnicas moleculares complementarias para proporcionar
una vision mdas completa de la microbiota en peces.””
Tomando como base estas técnicas, muchos anaerobios
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esenciales que son dificiles de cultivar representan una
porcion significativa de la microbiota intestinal de algunas
especies de peces.’Inmediatamente después de que
eclosionen las larvas de peces, las bacterias presentes en el
corion del huevo y en el agua comienzan a colonizar
diferentes areas del cuerpo, y esta colonizacion continua a
medida que los peces empiezan a alimentarse y a crecer.”
Los microorganismos se encuentran normalmente en la
piel, branquias e intestino de los peces, pero su presencia
también se ha registrado en otros organos tales como el
higado y los ovarios.”'"* No obstante, ya que estos 6rganos se
consideran estériles, la presencia de microorganismos
generalmente indica una disrupcidn en los mecanismos de
defensa inmunitaria y la presencia de infecciones
subclinicas.

Microbiotade la piely branquias de peces

Seglin numerosos estudios, existen diferencias
cuantitativas y cualitativas entre las microbiotas de la piel y
las branquias de los peces y la del agua en el entorno.’
También existen diferencias entre las comunidades de
bacterias y hongos adheridas a las branquias y la piel."

Debido al entorno rico en nutrientes que proporciona la
mucosa de la piel y las branquias, la densidad de
microorganismos en la piel y branquias de los peces es
significativamente mas alta que la que se encuentra en el
agua del entorno, como demuestran varios estudios que
emplean métodos basados en el cultivo para analizar peces

12,13

criados en peceras o en estanques. ~ Basandose en estudios

previos, Austin’ ha registrado poblaciones de bacterias en
un rango de entre 10’ y 10" bacterias/cm en piel de peces y
10° bacterias/g en las branquias. Se han asociado cargas
mayores a entornos acuaticos altamente contaminados. No
obstante, debido a los métodos empleados
(primordialmente métodos basados en el cultivo y escaner
con microscopia electronica), las poblaciones de bacterias
investigadas en estos estudios podrian haberse
subestimado.

La gran mayoria de las bacterias identificadas son Gram-
negativas y aerobicas, y son parte de los phyla
Proteobacteria, Firmicutes, Cyanobacteria, Actinobacteria,
y Bacteriodetes.” Los géneros mas comunes son los
siguientes: Aeromonas spp., Vibrio spp., Cytophaga spp.,
Flexibacter spp., Escherichia coli, Enterobacter spp.,
Pseudomonas spp., y Photobacterium spp. Muchas de estas
bacterias son patdogenos oportunistas que se encuentran de
forma ubicua en el entorno acuatico. Tienen el potencial de
causar problemas de salud en determinadas condiciones,
por ejemplo cuando el sistema inmunitario del hospedador
estd en riesgo o cuando la temperatura del agua les es
favorable.

Factores que afectan la microbiota de la piel y
branquias de peces

Varios factores tanto externos como relacionados con el
hospedador afectan a la densidad y composicion de la
microbiota de la piel y branquias de peces (Figura 1).
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Figura 1: Microbiota de la piel y el tracto gastrointestinal de los peces: factores que la influyeny sus efectos. Los recuadros

azules se refieren tanto a la microbiota intestinal como a la de la piel, los recuadros rojos solo a la microbiota intestinal, y el

recuadroverde alamicrobiotade la piel.

A pesar de que existe una especificidad hospedador-
especie clara, varios factores, tales como el entorno, la
estacion y una serie de componentes mucosos, afectan
a la microbiota de la piel y branquias de los peces."*"
Ademas, el genotipo y sexo del hospedador parecen
tener una gran influencia, lo que resulta en variaciones
significativas intraespecificas, a pesar de que se ha
registrado la presencia de una poblacidn
principalmente autoctona en ciertas especies tales
como la trucha de manantial (Salvelinus fontinalis) y
la panga (Pangasius hypophthalmus)."*"

Dietas diferentes (por ejemplo pellets o dietas
naturales) o la la restriccion de alimentos alteran la
microbiota de la piel y branquias de peces, a través de
la composicion de la mucosa de su piel y branquias.”
De la misma manera, un numero de factores
estresantes, tales como una alta densidad de
poblacion, hipoxia, o ser transportados durante cinco
horas, también alteran la microbiota de la piel y
branquias de peces a través de la composicion de la

mucosa de su piel y branquias.”™"” Diferentes especies
de peces son capaces de tolerar el estrés de forma
distinta, y por tanto, los efectos de una serie de
estresores en la microbiota de su piel y branquias
pueden variar.

En mamiferos, la estimulacion de una superficie
mucosa puede tener como resultado una respuesta
inmunitaria en otras superficies mucosas. En peces, se
sabe poco sobre estas respuestas inmunitarias
comunes, y es necesario ampliar las investigaciones
para esclarecer estas interacciones y, en particular,
determinar como influencian a la microbiota.

Efectos de la microbiota de piel y branquias de peces
enelhospedador

En los mamiferos terrestres, la microbiota normal de la piel
juega un papel defensivo importante al contrarrestar
muchos patégenos potenciales. Se ha demostrado un papel

similar en peces (Figura 1).***' Las bacterias beneficiosas
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actian a través de la exclusion competitiva de nutrientes y/o
sintesis de compuestos antimicrobianos. La presencia de
estas bacterias beneficiosas tiene un papel importante en las
fases iniciales de una infeccion, y puede incluso contribuir a
larecuperacion de los peces afectados.””

Segun Hansen y Olafsen,’ algunas bacterias en la
microbiota de la piel de peces también podrian contribuir a
su locomocioén al segregar mucosidad espesa que reduce la
resistencia acuadinamica, potenciando asi los efectos de la

mucosa de la piel. Esto esta atin por confirmar.
La microbiotaintestinal en peces

En peces, la poblacion microbiana intestinal se ha estudiado
por extenso en comparacion con la microbiota de piel y
branquias, y se han confirmado sus efectos sobre la
digestion, metabolismo y diferentes enfermedades.™***

Los microorganismos que colonizan el tracto
gastrointestinal de los peces pueden ser autdctonos o
transitorios (o aldctonos), dependiendo de su capacidad
para sobrevivir el bajo nivel de pH del estomago
(dependiendo de la especie de pez) y la competicién con

“*2* Hay diferencias en la

otros microorganismos.
composicion de la microbiota entre diferentes partes del
tracto gastrointestinal, y estas diferencias estan asociadas
con los habitos alimenticios de la especie hospedadora.”*
El niimero de microorganismos tiende a incrementarse
desde el estomago hacia la parte distal del intestino.”*

Los grupos de microorganismos que colonizan la mucosa
intestinal (principalmente la microbiota autoctona) son
distintos de los que se encuentran en los contenidos
intestinales (principalmente microbiota aldctona) y en el

27,28
agua.

Estas diferencias son facilmente atribuibles a
propiedades especificas del microentorno de la mucosa
intestinal, que proporciona una serie de recursos para que
los microorganismos vivan y se propaguen.”*

Los principales grupos microbianos son bacterias aerdbicas
y anaerdbicas facultativas, aunque muchos anaerobios
obligados (por ejemplo Cetobacterium somerae) asi como
algunas levaduras también estan presentes.””****"** Los
phyla bacterianos predominantes son Proteobacteria,
Bacteroidetes y Firmicutes. Algunos virus, incluyendo
muchos bacteriofagos, también viven en el intestino de los
peces.”

Las poblaciones de bacterias cultivables en el contenido
intestinal y mucosa oscilan entre colonias compuestas por
10° y 10" unidades (CFUs)/g, donde la poblacion en las

mucosas por lo general muestra una diversidad mas

#H3 aunque también se ha registrado lo contrario.”

baja,
Hay variaciones en las cifras de microorganismos que
colonizan los enterocitos; algunos enterocitos no son
colonizados por practicamente ninguna bacteria.”

Igual que en la microbiota de la piel, la microbiota intestinal
de los peces también comprende numerosas especies
patdgenas, principalmente oportunistas, tales como
Edwardsiella tarda, E. ictaluri, Aeromonas hydrophila y

Vibrio alginolyticus.™"

Factores que afectan a la microbiota intestinal de los
peces

Por lo general, los mismos factores que afectan a la
microbiota de piel y branquias de los peces afectan también
asumicrobiota intestinal (Figura 1). En muchos casos, no se
conoce totalmente el mecanismo preciso mediante el que lo
hacen.

La especie de pez condiciona en gran parte la composicion
de la microbiota intestinal.” También existen diferencias en
los grupos bacterianos predominantes que estan presentes
en las especies de peces de agua dulce y de agua salada. Por
ejemplo, Aeromonas spp. y Pseudomonas spp. son los
géneros mas comunes en muchas especies de peces de agua
dulce, mientras que Vibrio spp. parece ser la mas comun en
muchas especies de peces marinos.””

La influencia de los antecedentes genéticos del hospedador
en la composicion de la microbiota no se ha estudiado a
fondo en peces. En humanos y ratones, algunos genes del
hospedador pueden alterar los perfiles inmunologicos
intestinales y en consecuencia influir en la microbiota
intestinal, incluidos los phyla predominantes Bacteroidetes
y Firmicutes.” Smith ez al.* observaron que las poblaciones
de espinosos (Gasterosteus aculeatus) con mayor
heterocigosidad tendian a mostrar menor variacidon
microbiana inter-individual. Esta tendencia podria
asociarse a una diversidad inmunogenética mayor entre
individuos de estas poblaciones, lo que reduce la diversidad
microbiana. Esta conclusion, en caso de confirmarse, podria
tener serias implicaciones para la seleccion de perfiles
genéticos de los peces utilizados en experimentacion.
Dependiendo del enfoque que se use, se han registrado
diferencias en las implicaciones que tiene el sexo en la
microbiota intestinal de los peces. Al utilizar un método
basado en el cultivo, Cantas ef al.*' no observaron
diferencias significativas en la microbiota intestinal entre
machos y hembras de pez cebra (Danio rerio). No obstante,
Bolnick et al.” observaron diferencias significativas en la
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microbiota intestinal de machos y hembras en poblaciones
naturales de espinosos (Gasterosteus aculeatus) y percas de
rio (Perca fluviatilis) utilizando amplificacion del gen 16S
rRNA. Ademas, las diferencias en la dieta han propiciado
cambios dependientes del sexo en la microbiota intestinal.

A medida que los peces atraviesan diferentes fases de su
desarrollo, su microbiota intestinal también cambia, a

374344 .
TEH Ademas, la

menudo debido a cambios en su dieta.
microbiota intestinal es diferente para alevines y peces
sexualmente maduros, potencialmente debido a un mayor
nivel hormonal.” Segin numerosos estudios, factores
ambientales tales como la calidad del agua, los nutrientes
disponibles, y potencial contaminacién, tienen una
influencia significativa en la microbiota intestinal de los
peces, tanto en peces salvajes como en los criados en

25,45,4 32
% Roeselers et al.”’ observaron que la

cautividad.
microbiota intestinal principal era constante en peces cebra
bajo diversas condiciones en diferentes laboratorios; estos
resultados son similares a aquellos obtenidos con peces que
habian sido recolectados recientemente de sus habitats
naturales.

Incluso el sistema de cria afecta a la microbiota intestinal de
los peces. Usando métodos moleculares biologicos, Giatsis
et al.”” examinaron los efectos de peceras de recirculacion y
suspension activa en el desarrollo de la microbiota intestinal
de larvas de tilapias del Nilo (Oreochromis niloticus)
después de alimentarse por primera vez. Aunque no se
hallaron diferencias en el crecimiento larvario, conversion
del alimento ni supervivencia entre ambos sistemas, se
observaron diferencias significativas en las poblaciones
microbianas intestinales siete dias después de alimentarse
por primera vez. También se observaron diferencias en las
poblaciones microbianas en el agua, pero no esta claro si
estas estaban asociadas a las diferencias en la microbiota
intestinal de los peces.

La dieta parece ser el factor mas significativo con una
influencia directa en la microbiota intestinal. Diferentes
ingredientes, diferentes tipos de alimento (por ejemplo,
alimento vivo o pellets) y diferentes aditivos (por ejemplo,
vitaminas o probioticos) tienen una influencia decisiva en la
comunidad microbiana del tracto gastrointestinal de los
peces.’ Estos factores favorecen el crecimiento de ciertos
grupos de microorganismos, que pueden a su vez influir en
la colonizacion de patogenos potenciales.

En el plazo de dias o semanas después de un cambio en la
dieta, se producen cambios significativos en la microbiota
intestinal, dependiendo de la dieta y potencialmente de la
edad de los peces.”***" La restriccion de alimentos también

genera cambios en las poblaciones microbianas intestinales
en un plazo de dias. En este ultimo caso, los grupos
bacterianos que utilizan fuentes de energia mas diversas,
como los Bacteroidetes, tienden a aumentar. En diferentes
especies de peces, dietas diferentes parecen influir de forma
distinta la microbiota autoctona y aléctona,’ ™ un fenémeno
que deberia estudiarse en todas las especies de peces.

El estrés podria influir la microbiota intestinal de los peces,
principalmente debido a los cambios resultantes en la
mucosa intestinal. En especial después de estrés severo tal y
como el causado por la manipulacidn con red, se produce un
mayor desprendimiento de mucosas, que tiene como
resultado una eliminacidén excesiva de las bacterias
autdctonas, muchas de las cuales tienen un papel
significativo en la protecciéon contra potenciales
patégenos.”™ Estos cambios, combinados con cambios
estructurales (por ejemplo una mayor permeabilidad
transepitelial) que tienen lugar en el intestino causados por
el estrés, aumentan el riesgo de colonizacion e invasion de
patégenos potenciales.”® En los ratones, los ritmos
circadianos, en especial cuando se combinan con una dieta
alta en grasas y en azulcares, afectan a la microbiota
intestinal.” Este fenomeno atin no ha sido estudiado en
peces, pero tales efectos no pueden ser excluidos y pueden
tener importantes implicaciones ya que los fotoperiodos
varian en diferentes instalaciones y experimentos.

Efectos de lamicrobiotaintestinalen el hospedador

En los peces, la importancia de la microbiota intestinal para
la digestion del hospedador depende del nivel tréfico del
mismo. Los peces herbivoros dependen de la digestion
microbiana de ciertos componentes vegetales, en especial la
celulosa, mientras que los peces carnivoros parecen
depender menos del metabolismo microbiano intestinal.”’
La microbiota intestinal tiene un papel protector contra
muchos patdgenos potenciales, principalmente inhibiendo
la colonizacion patoégena y/o produciendo sustancias

*** Muchas bacterias acido lacticas, tales

antimicrobianas.
como Carnobacterium divergens y Lactobacillus
delbrueckii subsp. lactis, que son partes de la microbiota
autdctona de muchos peces, juegan un papel en la defensa
contra patdgenos tales como Aeromonas salmonicida y
Vibrio anguillarum.” Sus poblaciones, y por tanto sus
efectos, pueden verse afectados por factores tales como la
nutricion, estrés y salinidad.™

Muchas bacterias intestinales de peces sintetizan sustancias
importantes que utiliza el hospedador. Por ejemplo,
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Cetobacterium somerae, parte de las microbiota intestinal
autdctona de muchas especies de peces como carpas y
tilapias, produce vitamina B12." En consecuencia estas
especies de peces requieren poco o ningun suplemento de
esta vitamina en su dieta.”

Estudios que han usado peces cebra libres de gérmenes han
demostrado los efectos positivos de la microbiota intestinal
en la renovacion y diferenciacion del epitelio intestinal, asi
como la expresion de genes de peces que tienen un papel en
las respuestas inmunitarias y oxidativas al estrés,

62,63 I3 .
“* Ademas, estudios

aumentando asi la tolerancia al estrés.
que investigan diferentes probidticos han revelado la
influencia de la microbiota intestinal en el numero de
células caliciformes, la longitud de las vellosidades
intestinales, la densidad de células T y granulocitos
acidofilos en la mucosa intestinal, lisozimas séricas y
niveles del complemento, y actividad bactericida.”""’

En los ratones, la microbiota intestinal también influye en
la motilidad intestinal, que con probabilidad tiene lugar a
través de la estimulacion del sistema nervioso entérico.””
Ademas, también se ha demostrado que hay comunicacion
entre lamicrobiota intestinal y el cerebro del hospedadoren
mamiferos.” La microbiota afecta al comportamiento del
hospedador a través de vias nerviosas aferentes vagales,
mientras que el hospedador influye en el contenido y la
funcién de la microbiota a través de neurotransmisores
ligados a receptores especificos en microorganismos. En
peces, estas investigaciones estin en una fase muy
temprana, pero recientes estudios ya han sugerido que la
microbiota intestinal influye sobre el comportamiento y las
respuestas al estrés.”

Segin Mouchet et al.,” la diversidad funcional en la
microbiota intestinal (evaluada segun las fuentes de carbon
utilizadas) entre individuos de la misma poblacion no esta
relacionada con la diversidad genética de la microbiota
intestinal, sino que esta influenciada por la especie de pez 'y
su dieta. Por lo tanto, aunque varios factores pueden afectar
a la composicion de la microbiota intestinal en peces
individuales, una poblacidn entera de peces que viva en un
entorno acuatico especifico tiene una capacidad de
degradacion determinada, que estabiliza, en cierta parte,
este entorno especifico.

Estandarizacion de la microbiota en peces:
problemasyretos

Hay cuatro problemas clave a la hora de considerar la
estandarizacion de la investigacién en la microbiota de

peces (Figura 2): (a) el establecimiento de lineas de peces
con un perfil genético uniforme, (b) el establecimiento de
lineas de peces isobidticas, (c) el establecimiento de
condiciones de cria estandarizadas segun las preferencias
de cada especie, y (d) la monitorizacidon y el registro
apropiados del estado microbiologico de los peces para
experimentacion.

Establecimiento de un perfil genético uniforme

En humanos, los gemelos monocigoéticos presentan
similitudes significativas en lo que refiere a sus poblaciones
microbianas.” La genética del hospedador afecta a la
microbiota a través de caracteristicas heredadas tales como
diferentes componentes del sistema inmunitario y
composicion de las mucosas.” Este tipo de interacciones
también esta presente en peces. Por ejemplo, un estudio de
Boutin et al."” ha revelado tres locus de rango cualitativo
(QTL) en truchas de manantial asociados con las cantidades
de Lysobacter, Rheinheimera y Methylobacterium en la
piel. Estas bacterias pueden influir el nimero de ciertos
patdgenos oportunistas que se encuentran en la piel de los
peces.

El amplio uso de cepas de roedores isogénicos ¢ isobioticos
para investigacion ha tenido como resultado un rapido
aumento en nuestro conocimiento de muchos aspectos de la
fisiologia humana y animal. El uso de este tipo de cepas
proporciona un mayor conocimiento, facilita la
caracterizacion de relaciones dosis-respuesta mas precisas,
y tiene como resultado menos resultados falsos-negativos
comparado con el uso de animales exogamicos.” En lo que
se refiere a la microbiota intestinal, las variaciones entre
ratones endogamicos son significativamente menores que
aquellas entre ratones exogamicos.”

En peces, la practica indica que diferentes lineas isogénicas
presentan caracteristicas y comportamientos
significativamente diferentes.” En consecuencia, la
seleccion de una linea apropiada para el estudio es de gran
importancia y deberia tenerse en cuenta en todo disefio
experimental. Segin Bongers et al.,” si se usan peces
endogamicos en un estudio, el mejor enfoque es utilizar
algunas cepas de peces endogamicos para poder extrapolar
los resultados del experimento a una poblacidn exogdmica
mas amplia. Se requieren mas estudios para examinar las
interacciones entre microbiotas definidas y la fisiologia de
los hospedadores en diferentes lineas de peces, asi como la
estabilidad de la microbiota a lo largo del tiempo.

La produccion de lineas isogénicas implica muchos
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problemas técnicos, y para algunas especies de peces de
poco valor comercial, puede que esto no resulte practico. No
obstante, su uso en ultima instancia promoverd la
reproducibilidad y contribuira a una reduccion en el nimero
de peces usados en experimentos, tal y como sefialan
Grimholtetal.”

Establecimiento de lineas de pecesisobiéticas

Idealmente, los peces usados en cualquier tipo de estudio
deberian tener una microbiota totalmente caracterizada o
definida. A estos animales se les designa «gnotobidticosy, y
el término también incluye animales libres de gérmenes (o
axénicos). Estos animales gnotobidticos generalmente se
derivan de animales libres de gérmenes, que mas tarde son
colonizados con una microbiota predeterminada. Los
animales que se colonizan con microbiotas recogidas de
donantes criados de forma convencional también reciben el
nombre de animales convencionalizados.” Una vez se
producen, los animales isobidticos transfieren su
microbiota a su descendencia, como demostraron Becker et

al. enratas.” Lamayor ventaja de usar animales gnobidticos
es el control aumentado sobre muchas variables que afectan
al desarrollo de la microbiota y, en particular, a las bacterias
autdctonas. Sin embargo, el proceso presenta algunas
desventajas que estan principalmente relacionadas con la
complejidad de varios procedimientos y con el
mantenimiento del estado gnotobi6tico.™

Los peces gnotobidticos, como el pez cebra, ya se han
criado y utilizado en varios estudios para investigar la
microbiota intestinal.”** El momento apropiado para la
colonizacion es importante y deberia establecerse para cada
especie de pez. La colonizacidn artificial deberia tener lugar
de forma simultanea al momento en que se produciria la
colonizacion natural para que el desarrollo del tracto
gastrointestinal no se vea alterado. Por ejemplo, Pham et
al” han determinado que el momento 6ptimo para la
colonizacion en peces cebra es tres dias después de la
fertilizacion, porque este es el momento en el que los peces
criados de forma convencional eclosionan de su corion y
son colonizados por su microbiota. Sin embargo, hasta el
momento, no se han desarrollado protocolos para

Establecimiento de peces isogénicos

Seleccion de lineals) isogénicals) apropiadals)

Estandarizacion de las condiciones de cria

Estandarizacion vs. heterogenizacion

Seleccion de parametros para la estandarizacion

Establecimiento de peces isobidticos

Convencionalizacion de peces gnobidticos
Momento de la colonizacion

Mantenimiento de una microbiota definida
Estandarizacion de la microbiota de la piel

Monitorizacion y registro

Seleccidon de grupos microbianos

apropiados: nivel de detalle filogenético

Frecuencia de la toma de muestras
Uso de test apropiados: equilibrio entre

4> Reproducibilidad
Comparacion
Q}Animales utilizados

Figura 2: Estandarizacion de la microbiota en peces: problemas y retos
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estandarizar o manipular la microbiota de la piel de los
peces; en teoria, es aplicable el mismo enfoque. El
mantenimiento de microbiotas definidas es un problema
importante y se relaciona muy directamente con las
condiciones de cria y la dieta de los peces. Ademas, la
microbiota podria cambiar a lo largo del tiempo debido a
mutaciones y/o el intercambio de informacion genética
entre microorganismos. Por tanto, puede requerirse la
recolonizacidn a través de alimento o agua, probablemente
combinada con un tratamiento antibiético.”"* Todos estos
aspectos deben examinarse en diferentes especies de peces.
El tratamiento con varios agentes antimicrobianos, tales
como la formalina, se proponen con frecuencia como
estandar para reducir el riesgo de introducir patégenos o
incluso para controlar la microbiota de los peces con la
llegada de nuevos animales a un laboratorio. Sin embargo,
estos enfoques producen alteraciones en muchos tejidos de
los peces, generan estrés y pueden incluso incrementar la
mortalidad post-tratamiento, como demuestran estudios
con desafios.” Por tanto, estos métodos deberian usarse solo
en caso necesario y cuando su influencia tanto en el
bienestar de los peces como en la validez de los resultados
haya sido probada.

Condiciones de cria estandarizadas

Los centros de investigacion que utilizan peces cuentan con
entornos controlados con sistemas de flujo continuo o bien
de recirculacion para proveerse de agua. En la mayoria de
estas instalaciones crian a sus propios peces, pero a menudo
también deben usar peces de fuentes externas, como granjas
o criaderos comerciales. En este ultimo caso, los peces
permanecen en cuarentena durante un periodo determinado
de tiempo, durante el cual puede que se les trate para
eliminar patégenos comunes. En definitiva, debido a las
diferentes practicas en instalaciones diversas, los
diferentes pardmetros de calidad del agua (aunque estos
suelen mantenerse dentro de un rango predeterminado para
cada especie) y las dietas diversas, el estado microbioldgico
de los peces para investigacion varia o se desconoce.

La estandarizacion ambiental entre diferentes instalaciones
para investigacion con animales sigue siendo un tema
controvertido. Van der Staay ef al.** evaluaron el uso de
condiciones estandarizadas frente a heterogéneas en la
experimentacién animal y concluyeron que esta ultima no
permite la deteccion de diferencias sutiles, y por tanto, la
primera es preferible, en especial en estudios iniciales. Sin
embargo, la generalizacion de resultados debe confirmarse

con una «amplia replicaciéon» de estudios, en los que se
examinen varios factores conocidos. Usando medidas de
comportamiento en un estudio en multiples laboratorios,
Richter e al.” observaron un ratio mayor de resultados
«falso-positivos» cuando se empleaba la replicacion
estandarizada. Por tanto, la estandarizacion ambiental
deberia sustituirse por condiciones ambientales
heterogéneas y controladas. Aunque las conclusiones de
Van der Staay ef al. y Richter et al. difieren, enfatizan la
importancia de un diseflo experimental cuidadoso y el
examen de todos los factores que contribuyen en el mismo
antes de poder inferir ninguna conclusion. No obstante,
algunas variables de cria, tales como una dieta comun para
cada especie de pez y el uso de agua tratada y recirculada,
pueden reducir de forma significativa las variaciones
intraespecificas en la microbiota normal de los peces.
Monitorizary registrar la microbiota en peces

El uso de animales libres de patdgenos (SPF, por sus siglas
en inglés) y el mantenimiento de un entorno SPF son los
aspectos mas importantes de cualquier programa para
monitorizar la salud de los peces que se implemente en un
centro de investigacion. Otros factores, tales como la
seleccion de grupos apropiados de microorganismos como
objetivo, los métodos de evaluacion empleados, el nimero
de animales representativos seleccionados para su
evaluacion y el coste, también son decisivos para el éxito de
este tipo de programa.” Johansen er al.”’ proporcionaron
una vision general de los principios de un programa de
monitorizacion de la salud de los peces en un centro de
investigacion. No obstante, deben tenerse consideraciones
adicionales cuando se monitoriza y registra la microbiota
normal de los peces para incrementar la reproducibilidad de
los experimentos, y también deberian hacerse los ajustes
necesarios en base a la especie de pez. La importancia de
estandarizar, monitorizar y registrar la microbiota de los
animales de investigacion ya ha sido sefialada por Eberl.”
Este autor reunio opiniones de muchos especialistas en esta
area para dar respuesta a preguntas relevantes. Todos los
especialistas que reconocen el papel de la microbiota en la
fisiologia del hospedador estuvieron de acuerdo en la
importancia de registrar la microbiota para todos los
estudios, en especial en los casos en los que hay pruebas
suficientes de su influencia. Dos de las preguntas iniciales
planteadas por Eberl fueron: (a) qué microorganismos
deberian monitorizarse, en especial en términos del nivel de
detalle filogenético, y (b) con qué frecuencia deberia
producirse la monitorizacion. En peces, las respuestas a
ambas preguntas dependen de la especie de pez (por
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ejemplo, del nivel tréfico), cdmo de aislado y constante es el
entorno en las instalaciones, y del tipo de estudio. Por
ejemplo, si en las instalaciones se utilizan recirculacion y
tratamiento de agua (por ejemplo, radiacion ultravioleta u
ozono) y un alimento estandarizado con un contenido
microbiano contenido, se podria asumir que la microbiota
de la piel, branquias e intestino se mantendran
relativamente constantes si el perfil genético de los peces y
el mantenimiento general también estan estandarizados. En
especial, los estudios nutricionales deberian, como minimo,
incluir siempre una descripcion de la microbiota intestinal
para todos los tratamientos (incluyendo tanto bacterias
aerdbicas como anaerdbicas, asi como hongos) al inicio y al
final del periodo experimental. Si bien una descripcion
detallada de la microbiota de los peces puede no ser practica
por su coste, la lista de microorganismos objeto de estudio
deberia al menos incluir todos los grupos principales que
tienen un papel importante en la digestion, segtin la especie
de pez y la naturaleza del experimento. De la misma
manera, las infecciones experimentales deberian incluir
grupos de microorganismoscon propiedades protectoras y/o
inmunoestimulantes conocidas.

Cuando se llevan a cabo experimentos a largo plazo,
también deberian examinarse los efectos para la microbiota
de los diferentes estados de desarrollo y edades de los peces,
por lo que deberian contemplarse los momentos apropiados
para la toma de muestras. Segtin Giatsis et al.,” no existen
diferencias significativas en la microbiota intestinal de
peces individuales que viven en la misma pecera (en
especial si los peces comparten antecedentes genéticos), ni
hay diferencias entre los peces que viven en peceras
replicadas mantenidas en las mismas condiciones. Aunque
estas observaciones deberian confirmarse para diferentes
condiciones y deberia desarrollarse un protocolo
estandarizado para la toma de muestras, parece que solo se
requiere una muestra de tamafio relativamente pequefio
para determinar el estado microbiano de un grupo
homogéneo de peces.

Otro asunto importante son los métodos empleados para
examinar y estandarizar la microbiota de los animales para
investigacion. Todos los test tienen sus limitaciones y por
tanto deberia usarse una combinacion de los mismos para
obtener una vision mas precisa de las poblaciones
microbianas presentes.**"* Avances recientes en el uso de la
culturémica para estudiar la microbiota intestinal humana
indican que se obtienen mejores resultados con una
combinacién de métodos basados en el cultivo e

independientes del cultivo, en especial en el caso de
microorganismos de escasa abundancia que ciertos
métodos moleculares no logran detectar.””

El coste de monitorizar de forma adecuada la microbiota de
los peces usados en experimentacion puede seguir
resultando elevado para algunos centros, en especial si se
requiere la toma frecuente de muestras. Sin embargo, este
coste se vera afectado por el nivel de estandarizacion de la
microbiota, y podria equilibrarse al reducir el numero de
animales requeridos para los experimentos y aumentar su
reproducibilidad.

Conclusiones

Recientemente se ha empezado a prestar una mayor
atencion a la validez y reproducibilidad de estudios
publicados, en especial aquellos en los que participan
animales. Ademas de por razones cientificas y legales,
existe una obligacion ética de asegurar que se usa el minimo
nimero posible de animales en los experimentos para
obtener resultados fiables.

Uno de los factores fundamentales que afectan a la
reproducibilidad, y en consecuencia la validez de cualquier
experimento, es la estandarizacion de las condiciones
experimentales. En experimentos con peces, la microbiota
de los peces rara vez se incluye al describir el estado de los
animales empleados, a pesar de ser bien conocida la
capacidad de la microbiota de los peces para afectar al
hospedador de forma notable, lo que resulta en variaciones
interespecificas y, lo mas importante, intraespecificas. A
medida que avanza el conocimiento sobre el papel de la
microbiota de la piel, branquias y tracto gastrointestinal, se
hace mas evidente la importancia de su estandarizacion.
Este informe subraya los problemas y retos mas importantes
planteados por la estandarizacion de la microbiota normal
de los peces y su importancia en la experimentacién con
peces. Los peces constituyen un grupo de animales
altamente diverso, y cada especie muestra distintas
tolerancias y respuestas a varios factores. Los estudios
usados como ejemplos en este informe solo incluyen
algunas especies. Por tanto es necesaria mas investigacion
antes de que la comunidad cientifica decida qué factores de
los que afectan a la microbiota de cada especie son
importantes para la estandarizacion. No obstante, la
microbiota en peces es una variable experimental
importante y deberia ser monitorizada y registrada en todos
los estudios en cuyos resultados pueda influir.
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Resumen

No se ha prestado mucha atencién a los efectos de los microbiotas de peces en la reproductibilidad y
comparabilidad de estudios sobre peces hasta la fecha. Factores extrinsecos e intrinsecos, como la calidad
del agua, las poblaciones microbiales ambientales, dieta, perfil genético huésped, sexo, edad y estado de
estrés, afectan las microbiotas de peces y crean variantes inter e intraespecies significativas. Las microbiotas
de peces tienen una funcidn critica en muchos aspectos clave de la fisiologia del huésped, como proteccidn
contra patdgenos, digestion y desarrollo del tracto digestivo y el sistema inmune local. Por ello, se deberia
invertir mas esfuerzo en la estandarizacidn de los perfiles microbiolégicos de los peces de investigacién, En
este contexto, los temas a considerar incluyen el establecimiento de lineas de peces isobidticas e isogénicas,
la estandarizacién de condiciones de crianza y el desarrollo de pruebas apropiadas para describir adecua-
damente las poblaciones microbiales. Existen muchos retos en cada uno de estos temas, y la comunidad de
investigadores debe decidir qué aspectos deberian estandarizarse pra cada especia y cada tipo de investiga-
cion. Para todos los estudios en los que se espera que la microbiota ejerza una influencia, sera primordial
llevar a cabo unos informes exhaustivos. Cada paso hacia la estandarizacién aumenta la calidad de los
estudios y simultdneamente contribuye a reducir el nimero de peces utilizados en las investigaciones, lo
cual es una obligacion ética y legal.
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