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Resumen

Clarias gariepinus (pez gato africano) es una especie explotada en la acuicultura mundial.
La intensificacion de su cultivo ha provocado la aparicién de enfermedades bacterianas
por Aeromonas hydrophila. La vacunacién oral y el uso de inmunopotenciadores
econdémicos son una alternativa en el control de las mismas. Este trabajo tuvo como
objeto desarrollar un protocolo de vacunacién oral contra A. hydrophila aplicando
adyuvantes como AFCo3a y AFCo3b junto con la bacterina. Para ello se elabor6
primeramente una bacterina formolizada de A. hydrophila. Los peces fueron divididos en
cuatro grupos de tratamientos: grupo A (sin tratamiento), grupo B (inmunizado con
bacterina de A. hydrophila), grupo C (inmunizado con bacterina y AFCo3a) y grupo D
(inmunizado con bacterina y AFCo3b). A los grupos tratados se les inmuniz6 con 10°
células/ animal de bacterina, se administr6 el AFCo3a y el AFCo3b para 10uL/animal de
LPS. Los tratamientos fueron aplicados junto con la primera comida del dia, cinco dias
continuos desde el dia 1, con una dosis de refuerzo el dia 17. La determinacién de
anticuerpos totales y especificos IgM se realizé por ELISA indirecto utilizando muestras de
suero extraidas los dias 0, 7, 14, 21 y 28 del calendario de vacunacion. En las muestras
analizadas se encontraron titulos de anticuerpos de 1:1280 y la produccién de anticuerpos
especificos fue mayor en los animales inmunizados con AFCo3b. El grupo no inmunizado
mantuvo una produccion de anticuerpos menor. Los anticuerpos totales no aumentaron
durante el experimento. Los resultados indican que el tratamiento mas eficaz fue el
aplicado con AFCo3b puesto que este posee mas antigenos que el AFCo3a, aunque
ambos como cocleatos ofrecieron mejores resultados que la administracion de la
bacterina sin adyuvar. En conclusion, se desarrollé un protocolo de vacunacién adecuado
contra A hydrophila utilizando AFCo3a y AFCo3b como adyuvantes los que a su vez

aumentan la efectividad de la bacterina formolizada como formulacion vacunal.

Palabras claves: Aeromonas hydrophila, bacterina, Clarias gariepinus, cocleatos, IgM,

vacunacion oral



Abstract

Clarias gariepinus (African catfish) is an exploited species in world aquaculture. The
intensification of his cultivation has led to the emergence of bacterial diseases by
Aeromonas hydrophila. Oral immunization and the use of economic immunopotentiators
are an alternative in the control of them. The aim of this job was to develop a protocol for
oral vaccination against A. hydrophila using adjuvants such as AFCo3a and AFCo3b
together with the bacterin. For this purpose was firstly developed a formalin-killed bacterin
of A. hydrophila. The fish were divided into four treatment groups: group A (untreated),
group B (immunized with A. hydrophila bacterin), group C (immunized with bacterin and
AFCo3a) and group D (immunized with bacterin and AFCo3b). In the treated groups were
immunized with 10® cells / animal bacterin was administered AFCo3a and 10uL/animal
AFCo3b to LPS. Treatments were applied with the first meal of the day, five continuous
days from day 1, with a booster dose on day 17. The determination of total and specific
IgM antibodies was performed by indirect ELISA using serum samples taken on days 0, 7,
14, 21 and 28 of the vaccination schedule. In the analyzed samples were found antibody
titers of 1:1280 and the production of specific antibodies was higher in animals immunized
with AFCo3b. The non-immunized group remained a minor production of antibodies. The
total antibodies did not increase during the experiment. The results indicate that the most
effective treatment was the one applied with AFCo3b since this has more antigens that
AFCo3a, although both as cochleates offered better results than the administration of the
bacterin without adjuvant. In conclusion, was developed an appropriate vaccination
protocol against A hydrophila using AFCo3a and AFCo3b as adjuvants which at the same

time increase the effectiveness of formalin-killed bacterin as vaccine formulation.

Keywords: Aeromonas hydrophila, bacterin, Clarias gariepinus, cochleates, IgM, oral

vaccination.



"Ca ciencia se compone de errores, que a su vez, son los pasos
hacia la verdad."

Julio Verne
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Introduccion

1. Introduccidn

Los peces constituyen uno de los grupos de vertebrados mas ampliamente explotados
durante el desarrollo de la humanidad, de ahi que la acuicultura represente una de las
mejores técnicas ideadas por el hombre para incrementar la disponibilidad de alimento
desde tiempos remotos. Actualmente esta actividad econémica juega un papel importante
en el suplemento de proteina de alta calidad para la alimentacién de una poblacién
mundial en constante crecimiento. En el &mbito mundial, la acuicultura es el sector de
mayor crecimiento en la produccién de alimento; en la actualidad es responsable de cerca
del 50% de la oferta mundial de pescado (FAO, 2012) considerandose que sera una de

las principales esferas econdmicas del presente siglo.

Clarias gariepinus (Burchell, 1822), o pez gato africano es un pez de agua dulce de la
familia Clariidae, esta especie tropical estd ampliamente distribuida debido a su alta tasa
de crecimiento, fecundidad y tamafio. Alcanza hasta 29 kg de peso y tiene como
desventaja su gran voracidad. La carne es suave, de sabor agradable y su valor en el
mercado internacional es de 2,38 délares el kg. La produccion mundial esta alrededor de
las 260 000 toneladas con una fuerte tendencia al crecimiento sobre todo en paises como
Nigeria, Malasia, Hungria, Holanda, Tailandia e Indonesia (Vinjoy et al., 2000).

En julio de 1999 se realiz6 la primera introduccion en Cuba y al afio siguiente se decide su
explotacién a gran escala principalmente para el cultivo intensivo (Fonticiella, 2009). En
los dltimos afios el cultivo de esta especie se ha extendido por todas las regiones de pais,
constituyendo de esta forma uno de los alimentos de la poblacién cubana actual. Se
estima que en el afio 2010 se produjeron en el pais alrededor de 5 000 toneladas de

carne de este animal.

A pesar de que esta especie es reconocida por su fortaleza, adaptabilidad a diferentes
condiciones Yy resistencia a enfermedades, la tendencia creciente hacia la intensificacion
de los sistemas de produccién de la especie, comienzan a favorecer el aumento de los
problemas sanitarios. Dentro las principales enfermedades que predominan en estos
sistemas se encuentran las infecciosas que representan anualmente pérdidas cuantiosas
en la produccién global (Georgiadis et al., 2001).
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Introduccion

Los principales agentes causales de enfermedades infecciosas en el cultivo de Clarias
gariepinus son las bacterias, las cuales provocan, mayormente, septicemias donde
intervienen diversos géneros y especies entre las que se encuentran Aeromonas
hydrophila (Chester, 1901), Pseudomonas sp., Flexibacter columnaris, Vibrio sp. y
Edwardsiella spp, cominmente encontradas en el agua y que invaden al pez cuando
existen condiciones estresantes en el ambiente donde estos habitan aumentando la
virulencia del patégeno y disminuyendo la inmunocompetencia del pez (Vinjoy, 2000).
Otras enfermedades importantes en el cultivo del pez gato son las causadas por hongos,
Saprolegnia sp. y Achlya sp. son los géneros mas comunes (Rafai et al., 2010).

Entre las bacterias, Aeromonas hydrophila ha sido encontrada en un amplio rango de
especies de peces de agua dulce por todo el mundo, se encuentra ademas formando
parte del tracto gastrointestinal de los animales, llegando a causar grandes pérdidas
econOmicas bajo condiciones estresantes (Negrete et al.,, 2002). Hasta el presente, el
principal método de control de las enfermedades causadas por A. hydrophila es el
tratamiento con antibiéticos y con la mejora de las practicas de manejo, sin embargo, el
uso extensivo de estos medicamentos ha llevado a que esta bacteria desarrolle
resistencia a los mismos, causando efectos colaterales poco deseables. Una alternativa al
uso de estas sustancias es la vacunacion, la cual constituye una de las herramientas mas
valiosas para prevenir enfermedades en la acuicultura y asegurar un producto limpio sin
efectos sobre el ambiente (Bowden et al., 2003).

En la acuicultura las vacunas que predominan son de microorganismos muertos o
inactivados, también llamadas bacterinas. Estas tienen como ventaja que son vacunas
generalmente bien toleradas, menos reactdégenas que las vacunas vivas, muy seguras y
de mas facil fabricacién, una de sus desventajas es que deben ser administradas con
adyuvantes por ser poco inmunégenas. La vacunacibn oral es el método de
administracion ideal para la acuicultura por la facilidad del procedimiento, por los relativos
costos bajos y porque no causa hingun tipo de estrés a los peces, sumado a la posibilidad

de vacunar grandes poblaciones de peces pequefos en corto tiempo (Vanderberg, 2004).

Uno de los principales componentes de las formulaciones vacunales son los adyuvantes o
inmunopotenciadores los cuales tienen un papel importante en la liberacién y modulacion
de la respuesta inmunolégica. AFCo3a y AFCo3b son inmunoestimulantes producidos en
el Instituto Finlay obtenidos a partir de la membrana externa de Neisseria meningitidis B

como parte de los subproductos provenientes del proceso de produccion de la vacuna VA-
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Introduccion

MENGOC-BC®. Al ser de esta naturaleza su uso reduce los costos de produccién de
dicha vacuna y disminuye la necesidad de importacién de productos de este tipo para uso

nacional.

Por las razones anteriormente expuestas A. hydrophila puede convertirse en un patégeno
peligroso en los sistemas de cultivo intensivo de clarias en Cuba. Al ser relativamente
nueva la introduccion de este pez en la acuicultura nacional, las investigaciones pueden
dirigirse hacia el desarrollo de nuevas estrategias preventivas accesibles y econémicas
gue eviten o atenlen la incidencia de enfermedades causadas por dicho patégeno en
nuestros sistemas de cultivo, favoreciendo de esta forma el buen desarrollo de esta

actividad econémica con mayor productividad y eficiencia.

Una de las estrategias mas prometedoras para el control de estas enfermedades
infecciosas es la vacunacion oral con bacterinas administradas con adyuvantes como
AFCo3a y AFCo3b, ya que son de facil fabricacion y administracion, sin embargo, se hace
necesario el estudio de la respuesta inmunolégica de las mismas, con el fin de determinar
cuanta proteccion se le brinda a los animales con este método de inmunizacién y sentar
las bases para futuras investigaciones. Por tales motivos este trabajo se traza los

objetivos siguientes:
Objetivo general

Desarrollar un protocolo de vacunacion oral en C. gariepinus contra A. hydrophila

administrando bacterina con adyuvantes AFCo3a y AFCo3b.
Objetivos especificos

+ Elaborar bacterina formolizada de A. hydrophila.
+ Determinar la produccién de IgM en C. gariepinus ante la vacunacién oral con

bacterina de A. hydrophila administrada con AFCo3a y AFCo3b.
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Revisién Bibliogrdfica

2. Revision Bibliografica
2.1 Caracterizacion de la especie Clarias gariepinus

2.1.1 Descripcion morfoldgicay ubicacion taxonémica de Clarias gariepinus

Clarias gariepinus es una especie de pez 6seo, perteneciente al género Clarias spp, de la
familia Clariidae del orden Siluriformes, este género comprende alrededor de 100
especies de peces descritas hasta la fecha, sin embargo, algunos autores basados en la
morfologia, anatomia y estudios biogeograficos reconocen como validas so6lo 32 especies
de estas (Tewgels, 1984).

Los miembros de esta especie, también denominada pez gato africano, pueden ser
descritos como animales que presentan forma anguiliforme, cuerpo elongado y cilindrico
con aletas dorsales y anales extremadamente largas donde ambas aletas contienen un
solo rayo blando. El rayo pectoral exterior tiene forma de una espina y la aleta pélvica
normalmente posee seis bandejas. La cabeza es achatada y altamente osificada, los
huesos del craneo forman un casco y el cuerpo esta cubierto con una piel suave carente
de escamas. La piel generalmente estd pigmentada de forma oscura en las partes
dorsales y laterales del cuerpo. La coloracién es uniforme gris oscuro, barro negro o

marron. En condiciones naturales puede alcanzar de 1-1,5 metros y un peso de 29 kg.

Estos peces poseen cuatro pares de barbelos, uno nasal, uno maxilar en el vémer y dos
mandibulares (interiores y exteriores). Los barbelos tienen como funcién la deteccién de
cambios de presién en su ambiente (de Graaf et al., 1996).Las placas dentales estan

presentes en la mandibula asi como en el vémer.

Otra caracteristica significativa de la especie es la presencia de un 6rgano suprabranquial
u érgano respiratorio accesorio, compuesto por camaras pareadas en forma de pera que
contienen dos estructuras arborescentes. Estas arborescencias o estructuras en forma de
coliflor estan localizadas en el segundo arco branquial, y estan sujetadas por cartilago y
cubierto por un tejido altamente vascularizado el cual puede absorber oxigeno
directamente de la atmésfera (Ip, Y. K., et. al. 2005). El érgano respiratorio accesorio
permite al pez sobrevivir por muchas horas fuera del agua o por muchas semanas en el
fango. Presenta un dimorfismo sexual notable, el macho tiene una papila sexual distintiva,

localizada justamente detras del ano. Esta papila sexual esta ausente en las hembras.
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2.1.2 Migraciones, reproduccion y alimentacion de la especie

En condiciones naturales C. gariepinus emprende migraciones laterales desde grandes
cuerpos de aguas, en los cuales se alimentan y maduran alrededor de 12 meses, a areas
marginales temporalmente inundadas con el objetivo de reproducirse. Estas migraciones
reproductivas normalmente tienen lugar poco tiempo después de la estacion de lluvia. La
maduracion gonadal final es asociada con el aumento de los niveles del agua. Bajo
condiciones ambientales estables, los adultos de C. gariepinus maduran sus génadas
alrededor del afio. Bajo condiciones ideales una hembra puede depositar alrededor de
60000 huevos/kg. Las larvas comen y crecen rapidamente en aguas cdlidas (usualmente
>24 °C) alcanzando alrededor 3-7 g dentro de 30 dias. Como las aguas marginales
temporalmente inundadas se secan después de las lluvias, los juveniles y los adultos
hacen su viaje de regreso a las aguas profundas. En areas con dos estaciones de lluvias,
ellos tienen usualmente dos picos reproductivos durante un afio, correspondiente con la
magnitud de las lluvias (FAO, 2012).

Su alimentacioén natural se basa en insectos, gasteré6podos, crustaceos, pequefos peces,
plantas acuaticas, pero han sido encontrados semillas terrestres e incluso pequefios
mamiferos y aves. La fuente de alimentacién primaria en todas las etapas de su desarrollo
es el zooplancton. Aungque generalmente omnivoros, C. gariepinus digieren relativamente
mejor dietas de alta proteinas que carbohidratos. Aproximadamente el 70% de la actividad

alimenticia tienen lugar en la noche.

2.1.3 Distribucion geografica de la especie

Clarias gariepinus habita en aguas calmadas desde lagos, arroyos, rios pantanosos hasta
llanuras inundadas, muchas de las cuales esta sujetas a sequias temporales. Los habitats

mas frecuentados son llanuras cenagosas inundadas y charcas (Bruton, 1979a)

El pez gato africano tiene una amplia distribucién en Africa. La especie esta presente en
Jordania, Libano, Israel y Turquia. C. gariepinus ha sido introducida también en otros

paises de Africa, asi como en Europa, Asia y América (FAO, 2012)

2.1.4 Situacion del cultivo de Clarias spp. en Cubay el mundo

Su cultivo en los tiempos modernos sigue un camino similar al de las tilapias: la primera
domesticacion tuvo lugar por los afios 50 y la adopcién de C. gariepinus como el pez gato

mas beneficioso para la acuicultura fue a mediados de la década de 1970. Sin embargo
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bajo condiciones de cultivo, es dificil para los peces reproducirse espontaneamente. Los
protocolos para la propagacion artificial basados en estimulaciébn hormonal fueron
desarrollados en los afios 1980. Las investigaciones en el desarrollo de la tecnologia del
cultivo de este pez ha sido conducida en Europa (Bélgica y Holanda), asi como en Africa
(FAO, 2012).

En el mes de julio de 1999 se realiza la primera introducciéon de esta especie en Cuba,
con fines de investigacion cientifica, desde Malasia. Actualmente esta especie se destina
para su explotacion mediante el cultivo intensivo, realizando practicas de manejo
inicialmente obtenidas por referencias de otros paises (Vinjoy, 2000). La produccién
mundial esta alrededor de las 260 000 toneladas, con una fuerte tendencia al crecimiento
sobre todo en paises como Nigeria, Malasia, Hungria, Tailandia e Indonesia (op. cit).

Este pez, en condiciones propicias de cultivo, es capaz de ganar 10 gramos de peso por
dia ya que posee una gran capacidad de convertir el alimento en peso corporal, esto lo
hace ideal para garantizar crecientes niveles de produccion. En el afio 2000, un afio
después de introducida, la acuicultura cubana produjo apenas 28 toneladas de clarias, en
el afio 2003 alcanzoé las 438, ya en el 2007 la produccién fue de 3 889 toneladas y en el
2010 ascendi6 a 5 000 toneladas. Su carne, firme y agradable al paladar, con un 18% de
proteina, se compara favorablemente con la de cualquier otro pez tanto de mar como de

agua dulce (Vinjoy, 2000).

Actualmente el cultivo de Clarias gariepinus constituye uno de las principales aristas
dentro de la acuicultura nacional por la rentabilidad del mismo en todos los aspectos,
siendo uno de los principales destinos la produccion de alimentos para la industria del

turismo, lo cual contribuye a disminuir los costos de las importaciones por este concepto.

2.1.5 Principales enfermedades infecciosas en Clarias gariepinus

2.1.5.1 Bacterianas

Las septicemias constituyen un grupo de enfermedades mas comunes en estas especies,
donde intervienen diversos géneros y especies de bacterias entre las que se encuentran
Aeromonas hydrophila, Pseudomonas sp. Vibrio sp., y Edwardsiella spp cominmente
encontradas en el agua y que invaden al pez cuando las condiciones que lo rodean lo
permiten, lo que provoca el aumento de la virulencia del patdgeno y la disminucion de la

inmunocompetencia del pez (Douglas, 2008). Estas bacterias gram-negativas causan
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infecciones sistémicas y los sintomas externos de la enfermedad son: hemorragias,
Ulceras, hidropesia, inflamacion en la base de las aletas. Internamente se observa palidez
hepética y la presencia de focos hemorragicos en la superficie de los 6rganos y la cavidad
abdominal (Paperna, 1996).

Otra enfermedad muy comun es la columnariosis (enfermedad de la mancha blanca) cuyo
agente causal es Flexibacter columnaris (Paperna, 1996). Esta mixobacteria afecta una
amplia variedad de especies, siendo los peces gatos altamente susceptibles a ella
causando altas mortalidades. (Richards y Roberts, 1978).

2.1.5.2 Micéticas

Las enfermedades causadas por hongos son extremadamente importantes en el cultivo
de pez gato y en la incubacion de sus huevos. Se consideran invasores secundarios y
aparecen debido a dafios provocados por la manipulacion, cambios bruscos de
temperatura o a la presencia de huevos o tejidos muertos. Estos hongos estan siempre
presentes en el agua y son saprdfitos facultativos, ya que pueden vivir sobre la materia

organica o sobre tejidos vivos (Vinjoy, 2000).

Saprolegnia sp. y Achlya sp. son los géneros de hongos mas comunes en las infecciones
micéticas de los peces y pertenecen al orden Saprolegniales. (Rafai, et al. 2010). Los
peces afectados presentan masas compuestas por muchos hilos blanquecinos los cuales

se asemejan a masas de algodoén sobre la superficie del cuerpo del pez (Paperna, 1996).

2.1.5.3Virales

Las enfermedades virales mas peligrosas para el cultivo de Clarias gariepinus son las
causadas por Channel Catfish Virus (Virus del pez gato de canal) o CCV que afecta al pez
gato americano (Ictalurus punctatus) causando grandes mortalidades, por ser un
patdgeno tan peligroso que ataca a otra especie del mismo orden, se debe mantener una

estrecha vigilancia, con respecto a este virus (Vinjoy, 2000).

2.2 Aeromonas hydrohila y las septicemias causadas por aeromonas motiles.

Aeromonas hydrophila y otras aeromonas métiles son posiblemente las bacterias mas
comunes en los habitats de agua dulce en el mundo, y causan frecuentemente
enfermedades en los cultivos de peces. La etiologia exacta de las enfermedades donde
se encuentran las aeromonas es complicada por la heterogeneidad genética, bioquimica y

antigénica que existe en los miembros de este grupo bacteriano. Las aeromonas motiles
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son referidas a un grupo de enfermedades asociadas a septicemias hemorragicas y otras
condiciones ulcerativas en los peces (Gonzéalez, 2004).

Aunque las aeromonas moétiles reciben apropiadamente mucha notoriedad como
patégeno de los peces, es muy importante resaltar que forman parte de la microbiota
intestinal normal de los peces sanos (Trust et al., 1974). La presencia de esta bacteria,
por si misma, no es indicativa de enfermedad, el estrés es considerado habitualmente un
factor desencadenante de las enfermedades causadas por esta bacteria y esta
comunmente asociado con parametros ambientales y fisiolégicos caracteristicos de los
cultivos intensivos. Esta es la razon por la cual un pez como C. garipienus normalmente
resistente a enfermedades, puede ser susceptible a las enfermedades causadas por este

patégeno.

2.2.1 Taxonomiay clasificacion

A causa de la heterogeneidad bioguimica, genética y seroldgica el taxon de Aeromonas
Spp. posee una posicion inestable. Las aeromonas son cortos bacilos (0,5x1,0~m), gram-
negativos, moviles, con un anico flagelo, que fermenta la glucosa con o sin produccion de
gas. Las aeromonas matiles (Popoff y Vernon, 1976) pueden ser clasificadas en dos
especies diferentes: A. hydrophila, y A. sobria, bioquimicamente A. hydrophila hidroliza
esculina y fermenta a la salicina y a la arabinosa, mientras A. sobria no utiliza estos
compuestos (Lallier et al. 1981). Pueden ser pleomoérficas pero generalmente producen
colonias circulares de superficie elevada en agar. Fenotipicamente, las aeromonas
motiles son citocromo oxidadasa positivas y son insensibles a los agentes vibriostaticos
(Yardimci y Aydin, 2011).

2.2.2 Patologia

Las aeromonas moétiles causan diversas condiciones patoldgicas que incluyen infecciones
agudas, cronicas y cubiertas. La severidad de las enfermedades esta influenciada por un
namero de factores interrelacionados, que incluyen la virulencia bacteriana, el tipo y el
grado de estrés al que estuvo sometida la poblacién de peces, las condiciones fisioldgicas
del hospedante, y el grado de resistencia genética inherente dentro de las poblaciones de
peces. Estos patégenos difieren inter e intraespecificamente en su relativa patogenicidad
0 en su habilidad de causar enfermedad (Botero, et al. 2005).

Las condiciones patolégicas atribuidas a los miembros de las aeromonas métiles pueden

incluir las ulceraciones dérmicas, putrefaccion de las aletas y de la cola, ulceraciones
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oculares, eritrodermatitis, septicemia hemorragica, enfermedad de las llagas rojas,
enfermedad de la putrefaccion roja y enfermedad del erizamiento de las escamas. En la
fase aguda de la enfermedad, puede ocurrir una septicemia fatal tan rapidamente que el
pez muere después de desarrollar cualquiera de los signos de la enfermedad. Los peces
afectados pueden desarrollar exoftalmia, enrojecimiento de la piel, y una acumulacion de
fluido en la base de las escamas y el abdomen comienza a distenderse. Las branquias
pueden tener hemorragias y Ulceras e histopatolégicamente, pueden exhibir ademas
hiperplasia epitelial en el intestino, congestién leptomeningeal en el cerebro, asi como
trombosis e inflamacién en la region perisclerética y en el epitelio corneal del ojo (Yardimci
y Aydin, 2011).

Las infecciones sistémicas son caracterizadas por una necrosis difusa en muchos de los
organos internos y la presencia de melanina en los macrofagos de la sangre.
Internamente, el rifion y el higado son los érganos blancos de la septicemia aguda. El
rifidn puede palidecer o adquirir una coloracion verdosa mientras que el higado puede
hincharse. Estos 6rganos aparentemente se unen con toxinas bacterianas y pierden su
integridad estructural. El intestino también se muestra protuberante del cuerpo, hinchado y

hemorragico (Falcon et al., 2004).

Las infecciones crénicas de aeromonas motiles se manifiestan primariamente como
formas ulcerosas de la enfermedad, en la cual las lesiones son aparentes con
hemorragias locales e inflamacién. Tanto la dermis como la epidermis se erosionan y la
musculatura adyacente comienza a desarrollar una necrosis Las células inflamatorias
comienzan a escasear en la musculatura necrética, y en la zona de la epidermis
adyacente se comienza a desarrollar hiperplasia que da como resultado un margen
abultado (Huizinga et al., 1979).

Los peces con infecciones solo cutaneas pueden tener muchos tipos de lesiones ocultas
incluyendo el incremento del lipofuchina y hemosiderina en el higado y el bazo, sin
embargo, la mayoria de los 6rganos viscerales no estaran necroticos (Ventura y Grizzle,
1988).

Factores de virulencia

Los factores producidos por las aeromonas métiles, que pueden facilitar el contagio, son

elementos importantes de la virulencia de las bacterias. Se ha demostrado que las

19



Revisién Bibliogrdfica

aeromonas pueden actuar adhiriéndose a las lineas celulares usando receptores
mucosales y dentro de ellas A. hydrophila es una de las que mas mucinas posee. Las
aeromonas motiles producen fimbrias (pili) que facilitan la adhesion, estas estructuras

permiten ademas que las células mantengan su virulencia (Osman, 2009).

Enterotoxinas, hemolisinas, proteasas, hemoaglutininas, y endotoxinas producidas por
este complejo grupo de organismos han sido sujetas a numerosas investigaciones. Sin
embargo, la naturaleza de la virulencia observada intra e interespecifica dentro de las
aeromonas motiles puede ser bien definida observando las relaciones sinérgicas entre los
factores de virulencia. Algunos autores han llegado a la conclusién de que es la
hemolisina y no la proteasa, el principal factor de virulencia de A. hydrophila (Botero,
2005).

La virulencia de las aeromonas moétiles depende de mdltiples factores, se ha demostrado
que 22 fragmentos de ADN presentes en las cepas virulentas codifican para cinco
factores de virulencia conocidos incluyendo hemolisina A (hlyA), proteasa (oligopeptidasa
A), proteina del exterior de la membrana (Omp), proteina resistente a multiples drogas y
proteina similar a histona (HU-2). Estos mismos fragmentos se encuentran ausentes en la
mayoria de las cepas avirulentas aisladas que han sido examinadas (Zhang et al. 2000).

2.2.3 Diagnéstico e identificaciéon

Un diagnostico presuntivo de A. hydrophila puede ser basado en las especies de peces
afectados, en el estatus de las enfermedades pasadas por esos peces, y la presencia de
signos clinicos de la enfermedad. Tanto Agar soya tripticasa (AST) o Infusion de cerebro-
corazén (ICC) son los medios de cultivo recomendados para hacer una separacion
primaria de las aeromonas motiles de peces enfermos. Para facilitar la recuperacion de
aeromonas motiles a partir de un aislado primario, Shotts y Rimler en 1973 elaboraron un
medio diferencial para la separacién selectiva de las aeromonas métiles denominado Agar
Rimler-Shotts (Agar R-S), en este medio las colonias de las aeromonas son amarillas
(Shotts y Rimler, 1973).

La confirmacion de la especie para el diagndstico se realiza a través de la fermentacion

acida de la glucosa en la cual se produce una coloracion tipica amarilla (Bullock, 1961).

A causa de que las aeromonas moétiles tienen una considerable diversidad antigénica, la

identificacion por serodiagndstico no es realizable. Los procedimientos de aglutinacion, los
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test de anticuerpos fluorescentes (Soltani y Khorasgani, 1999), y los procedimientos
inmunoenziméaticos (Mishra, 1998) han sido adaptados para el uso dentro de sistemas
homélogos antigeno/anticuerpo, por lo que no existe un antisuero especifico para todas
las cepas de estas bacterias. Los analisis genéticos por PCR también han sido
dificultados por la diversidad genética de esta especie (Joseph y Carnahan, 1994).

2.2.4 Serologiay vacunacion

Las aeromonas moétiles son uno de los grupos mas diversos taxonémica y
antigénicamente de las bacterias patdégenas de los peces esto ha provocado que.
bacterinas monovalentes preparadas contra una cepa de A. hydrophila, s6lo proveen
niveles aceptables de proteccién cuando los animales son sometidos a desafios con

bacterias homdlogas (lbrahem, 2008) con las que se prepar6 la vacuna.

Se ha encontrado que las vacunas inactivadas con formalina son superiores a las
preparaciones de bacterias inactivadas por calor, especialmente cuando las bacterinas
fueron inyectadas con adyuvantes. También se ha indicado que la inyeccion fue superior
a la inmersion o la vacunacion con spray para el desarrollo de anticuerpos humorales
(Penagos et al., 2009). La vacunacion oral es otro método que ha demostrado ser menos
estresante que la inyeccidn aunque esta provea mayor proteccion, haciéndolo accesible

durante el cultivo de grandes cantidades de peces.

A causa de la diversidad que existe dentro de este grupo de organismos, las estrategias
adicionales de vacunacion incluyen investigaciones para el desarrollo de vacunas

polivalentes y la inmunizacién contra toxinas extracelulares (toxoides).

2.2.5 Ocurrenciay rango

Las aeromonas matiles causan enfermedades en cualquier lugar donde se propaguen
tanto los peces ornamentales o los peces de aguas calidas. Las enfermedades asociadas
con aeromonas motiles son mas severas en peces que se propagan bajo condiciones de
cultivo intensivo, esta bacteria puede afectar ademas a peces susceptibles y se encuentra
en el tracto digestivo de peces aparentemente sanos (Trust et al., 1974). La bacteria se
puede encontrar tanto en la columna de agua como en los centimetros cercanos al
sedimento. Las aeromonas motiles se han adaptado a ambientes donde poseen un
amplio rango en los parametros de conductividad, turbidez, pH, salinidad y temperatura.
El 6ptimo de temperatura depende de la cepa en particular que se investiga, pero

generalmente entra en el rango de 25°C a 35°C. Bajo condiciones de estrés, puede ocurrir
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incluso que algunas cepas de las aeromonas motiles que son ordinariamente parte del

intestino normal comienzan a ser patogénicas (Osman, 2009).

2.2.6 Métodos de control

Un correcto manejo, es la mejor estrategia de prevencion para evitar las infecciones y las
subsecuentes epizotias causadas por esta bacteria. Las septicemias causadas por
aeromonas motiles son generalmente mediadas por el estrés causado por la temperatura
elevada del agua, el descenso del oxigeno disuelto, o el incremento de las
concentraciones de amonio y diéxido de carbono (Gonzalez, 2004). EI monitoreo de las
variables ambientales pueden ademas evitar las situaciones estresantes, impidiendo de

esta forma los problemas que se puedan causar.

Oxitetraciclina (Terramicina) ha sido la droga de opcién para el tratamiento de las
septicemias ocasionadas por aeromonas métiles en peces. Sin embargo el uso
indiscriminado de este antibiético puede ocasionar resistencia a drogas reduciendo el
valor de los antibiéticos en la medicina humana, ademas las cepas de aeromonas motiles
muestran mdultiple resistencia a las drogas. Los productores han encontrado dificultades
para el tratamiento de A. hydrophila en peces principalmente por la resistencia de este
patégeno a los antibiéticos. La produccién de vacunas ha encontrado dificultades por la ya
mencionada diversidad antigénica, esto hace a la inmunoestimulacion con componentes
bacterianos una estrategia fiable para combatir estos patégenos dentro de los cultivos
intensivos de peces (Penagos, et al. 2009).

2.3Vacunacion en los peces 0seos

Como ya se ha dicho diferentes sustancias quimicas y antibiéticas han sido usadas para
controlar los agentes infecciosos, pero estos productos son poco deseables por sus
efectos colaterales (Furushita et al., 2003). Una alternativa al uso de estas sustancias es
la vacunacién, una de las herramientas mas valiosas para prevenir enfermedades en

acuicultura y asegurar un producto limpio sin efectos sobre el ambiente (FAO, 2012).

Una vacuna es cualquier preparacion biolégicamente basada, que intenta establecer o
inducir inmunidad a una enfermedad particular o un grupo de enfermedades, exponiendo
al sistema inmune del animal a un antigeno perteneciente al patdgeno, con el objetivo de
prepararlo cualitativa y cuantitativamente mejor contra infecciones posteriores causadas

por el organismo que causa la enfermedad (Toranzo et al.,2009).
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La vacunacion de los peces se ha convertido, durante la ultima década en un método muy
efectivo en la reduccién de pérdidas econdmicas, causadas por la mortalidad y el
crecimiento reducido a causa de enfermedades infecciosas. Esta practica se ha
desarrollado especialmente en la industria de los salménidos, y en la del pez gato de
canal. Se dice que una vacuna ideal debe ser segura para los peces, las personas que
consumen al pez vacunado y las personas que los vacunan, debe proteger contra una
cepa o tipo de patégeno correcto, brindando un 100% de proteccion, proveer ademas una
proteccion duradera, y tan larga como el ciclo de produccién, ser faciimente aplicada y
efectiva en varias de especies de peces, asi como tener un costo efectivo y ser facil de
licenciar y de registrar (Grisez y Tan, 2005), para lograr todo esto se necesita obviamente

de estudios previos que demuestren la efectividad inmunolégica de la vacuna en cuestion.

2.3.1 Tipos de formulaciones vacunales utilizadas en los peces

La mayoria de las vacunas usadas en la acuicultura han sido vacunas de patégenos
inactivados o bacterinas obtenidas a partir de medios de cultivos (caldos) para las cepas
especificas, los cuales son sujetos subsecuentemente a inactivacion por formalina o calor
(Toranzo et al.,, 1997). Los mejores resultados obtenidos con estas bacterinas son
obtenidos cuando se unen tanto las células completas como los productos extracelulares

de las bacterias.

Estas tienen como ventaja que son vacunas generalmente bien toleradas, menos
reactdgenas que las vacunas vivas, muy seguras y de mas facil fabricacién. Desde el
punto de vista inmunoldgico son menos inmunégenas que las vacunas vivas, precisando
adyuvantes, la administracién de varias dosis para la primovacunacion y posteriormente
varias dosis de refuerzo para que la proteccidén obtenida sea a largo plazo. Por lo general
estimulan fundamentalmente la inmunidad humoral y preparan la memoria inmunolégica e
incluso en algunos casos, sobre todo cuando se administran con adyuvantes o sistemas
de liberacién, pueden estimular la inmunidad mediada por linfocitos T citotoxicos .Por esta
razon una forma efectiva de valorar la inmunogenicidad de estas vacunas es realizando
ensayos que permitan cuantificar la producciéon de anticuerpos antes y después de la

vacunacion (Tort, 2003).

Las vacunas vivas atenuadas pueden tener potencialmente muchas ventajas en la
acuicultura ya que estimulan la respuesta celular del sistema inmune pero se han

presentado problemas concernientes con la seguridad, la persistencia en el pez y en el
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ambiente, la reversion de la virulencia y el consumo por otros animales incluyendo peces
salvajes (Toranzo, 2009)

Las vacunas ADN son tedricamente mas ventajosas que las vacunas convencionales en
los mamiferos, la respuesta inmune especifica después de la vacunacién con ADN
armoniza anticuerpos, células T-colaboradoras y células citotdxicas. Las vacunas ADN
gue han sido aplicadas, son seguras para los peces, el ambiente y los consumidores a los
que ha sido dirigido (op cit).

Cuando las vacunas son desarrolladas con moléculas que constituyen parte de la
estructura de los patdégenos se denominan vacunas de subunidades antigénicas.
Pueden estar basadas en polisacaridos o proteinas provenientes de bacterias o virus
especificos, pero a pesar de sus ventajas son muy caras de producir lo que las hace en
ocasiones poco viables. La formulacion ideal de una vacuna es la vacuna polivalente la
cual protege simultaneamente contra la mayoria de las enfermedades a las cuales la
especie particular de peces es susceptible en un area en particular. Tienen como
desventaja que puede ocurrir competicién antigénica, especialmente cuando estas

vacunas son administradas por inyeccién (Toranzo et al., 2009).

2.3.2 Adyuvantes vacunales

Dentro de la formulacién de una vacuna, juega un papel fundamental la eleccién del
adyuvante. Los adyuvantes son sustancias o preparados quimicos que, incorporados al
antigeno o inyectados simultaneamente con él, hacen mas efectiva la respuesta inmune.
Con su empleo se logra una economia de antigeno y de tiempo, asi como un mayor nivel
de anticuerpos especificos. Los tipos de adyuvantes mas utilizados son las sales de
aluminio, adyuvantes tensoactivos, adyuvantes derivados de bacterias, emulsiones,
liposomas, adyuvantes de microesferas de polimeros y las citoquinas (Morris et al., 1999).

2.3.3 Meétodos de vacunacion usados en los peces

La eleccién de la via o el método de vacunacion tiene vital importancia en el desarrollo de
las vacunas en los peces. La vacunacion por inmersidon por ejemplo, es un método ideal
para vacunar gran numero de peces pequefios (Pasnick et al., 2005). Este método es mas
usado que la vacunacién oral y normalmente provee mejor proteccion, se evita la
degradacién de la vacuna en el estbmago y algunos antigenos bacterianos ingresan a

través de la mucosa gastrointestinal (Klesius, 2004). Tiene como desventaja que los
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antigenos se pueden degradar en el agua (Evans et al., 2004) y el estrés que implica el
traslado de los peces al recipiente de vacunacién (Shao, 2001; Bowden et al., 2003a).

La vacunacion oral es el método ideal de inmunizacion en acuicultura por la facilidad del
procedimiento, por los relativos costos bajos y porque no causa ningun tipo de estrés a los
peces, sumado a la posibilidad de vacunar grandes poblaciones de peces pequefios en
corto tiempo (Yang, 2003). Otra ventaja adicional, es la estimulacion de inmunidad en las
mucosas (Vanderverg, 2004). Sus principales inconvenientes son la dificultad para
determinar la dosis consumida por cada pez, los niveles bajos de proteccién alcanzados
por estas vacunas cuando se comparan con los de inyeccion (Heppell y Davis, 2000) y la
necesidad de recubrir los antigenos para evitar que sean destruidos en el agua o en el
estémago del pez (Vanderverg, 2004).

La vacunacion intraperitoneal es la ruta mas efectiva para inducir proteccién, asegura
una dosis idéntica en todos los individuos y permite la adicibn de adyuvantes que
estimulan proteccién por mas tiempo (Evans et al., 2004). Sin embargo, los costos y las
dificultades de implementacién, el estrés excesivo que induce en los peces, sumado a la
poca viabilidad en peces pequefios, y a la estimulacién deficiente de inmunidad de
superficies, hacen que la inyeccion de vacunas se limite (Midtlyng, 1996). La vacunacion
intramuscular en peces a excepcion de algunos trabajos experimentales con bacterinas

(Klesius et al., 2000) se limita a la evaluacion de vacunas basadas en tecnologia de ADN.

2.3.4 Respuestainmune ala vacunacidon contra bacterias

A pesar de encontrarse algunas similitudes en la respuesta a la vacunacion, por ejemplo
entre especies que crecen en el mismo rango de temperatura, es imposible extrapolar los
resultados de la inmunizaciébn de una especie a otra. Los nhiveles de respuesta y/o
proteccién dependeran de los factores intrinsecos y extrinsecos que afectan la respuesta
inmune que se discutirdn posteriormente (Azad, et al. 2000).

No existe claridad en el tiempo en el que el pez se hace inmunocompetente (Mulero et al.,
2007). Algunos autores plantean que se debe evaluar proteccion frente a determinados
microorganismos a través de pruebas distintas a las serolégicas o en sitios diferentes a la
sangre como el moco y la bilis (Ruiz et al., 2003b), otros autores han demostrado que en
ciertas especies la protecciéon es directamente proporcional al peso del animal sin importar
la via de inmunizacién (Evans et al., 2004).
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La ruta de inmunizacién es fundamental a la hora de estimular proteccion contra
bacterias. Es necesario conocer especificamente los tejidos por los que ingresa el
patdgeno para asegurar estimulacion del sistema inmune en esos sitios (Mydtling, 2005).
La mayoria de las bacterias que causan enfermedad en los peces, ingresan
preferiblemente por el tracto gastrointestinal como Aeromonas spp., y para actuar contra
ellas seria indicada la vacunacion oral, pero algunas penetran facilmente por la piel y/o las
branquias en cuyo caso adquiere peso el método de inmersién (Bowden et al., 2003).

A pesar de que algunos autores consideran que en acuicultura una Unica vacunacion es
suficiente para inducir proteccién hasta que los peces son cosechados (Heppell y Davis,
2000; Bowden et al., 2003), y esto puede tener validez luego de inmunizaciones via
intraperitoneal, la vacunacion de poblaciones de cientos de miles de individuos requiere
de métodos masivos de inmunizacién (inmersion y oral) los cuales requieren en la

mayoria de los casos, revacunacion (Vandenberg, 2004).

En conclusion, la vacunacion oral es el método mas viable teéricamente en los cultivos
intensivos de clarias en Cuba, por la facilidad del proceso, la posibilidad de usarlo en todo
el ciclo productivo y por el ahorro de recursos contrastado con otros métodos de
vacunacion, usados contra enfermedades bacterianas como las causadas por Aeromonas

hydrophila.

Por la diversidad antigénica bacteriana ya explicada para el caso de A. hydrophila, las
vacunas deben ser elaboradas a partir de cepas presentes en la regién donde se
desarrolla el pez, esto lleva a la necesidad de elaborar vacunas en Cuba que inmunicen
contra bacterias presentes en las estaciones de cultivo intensivo que se encuentran en el

pais, lo cual evitaria el uso desmedido de antibioticos.

2.4 Caracterizacion del sistemainmune de los peces teledsteos

2.4.1 Organos del sistema inmunolégico de los peces

Como en todos los vertebrados, los peces tienen respuestas inmunes celulares y
humorales, y érganos centrales que realizan las principales funciones involucradas en la
defensa inmune. La mayoria de los drganos linfoides presentes en los mamiferos se
encuentran también en los peces, excepto los nédulos linfaticos y la médula 6sea. El
rindn, aglomerular, asume las funciones hematopoyéticas y es el principal 6érgano

responsable de la fagocitosis, el procesamiento antigénico, y la formacién de IgM y de la
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memoria inmunoldgica dentro de los centros melanomacréfagos. La parte activa
inmunoldgicamente, la cabeza del rifion o los pronefros es clave ademas dentro de las
funciones regulatorias inmunolégicas y neuroendocrinas (Tort, et al., 2003).

El timo, otro 6rgano linfoide situado cerca de la cavidad opercular en los teledsteos,
produce los linfocitos T involucrados en el rechazo de trasplantes, estimulacién de
fagocitosis y la produccién de anticuerpos por las células B. La infiltracion de la sangre y
la destruccién eritrocitaria tienen lugar en los centros melanomacréfagos (CMM),
formados por la acumulacion macréfagos (donde se producen y almacenan pigmentos
como la melanina), células plasmaticas, linfocitos y células reticulares. Estos centros son
caracteristica particular del sistema inmune de los peces y se encuentran principalmente
en el bazo y los rifiones (Ferguson, 2006).

2.4.2 Mecanismos inmunolégicos innatos

2.4.2.1 Barreras externas

Las escamas de los peces, las superficies mucosas de la piel, las branquias y la
epidermis actian como la primera barrera contra la infeccién, asociado a los tegumentos
de estos tejidos se encuentra el tejido linfoide lo que se complementa con proteccion
fisica y quimica provista en cada estructura. En las secreciones epidérmicas y mucus, se
encuentra el complemento, las proteinas antimicrobiales, lizozima, fosfatasas y tripsina
gue son parte de los componentes humorales de este mecanismo de defensa. En estos
tejidos se encuentran ademas células inmunocompetentes como son los leucocitos y las

células plasmaticas intraepiteliales (Magnadéttir, 2006).

2.4.2.2Componentes humorales

Entre los factores humorales se encuentran las sustancias solubles presentes en los
fluidos internos del pez, y las moléculas expresadas como receptores en la superficie de
las células del sistema inmune. Segun su actividad o los patrones moleculares que
reconocen, los factores humorales inespecificos pueden clasificarse en diferentes grupos.
Entre ellos se encuentran los inhibidores del crecimiento, que interfieren en el
metabolismo bacteriano (Stafford y Belosevic, 2003); los inhibidores de proteasas, que
restringen la capacidad de invasién y crecimiento bacteriano (Ellis, 1999) y las lectinas
(aglutininas y precipitinas) que favorecen la opsonizacion, la fagocitosis y la activacion del
complemento (Endo et al., 2006). Ademas de estos se encuentran los péptidos

antimicrobianos con propiedades bactericidas frente a diferentes patdégenos (Silphaduang
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et al., 2006), las enzimas liticas o lisinas que se encargan de la lisis bacteriana (Alexander
e Ingram, 1992) y los “anticuerpos naturales” que se producen en ausencia de
reorganizaciones génicas y sin aparente estimulacion especifica de antigeno
(Magnadottir, 2006).

De todos estos factores humorales el mas estudiado es el complemento compuesto por
una serie de proteinas séricas (al igual que en mamiferos) que tienen tres funciones
defensivas primordiales: recubrir patbgenos y particulas ajenas al cuerpo para facilitar su
reconocimiento y destruccion por parte de las células fagociticas (opsonizacion); iniciar las
respuestas inflamatorias estimulando la contraccién del musculo liso, la vasodilatacion y la
guimioatraccion de leucocitos; y lisar patégenos mediante la perforacion de sus
membranas (Rubio-Godoy, 2010). El complemento se activa en los teledsteos por las vias
conocidas en los mamiferos (alternativa, clasica y de las lectinas) y es considerado un
proceso altamente conservado en la inmunologia de los vertebrados (Rubio-Godoy,
2010).

2.4.2.3Reconocimiento de lipopolisacarido en peces

Algunos componentes estructurales esenciales para la sobrevivencia de los
microorganismos denominados genéricamente patrones moleculares asociados a
patdgenos (PMAP), asi como la interaccion de estos con el sistema inmune innato a
través de los receptores de reconocimiento de patrén del sistema inmune (RRP), han
comenzado a tenerse en cuenta en la blsqueda de mejores respuestas vacunales en
peces (lliev et al., 2005). De estos receptores los mas estudiados son los del sistema Toll-
like los cuales reconocen principalmente LPS presentes en las bacterias (Akira et al.,
2006), que como ya se ha mencionado pueden ser usados como inmunoestimulantes o

adyuvantes y antigenos vacunales (Magnadottir, 2005)..

2.4.2.4Componentes celulares

El componente celular principal en la respuesta inmune innata lo constituyen los
macrofagos, ademas de su funcibn como presentadores primarios de antigenos en la
respuesta inmune adquirida, son los principales fagocitos de los peces, secretan
citoguinas proinflamatorias como la IL-1 (Blazer, 1991; Dalmo et al., 1997), aparecen en
los eventos tempranos de inflamacion en diferentes enfermedades (Ewart et al., 2007).
Por otra parte, también existen leucocitos granulares en peces, denominados al igual que
en mamiferos: neutréfilos, acidéfilos y basoéfilos seglin sus caracteristicas tintoriales, a

pesar de que no aparecen siempre en las distintas especies y sus funciones bioldgicas no
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son idénticas (Palic et al., 2007). De otro lado, los eosindfilos de los peces denominados
eosindfilos granulares homogéneos (EGH) o células granulares eosinofilicas (CGE) se
encuentran asociadas al tejido conectivo especialmente en el tracto gastrointestinal y las
branquias, se encuentran facilmente en procesos inflamatorios, en los cuales liberan su
contenido granular, por lo que se han comparado con los mastocitos de mamiferos
(Ferguson, 2006).

La inmunidad celular no especifica comprende tres mecanismos defensivos: la
inflamacion, la fagocitosis y la citotoxicidad no especifica. La inflamacion es una respuesta
gue involucra a granulocitos, monocitos/macréfagos y linfocitos, y sigue a la exposicion a
un desafio antigénico. El proceso de la fagocitosis en los teledsteos es muy similar al
observado en los vertebrados superiores: incluye las etapas de reconocimiento, union,

incorporacion, destruccioén y digestion del antigeno.

Se han detectado células citotoxicas no especificas en la sangre periférica, el fluido
peritoneal, el timo, el bazo y el rifidn de los peces; y se ha demostrado que son citotoxicas
en contra de una serie de lineas celulares normales y transformadas de origen tanto
mamifero como teledsteo, asi como contra células infectadas por virus y protozoarios
parasitos (Rubio-Godoy, 2010).

2.4.3 Mecanismos inmunologicos adquiridos

2.4.3.1Componentes humorales

La inmunidad humoral adquirida de los peces teledsteos esta representada por los
anticuerpos, que son glicoproteinas producidas por los linfocitos B. Las inmunoglobulinas
de los telebsteos estan limitadas principalmente a IgM que es un tetramero de
aproximadamente 800 kDa y un coeficiente de sedimentacion de 17 S, y no se ha
demostrado evidencia de diversidad de IgG en peces. Estd compuesta por cuatro
unidades monoméricas, dos cadenas pesadas (H) idénticas (70 kDa) y dos cadenas
ligeras (L) idénticas (25 kDa) en la que se encuentran los dominios variables que
interaccionan especificamente con el antigeno con el que se combinan. No obstante,
existe una considerable heterogeneidad inter e intraespecifica, pudiendo encontrar
distintos tipos de cadenas pesadas y ligeras (revisado y citado por Penagos et al., 2009).
La IgM de los peces generalmente carece de de cadena J, asociada en mamiferos a la

polimerizacion de la misma.
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En el caso de los peces solo un gen puede generar alrededor de seis isoformas
estructurales y por lo tanto la diversidad puede ser un resultado de la organizacion
estructural mas que de la variabilidad genética. La relevancia funcional de esta diversidad
estructural no es clara y existen considerables variaciones entre especies (Vandenger,
2004). Se las encuentra en la mayoria de los fluidos tisulares, en el plasma, la linfa y el
mucus epitelial (Stoskopf, 1993).

Se han encontrado diferencias funcionales entre inmunoglobulinas de secreciones
mucosas Y las del suero, que son otro ejemplo de la heterogeneidad intraespecifica. Las
diferencias fisico-quimicas entre ellas son minimas, pero han podido diferenciarse por
anticuerpos monoclonales (Rombout, et al., 1993) pero no se ha detectado en peces una
clase de inmunoglobulina secretoria, analoga al isotipo IgA de los mamiferos
(Magnattottir, 2005).

Basicamente la produccion de anticuerpos se realiza siguiendo el mismo proceso que en
mamiferos. Las células presentadoras de antigeno (principalmente macréfagos), captan el
antigeno y lo procesan para presentarlo en el contexto del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) tipo I, a los receptores de antigeno de los linfocitos T, y de
esta forma se activan. Los linfocitos B se activan por la union del antigeno entero a los
receptores de superficie que son inmunoglobulinas. Asi, en las células B inactivadas, se
desencadena la proliferacion y secrecién de anticuerpos, para lo que es necesaria en
ocasiones la asociacion con las células T activadas. La colaboracion entre estos tipos
celulares requiere gran proximidad entre ellos, por lo que las interacciones se producen
en drganos linfoides como bazo y rifidn (Vallejo et al., 1992).

2.4.3.2Memoria inmunolégica

El hecho de que se pueda inmunizar o vacunar a los peces frente a varios patdgenos,
pone de manifiesto la presencia de un fenbmeno de memoria inmunoldgica. Este proceso
permite al organismo producir una respuesta inmune mucho mas rapida y eficaz en el
segundo o posteriores encuentros con el antigeno. En general la respuesta secundaria es
mas débil en peces que en mamiferos, pero los titulos de anticuerpos en esta segunda
respuesta alcanzan niveles entre 2 y 8 veces superiores a los de la primera, y la cantidad

de antigeno necesaria para desencadenarla es menor (Arkoosh y Kaattari, 1991).

La afinidad del anticuerpo por el antigeno en la respuesta secundaria es igual que en la

primaria, por tanto en el caso de los peces no hay un aumento de la capacidad de los
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linfocitos B para producir anticuerpos de alta afinidad (IgG), tal y como sucede en
mamiferos. Algunos estudios demuestran que el desarrollo de la memoria se debe a un
aumento en el niumero de células B precursoras, y no a una mayor capacidad de
proliferacion de estas células, como sucede en mamiferos (Arkoosh y Kaattari, 1991),
mientras que otros han descrito la gran capacidad de expansion y proliferacion clonal de
las células B (van Ginkel et al., 1992).

Segun su actividad biologica, los anticuerpos pueden clasificarse en: anticuerpos
aglutinantes, producidos frente a antigenos particulados en los que induce la formacién de
agregados, probablemente menos toxicos y mas faciles de fagocitar; anticuerpos
precipitantes, que precipitan antigenos de naturaleza soluble, y son importantes como
antitoxinas; y anticuerpos neutralizantes, que neutralizan la accion del agente patégeno,
mediante su unién a la membrana (Ruiz et al., 2003). La primera aparicion de IgM en los
linfocitos varia considerablemente entre las especies de peces. Se ha demostrado la
transferencia materna de anticuerpos a huevos, embriones y alevines en varias especies
de peces (Magnadottir, 2005).

La naturaleza del antigeno tiene gran influencia en la respuesta de los anticuerpos y es de
fundamental importancia en la investigacion inmunolégica y también en la produccién de
vacunas. Los antigenos mas efectivos son aquéllos de alto peso molecular, con una
estabilidad estructural y que sean moléculas quimicamente complejas y no inertes. En
general, los complejos virales y bacterianos y los antigenos tipo eritrocito parecen ser
inmundgenos efectivos en la mayoria de las especies de teledsteos, mientras que las
proteinas solubles son poco inmunogénicas (Tizard 1992). Esto justifica nuevamente la

utilizacion de bacterinas como vacunas en los peces 0seos.

2.4.3.3Componentes celulares

En los peces 6seos se han caracterizado fen6menos que sugieren la presencia de células
T citotdxicas: rechazo a alotrasplantes, reaccion injerto contra huésped, hipersensibilidad
retardada y citotoxicidad mediada por células en contra de células alogénicas.
Considerando que las respuestas mediadas por células estan restringidas al
reconocimiento de las moléculas del MHC clase I, es probable que jueguen un papel en el
reconocimiento de los antigenos virales presentados por las células infectadas (Nakanishi,
1999).
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Las interacciones entre las células inmunitarias no sélo estdn mediadas por contacto
célula a célula, sino también a través de la secrecidon de factores solubles (citocinas). Las
células T colaboradoras (Thl y Th2) de los peces secretan varias citocinas analogas a las
de los mamiferos en dependencia del tipo de respuesta inmunitaria. En general, las
citocinas de tipo Thl (interleucina 2 (IL- 2), interferén gamma (IFN-y) y los factores de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) y beta (TNF-B) inducen defensas en contra de patégenos
intracelulares al activar a los macréfagos, aumentando la presentacion de antigenos e
induciendo la diferenciacién de células T. En contraste, las citocinas de tipo Th2 (IL-4, IL-
5, IL-10 e IL-13) activan a las células B y de esta manera coordinan la inmunidad en
contra de patégenos extracelulares mediante la produccién de anticuerpos (Rubio-Godoy,
2010).

2.4.4 Factores que afectan la respuesta inmune

La respuesta inmune se ve afectada por numerosos factores que dependen del
hospedero, del medio o del patdégeno per se. Entre los factores que dependen del
hospedero se presentan diferencias en la respuesta inmune humoral y celular que son
propias de la especie y que pueden variar entre individuos de una misma poblacion (Ruiz
et al., 2003). La edad es tal vez uno de los factores mas importantes pero altamente

variable dentro de las especies (Klesius et al., 2004).

Otro de los factores intrinsecos determinantes en la respuesta inmunoldgica es el estrés
causado por hipoxia, altas densidades, manipulacién, temperatura y téxicos
(contaminantes acuaticos) (Wendelaar, 1997). Los efectos mas relevantes sobre el
sistema inmune tienen que ver con alteraciones de los tejidos superficiales del pez y
depresiébn de la respuesta leucocitaria, estos se traducen en la susceptibilidad a
enfermedades principalmente de tipo infeccioso y particularmente de origen bacteriano
(Ndong et al., 2007). El estado nutricional también afecta el sistema inmunolégico de los
peces provocado principalmente por las deficiencias de las vitaminas C y E (Blazer, 1991)
y los imbalances de acidos grasos (Ringo et al., 2001).

En lo que concierne a los factores extrinsecos, la temperatura es trascendental en los
peces cuando debe responder a un agente patdgeno (Ferguson, 2006). La temperatura
del agua afecta la respuesta inmune en mayor o menor medida segun la especie del pezy
la adaptacion previa a la misma. Los efectos de las bajas temperaturas sobre el sistema

inmune son principalmente sobre el componente celular; se reporta la disminucién de la
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respuesta mediada por linfocitos la alteracion de la fagocitosis y de la citotoxicidad (Le
Morvan, 1998), el bloqueo de la activacion de las células T y B, y la disminucion de la
respuesta primaria de anticuerpos (Miller y Clem, 1984). Algunos metales pesados e
insecticidas, asi como amoniaco, los nitritos y el cianuro tienen efecto sobre componentes
celulares y humorales del sistema inmune y son conocidos estresores de los peces
(Zapata et al., 1992).

Por otra parte, los factores que dependen del patégeno son diversos, dependen de las
caracteristicas biologicas de cada agente, de las particularidades de sus antigenos y de
sus interacciones con el sistema inmune (revisado y citado por Penagos et al., 2009).

33



Materiales y Métodos

3. Materiales y Métodos

3.1 Elaboraciéon de bacterina formolizada de A. hydrophila

Para la preparacion de la bacterina se us6 la cepa control de A. hydrophila 9911,
procedente del Princess Margaret Hospital de Australia, obtenida a través del laboratorio
de Microbiologia del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK) de Ciudad de La
Habana, Cuba.

El procedimiento utilizado para la elaboracion de la bacterina fue modificado por el
protocolo descrito por Osman et al., 2009. La cepa de A. hydrophila se inocul6 en medio
Caldo Soya Tripticasa (CST) y se incubé durante 24 h a 28 °C. Luego de transcurrido este
periodo se estimd la concentracion final de bacterias mediante conteo directo en camara
de Newbawer a través de un microscopio éptico. El cultivo bacteriano se inactivé mediante
la adicion de formalina al medio de cultivo hasta una concentracion de 3% durante 24 h a
30 °C. Las células inactivadas se centrifugaron a 4 000 g durante 10 min, se elimin6 el
sobrenadante y el precipitado se resuspendioé en solucién salina tamponada con fosfato

(SSTF) 0,1M pH 7,4, esta operacion se repitio tres veces.

La inactivaciéon de la bacterina se comprobd inoculando 0.1 mL de bacterina y la cepa de
A. hydrophila como control positivo en medio de cultivo Agar Soya Tripticasa (AST) a

30 °C durante 72 h. La bacterina fue conservada a -20 °C.

3.2 Vacunacion oral de C. gariepinus con bacterina de A. hydrophila
administrada con AFCo3a o AFCo3b

3.2.1 Animales y condiciones experimentales

El esquema de vacunacion se realiz6 en la Unidad Empresarial de Base INTENPEZ
perteneciente a la Empresa Pesquera de Villa Clara (PESCAVILLA) que se encuentra en
el km 16 % de la carretera a Camajuani, municipio de Santa Clara, provincia Villa Clara,
Cuba. La ceba se realizé en estanques de tierra de una hectarea para el cultivo intensivo
de C. gariepinus y la alimentacién es a base de pienso y subproductos de la industria

carnica y pesquera el cual es procesado segun las normas del sistema (PAC, 2012).

Se utilizaron 75 animales de la especie C. gariepinus por grupos de tratamiento a los

cuales se les determiné el peso al inicio y final del experimento. Los animales fueron
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examinados externamente para verificar su estado de salud y ubicados al azar en cajas
de plastico.

Los peces se sometieron a siete dias de aclimatacion antes de comenzar la inmunizacion.
Durante el periodo de inmunizacion los animales se mantuvieron a fotoperiodo natural,
con recambio de agua diario del 100% y se alimentaron dos veces al dia con pienso
comercial para clarias de 25% de proteinas a una tasa del 3,4% del peso corporal en
correspondencia con el flujo tecnoldgico del centro para animales de esa talla. Se controlé
diariamente la temperatura, el pH del agua y la mortalidad de los peces.

3.2.2 Esquema de inmunizacién de C. gariepinus con bacterina de A. hydrophila

Para la aplicacion de los diferentes tratamientos se formaron cuatro grupos

experimentales:

Grupo A (control negativo) no inmunizado
Grupo B inmunizado oralmente con bacterina de A. hydrophila (BAh) (10® células/por
animal)

Grupo C inmunizado oralmente con bacterina de A. hydrophila (10® células/por animal)
mas adyuvante AFCo3a (Instituto Finlay, Cuba) 10 ug LPS/por animal

Grupo D inmunizado oralmente con bacterina de A. hydrophila (10® células/por animal)
mas adyuvante AFCo3b (Instituto Finlay, Cuba) 10 ug de LPS/por animal.

/\ S,

Figura 1. Cajas de plastico donde fueron distribuidos los peces en los diferentes grupos experimentales (A) y
proceso de administracion oral de los tratamientos junto con la comida (B).
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El esquema de inmunizacion tuvo una duracion de 28 dias. Los grupos B, C, D fueron
inmunizados a partir de dia uno, durante cinco dias, junto con la primera comida del dia y

se repitié una dosis el dia 17 (Fig. 2).

Se realizo la extraccion de sangre a 15 animales de cada grupo de experimentacion, los
dias 0, 7, 14, 21 y 28, por el método de puncion a la vena caudal del pez. La sangre
extraida se mantuvo a 37 °C hasta la formacién del coagulo, se centrifugé a 3500 g
durante 10 min a 4 °C y se extrajo el sobrenadante este se conservé en alicuotas a -20
°C.

Primovacunacion Dosis de refuerzo

Figura 2. Esquema utilizado para la vacunacion oral de C. gariepinus con bacterina de A. hydrophila y
adyuvantes AFCo3a y AFCo3b

3.2.3 Determinacion de la produccién de IgM sérica de C. gariepinus mediante
ensayos inmunoenzimaticos

3.2.3.1 Titulacion de anticuerpos IgM especificos anti bacterina de A. hydrophila

Preparacion del antigeno de recubrimiento

Las células de la bacterina de A. hydrophila resuspendidas en SSTF 0,1 My pH 7,2
fueron sonicadas en bafio de sonicacién con hielo (Retomed; Cuba) 10 veces por 30
segundos a intervalos de un minuto. Posteriormente se centrifugd a 3000 g curante 10

min. Se decantd el sobrenadante y se almacend a -20 °C.
Ensayo Inmunoenzimatico para la determinacidén de anticuerpos (ELISA)

Para la titulacién de anticuerpos IgM especificos anti-bacterina de A. hydrophila se
empleé un ELISA indirecto a partir de modificaciones del protocolo realizado por
Shoemaker et al., 2006. Las placas de microtitulacién (Nunc, Maxisorp) fueron recubiertas
con 100 pL del antigeno de recubrimiento a 20 pg/mL en solucion tampoéon de
recubrimiento (NazCO3; 11 mM, NaHCO3; 35 mM (pH 9,6) y se incubaron durante toda la
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noche a 4 °C. Posteriormente, se lavaron tres veces con SSTF 0,1M pH 7,2. Los sitios no
especificos de unién fueron bloqueados con 150 pL/pocillo de leche descremada al 3%
(p/v) diluida en SSTF 0,1M pH 7,2 y se incubaron a temperatura ambiente en cadmara
hameda durante una hora, seguidamente las placas se lavaron tres veces con solucion de
lavado (SSTF 0,1M pH 7,2 con 0.05% de Tween-20 v/v).

Se colocaron 100 pL de las muestras de suero obtenidas mediante el procedimiento
descrito en el acapite 3.2.2 en el primer pocillo, a partir de la cual se realizaron diluciones
seriales dobles (1:10 a 1:2 560) en solucion de lavado con albumina sérica bovina (ASB)
al 1% p/v y se incubaron una hora a 37 °C. Las muestras fueron colocadas por duplicado.

Seguidamente, las placas se lavaron tres veces con solucion de lavado y se colocé 100
KL de antisuero policlonal de conejo anti-IgM de Clarias gariepinus (Instituto Finlay, Cuba),
diluido 1:50 000 en cada pocillo. Las placas fueron mantenidas una hora a 37 °C seguido

de tres lavados de la misma forma descrita.

Se agregd 100 pL de anticuerpo IgG anti-conejo conjugado con peroxidasa de rabano
(SIGMA, EUA) diluido 1:5 000 en SSTF- Tween-20 0.05%- ASB 1% en cada pocillo y se
incubd una h a 37 °C. Las placas fueron nuevamente lavadas tres veces con SSTF-
Tween-20 0.05%.

Posteriormente, se adicionaron 100 pL/pocillo de una solucion de H,O, 0,01% (v/v) y del
cromogeno ortho-fenilendiamina 0,6 mg/mL en solucién tampén sustrato (Na,HPO, 52
mM vy acido citrico 25 mM (pH 5,6) y se incubaron en la oscuridad durante 30 min. La
reaccion se detuvo mediante la adicion de 50 puL de una solucién de H,SO, 2 M. La

absorbancia se ley6 a 492 nm en un lector de microplacas (Titertek, Multiskan Plus).

El titulo se defini6 como la menor concentracién de la muestra a la cual se detectd

absorbancia a 492 nm.

3.2.3.2 Determinacion de la produccion de anticuerpos IgM especificos anti-
bacterina de A. hydrophila mediante ensayos inmunoenzimaticos

Para la determinacién de la produccién de anticuerpos IgM especificos anti-bacterina de
A. hydrophila se empleé el procedimiento descrito en el acapite 3.2.3.1.

Como muestra se emple6 suero obtenido mediante el procedimiento descrito en el acapite

3.2.2 diluido 1:100 en solucién de lavado con ASB al 1% p/v y una dilucién 1:100 de suero
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de sangre extraida el dia O incubado durante una hora a 37 °C con bacterina de A.
hydrophila en una relacion 1:2.

La produccion de anticuerpos se consider6 en funcion de la absorbancia a 492 nm
(Titertek, Multiskan Plus).

3.2.3.3 Determinacion de la produccion de anticuerpos IgM totales en las muestras
de suero de C. gariepinus inmunizados con bacterina de A. hydrophila

Para la determinacion de la produccién de anticuerpos IgM totales en las muestras de
suero de C. gariepinus inmunizados con bacterina de A. hydrophila se realiz6 un ELISA

indirecto.

Primeramente las placas de microtitulacion (Nunc, Maxisorp) se recubrieron con 100 pL
de las muestras de suero obtenidas mediante el procedimiento descrito en el acapite 3.2.2
diluidas 1:100 en solucién tampon de recubrimiento (Naz;CO3; 11 mM, NaHCO3; 35 mM (pH
9,6) y se incubaron durante toda la noche a 4 °C. El resto de la marcha experimental fue
realizada de la forma descrita en el acéapite 3.2.3.1.

La produccién de anticuerpos se consider6 en funcion de la absorbancia medida a 492 nm
(Titertek, Multiskan Plus).

3.3 Procesamiento estadistico

Los datos fueron analizados con el paquete estadistico PASW Statistics versién 18,0,
verificAndose los supuestos de normalidad mediante Shapiro Wilk. Se realizaron analisis
de varianza para dos variables no relacionadas, con la prueba U de Mann Whitney, y para
varias muestras independientes, se utilizé la prueba Kruskal Wallis. Los analisis de
varianza para dos variables relacionadas se realizaron empleando la prueba de Wilcoxon
y para varias muestras relacionadas la prueba de Friedman. En todos los casos las

diferencias se consideraron significativas para un valor de p < 0,05.
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4. Resultados

4.1 Bacterina formolizada de A. hydrophila

La bacterina de A. hydrophila inactivada se obtuvo a una concentracion de 1x10°
células/mL. Al comprobar la inactivacién del cultivo bacteriano en el medio de cultivo
AST no se observé crecimiento en las placas inoculadas con bacterina en
comparacion con las placas inoculadas con el cultivo de bacterias vivas (Fig. 3), de
esta forma se comprobo la esterilidad de la preparacion bacteriana y la seguridad de

la misma para su uso en peces.

Figura 3. Cultivo de A. hydrophila sin inactivar (A) e inactivado en medio de cultivo Agar soya tripticasa
después de incubacién a 30°C durante 72h.

4.2  Vacunacion oral de Clarias gariepinus con bacterina de A. hydrophila
administrada con AFCo3a o AFCo3b

4.2.1 Animales y condiciones experimentales

En el peso de los animales tomado al inicio y al final del experimento no se observaron
diferencias significativas en ningan grupo de tratamiento evaluado (Fig. 4), sin embargo se
muestra un crecimiento significativo entre los valores iniciales con los valores finales

recogidos por los que los animales ganaron en peso durante el experimento.
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Figura 4. Masa promedio de C. gariepinus al inicio y al final de la inmunizacion. Grupo A (no inmunizado),
Grupo B (inmunizado con bacterina de A. hydrophila), Grupo C (inmunizado con bacterina de A. hydrophila
aplicada con AFCo3a) y Grupo D (inmunizado con bacterina de A. hydrophila aplicada con AFACo3b). Las
barras con letras minlsculas diferentes difieren significativamente dentro del mismo grupo para p < 0,05
(Kruscal-Wallis/ U de Mann Whitney).

Paralelamente a esto se registraron los valores de ph y temperatura del agua para
controlar el estado 6ptimo del medio de los animales para la aplicacién de la vacuna.
Estos parametros se mantuvieron sin variaciones significativas durante el periodo de

tratamiento de los animales, con valores promedios de 7,8 y de 24,3 °C respectivamente.

El registro de mortalidad de los animales mostr6 que las muertes ocurrieron durante el
periodo de aclimatacion (Fig. 5). Durante el tratamiento solo se registr6 un deceso el

cuarto dia después del inicio de la inmunizacion.

2 -
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7-6-5-4-3-2-101 2 3 456 7 8 910111213141516171819202122232425262728
DlA

Figura 5. Registro de mortalidad de individuos de C. gariepinus durante el proceso de vacunacion oral con
bacterina de A. hydrophila administrada con AFCo3a y AFCo3b.

40



Resultados

4.2.2 Produccién de IgM sérica de C. gariepinus ante vacunacion ante vacunacion

oral con bacterina de A. hydrophila administrada con AFCo3a 'y AFACo3b
Para determinar la efectividad de la vacunacion oral con bacterina de A. hydrophila
administrada con AFCo3a y AFCo3b se realizaron ensayos inmunoenziméticos (ELISA)
indirectos.

4.2.2.1 Titulo de anticuerpos IgM especificos anti-bacterina de A. hydrophila

El titulo de anticuerpos IgM especificos anti-bacterina de A. hydrophila de las muestras
analizadas, en todos los dias y en cada grupo de tratamiento dio valores de 1:1280 por lo
gue no se encontraron diferencias entre las muestras tomadas en diferentes dias, ni en

cada grupo de tratamiento en el trascurso del tiempo de experimentacion.

4.2.2.2 Produccion de anticuerpos IgM especificos anti-bacterina de A. hydrophila

A través de los ensayos inmunoenzimaticos, se detectaron anticuerpos IgM especificos
anti-bacterina de A. hydrophila el dia 0 de inmunizacién, aunque no existieron diferencias
significativas en la produccion de estos entre ninguno de los grupos de tratamiento

evaluados (Fig 6).

Durante las extracciones realizadas después de la primera inmunizacién, el grupo A
(control negativo), mostrd valores de IgM significativamente menores con respecto a los

demas grupos en iguales dias de extraccion (Fig 6).

Estos resultados evidencian que hubo diferencias en la produccién de anticuerpos
especificos segun el tratamiento empleado, obteniéndose los mejores resultados cuando
se empled el adyuvante AFCo3b junto con la bacterina de A. hydrophila (grupo D),
seguido de en orden descendente por el grupo tratado con bacterina junto a AFCo3a

(Grupo C) y el grupo B, tratado con bacterina de A. hydrophila solamente (Fig. 6).

En los animales inmunizados con bacterina sin adyuvante (grupo B) hubo un incremento
significativo en la produccion de anticuerpos en el transcurso del esquema de

inmunizacion con respecto al dia 0, obteniéndose los mayores valores hasta el dia 21
(Fig. 6).
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Figura 6. Produccion de anticuerpos IgM especificos de C. gariepinus anti-bacterina de A. hydrophila en cada
grupo de tratamiento a los 0, 7, 14, 21 y 28 dias. Grupo A (no inmunizado), Grupo B (inmunizado con
bacterina de A. hydrophila), Grupo C (inmunizado con bacterina de A. hydrophila aplicada con AFCo3a) y
Grupo D (inmunizado con bacterina de A. hydrophila aplicada con AFCo3b). Barras con letras mayusculas
diferentes difieren significativamente en el grupo de tratamiento para los diferentes dias de muestreo para p<
0,05 (Wilcoxon / Friedman). Barras con letras mindsculas diferentes, sus medias difieren significativamente
entre los grupos de tratamiento, para el mismo dia de muestreo para p< 0,05 (Kruskal Wallis/ U de Mann
Whitney).

En los animales del tratados con AFCo3a y bacterina de A. hydrophila (grupo C) hubo un
incremento significativo en la produccion de anticuerpos en el transcurso del esquema de
inmunizacion con respecto al dia 0, con excepcion del dia 14, obteniéndose los mayores

valores los dias 21 y 28 entre los cuales no se aprecio diferencias estadisticas (Fig. 6).

El analisis de las muestras tomadas del grupo tratado con bacterina y AFCo3b (grupo D)
mostrd un incremento significativo en la produccién de IgM en el transcurso del esquema
de inmunizacién con respecto al dia 0, con excepcion del dia 14, obteniéndose los
mayores valores los dias 21 y 28 alcanzandose mayores valores el dia 28, pero sin

diferencias significativas con respecto al dia 21 (Fig. 6).
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Estos resultados indican que hubo diferencias significativas en la produccién de
anticuerpos durante el tiempo de inmunizacion, mostrandose los mejores resultados a los
dias 21y 28.

Al evaluar las muestras adsorbidas se observo que los valores de absorbancia a 492 nm

fueron menores en comparacion con las muestras de suero sin adsorber (Fig. 7).

= Dia0
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0.80- 0,695

D.O IgM anti-BAh (A=492)

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D
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Figura 7. Produccion de anticuerpos IgM especificos de C. gariepinus en los diferentes grupos anti-bacterina
de A. hydrophila en suero del dia 0 adsorbido con bacterina. Grupo A (no inmunizado), Grupo B (inmunizado
con bacterina de A. hydrophila), Grupo C (inmunizado con bacterina de A. hydrophila aplicada con AFCo3a) y
Grupo D (inmunizado con bacterina de A. hydrophila aplicada con AFCo3b). Los datos de muestras
relacionadas fueron analizados con las pruebas de Kruscal-Wallis/ U de Mann Whitney. Las barras con letras
minusculas diferentes difieren significativamente dentro del mismo grupo para p<0,05.

4.2.2.3 Produccion de anticuerpos IgM totales en las muestras de suero de C.
gariepinus inmunizados con bacterina de A. hydrophila

No existieron diferencias significativas en la produccion de anticuerpos totales a ninguin

tiempo de toma de muestra, ni entre los grupos de tratamiento evaluados (Fig. 8).
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Figura 8. Produccion de anticuerpos IgM totales de C. gariepinus en los diferentes. Grupo A (no inmunizado),
Grupo B (inmunizado con bacterina de A. hydrophila), Grupo C (inmunizado con bacterina de A. hydrophila
aplicada con AFCo3a) y Grupo D (inmunizado con bacterina de A. hydrophila aplicada con AFCo3b). Barras
con letras mayusculas diferentes difieren significativamente en el grupo de tratamiento para los diferentes dias
de muestreo para p< 0,05 (Wilcoxon / Friedman). Barras con letras minUsculas diferentes, sus medias difieren
significativamente entre los grupos de tratamiento, para el mismo dia de muestreo para p< 0,05 (Kruskal
Wallis/ U de Mann Whitney).
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5. Discusioén

C. gariepinus es un pez que se somete actualmente al cultivo intensivo a nivel mundial, lo
cual puede traer riesgos sanitarios como la aparicion de enfermedades infecciosas. Una
de las estrategias mas prometedoras en la profilaxis de estas enfermedades es la
vacunacion oral con bacterinas u otras formulaciones vacunales, unidas o no a

adyuvantes que permitan la inmunopotenciacion de la respuesta de los peces.

51 Bacterina formolizada de A. hydrophila

Las bacterinas o vacunas de patdégenos inactivados son formulaciones vacunales de facil
elaboracion y que su produccion se puede llevar a gran escala. La inactivacion
normalmente se realiza con calor o agentes quimicos como el formaldehido y son las
vacunas mas frecuentes usadas comercialmente en la acuicultura actual (Penagos et al.,
2009).

En este trabajo la inoculacion de A. hydrophila en medio de cultivo caldo soya tripticasa
crecido a 28 °C durante 24 h mostré buen crecimiento bacteriano, lo cual es comparable
con resultados similares de otros autores que usaron esta preparacion para la vacunaciéon
en diferentes especies peces (Osman et al., 2009, Peyghan et al., 2010, Hosseini et al.,
2011), mostrando buenos resultados. Se comprueba, de esta forma, que las condiciones
de cultivo utilizadas en este trabajo responden a los métodos estandares establecidos

para este procedimiento.

La inactivacion realizada con formaldehido en este trabajo fue efectiva bajo las
condiciones establecidas, lo que se comprobd con la prueba de esterilidad de la
formulacion vacunal (Fig 3). Verificar la esterilidad de la bacterina hace de la misma un
producto seguro tanto para los peces como para los manipuladores y los futuros
consumidores, siendo este un paso muy importante del control de la calidad de las
vacunas de patdgenos inactivados. Las bacterinas como formulaciones vacunales son
MAas seguras que otras vacunas como las de patdgenos atenuados, por lo que pueden
constituir una estrategia viable en la produccion a gran escala para la acuicultura, una vez

comparadas con las vacunas de subunidades y las vacunas ADN (Toranzo, 2009).
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5.2  Vacunacion oral de Clarias gariepinus con bacterina de A. hydrophila
administrada con AFCo3a o AFCo3b.

5.2.1 Animales y condiciones experimentales

El estrés y la manipulacion excesiva en los cultivos intensivos de peces son una de las
causas principales de la aparicion de grandes mortalidad en la acuicultura. Por esta razén
controlar las variables ambientales es un factor determinante en la profilaxis y en el
tratamiento de enfermedades infecciosas. Factores como el pH y la temperatura pueden
afectar el desarrollo de cualquier protocolo de vacunacion, interfiriendo en los resultados
(Negrete et al., 2002).

Con el fin de determinar algunos efectos de los tratamientos aplicados se registré durante

el experimento la mortalidad, el pH, la temperatura y la masa de los peces tratados.

Para determinar el ganancia en masa de los animales durante el experimento se registro
el peso de los mismos antes y después de finalizado los tratamientos, se observé que los
mismos aparentemente no influyeron en la ganancia o la pérdida de peso de los peces
durante el proceso de vacunacion (Fig 4). Esto reafirma el planteamiento de otros autores
de que la vacunacion oral es el método menos estresante para los peces que la inyeccion
intraperitoneal y la inmersién, puesto que les permite adquirir normalmente su dieta y
ganar en peso sin dificultad, lo cual es el fin de la produccion intensiva de animales para
la alimentacién. La inmunizacién junto con el alimento, tiene como ventaja que permite
inmunizar grandes cantidades de animales de diversas tallas por lo que posee un amplio

rango de uso en diferentes etapas del cultivo de peces (Rubio-Godoy, 2010).

Los valores de pH y temperatura del agua durante el trascurso del experimento se
encontraron dentro de los requerimientos ambientales para la especie. A pesar de su
amplio rango de tolerancia la claria puede ser dafiada por la mala calidad del agua,
condicion ademas que puede ocasionar la aparicion de un brote de las enfermedades
causadas por bacterias como A. hydrophila por inmunosupresion y deterioro de las

barreras fisicas del animal (Penagos et al., 2009).

El registro de la mortalidad evidencié durante el tratamiento que la estrategia de
vacunacion oral y la formulacién vacunal aplicada, tienen muchas ventajas practicas
porque al disminuir la manipulacién a los animales se evitan dafios en los individuos

tratados. Las mortalidades registradas durante la aclimatacion se consideran normales
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por la manipulacién de los animales durante su traslado hasta las cajas de

experimentacion.

En resumen, el registro de la mortalidad y el peso de los peces antes, durante y después
del experimento reafirman el planteamiento de muchos autores de que la via oral es el
método méas adecuado para acuicultura (citado y revisado por Penagos et al., 2009).

5.2.2 Produccion de IgM sérica de C. gariepinus ante vacunacién oral con
bacterina de A. hydrophila administrada con AFCo3ay AFCo3b

5.2.2.1 Titulo de anticuerpos IgM especificos anti-bacterina de A. hydrophila

La titulacion de anticuerpos mediante ELISA es un método semicuantitativo que depende
de las diluciones que hayan sido realizadas para su determinacion. Es un método de facil
realizacion, pero posee como desventaja que las diluciones intermedias entre las
establecidas no pueden ser evaluadas. Es mucho mas sensible que la aglutinacion y es
un método de mucha utilidad en el diagndstico rapido de enfermedades (Sukenda y
Wakabayashi, 2002). En este trabajo se constata que esta técnica da una nocion de la
cantidad de anticuerpos en la muestras pero no es concluyente ya que a pesar de gue se
obtuvieron valores iguales de titulos, los grupos mostraron (Fig. 6) diferencias

significativas entre si mediante el Elisa indirecto utilizando una sola dilucién de suero.

Titulos de anticuerpos menores que los obtenidos en este trabajo (1:1280), con métodos
de determinacion similares se han detectado en alevines de este mismo pez (Vervarcke et
al., 2004) y otros peces como C. batrachus (Nayak et al., 2004) y el salmén del atlantico
(Allnutt et al., 2007) ante la vacunacion oral. En todos los casos anteriores los titulos de
anticuerpos para el dia 0 fueron menores que los mostrados en este trabajo. Estos
resultados no son totalmente comparables por la diferencia de tallas entre estos
experimentos y el realizado en este trabajo, pero indican que los alevines poseen
menores titulos de anticuerpos y que al ser la etapa mas susceptible de los peces, las
vacunas experimentales deben ser evaluadas también durante el alevinaje con el din de
gue la proteccion sea duradera durante todo el ciclo de produccién (Bucarey y Harel
2011).
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5.2.2.2 Produccidn de anticuerpos IgM especificos anti-bacterina de A. hydrophila

Los anticuerpos son uno de los componentes humorales mas importantes de la respuesta
inmune de los peces. Sin embargo muchos autores consideran que este indicador es
menos relevante en los peces que en otros vertebrados para medir el estatus de salud.
No siempre los altos titulos de anticuerpos son indicadores de la eficiencia de sus
funciones inmunoldgicas, por lo que su funcién no es aun clara en los peces (Tort et al.,
2003). A pesar de esto muchas investigaciones siguen utilizando la producciéon de
anticuerpos para el estudio de la inmunogenicidad y efectividad de diferentes
formulaciones vacunales, por lo que el uso en este trabajo de ensayos ELISA para su
deteccion durante el experimento, sélo reafirma que es una via adecuada para el estudio
exploratorio de la respuesta inmune ante un tratamiento experimental (Prassad y
Areechon, 2010, Tobar et al., 2011, Hossain et al., 2011).

Con el fin de determinar la produccion de IgM inducida por los diferentes tratamientos se
realizaron ensayos ELISA indirectos anti-bacterina de A. hydrophila. Los anticuerpos
especificos anti- bacterina de A. hydrophila detectados al inicio del experimento (dia 0)
mostraron valores sin diferencias estadisticas entre si (Fig 6), lo que indica que los
animales ya estaban expuestos anteriormente al patégeno. A. hydrophila es una bacteria
gue habita normalmente los cuerpos de agua dulce, por lo que los peces normalmente
estdn expuestos a esta bacteria y es ldgico que se desarrolle cierta resistencia de forma
natural (Gonzalez et al. 2004, Botero et al., 2005). Este resultado indicé ademas que las
diferencias detectadas posteriormente no estuvieron condicionadas por la produccion de
anticuerpos iniciales sino que fueron inducidas por un efecto realmente
inmunoestimulante. Por otra parte el grupo A sin tratamiento (control negativo), como se
esperaba, mantuvo los mismos niveles de anticuerpos durante todo el experimento
sirviendo como control para la comparacién con el resto de los grupos experimentales, ya

gue estos valores fueron significativamente mas bajos (Fig. 6).

Por otra parte, el método de adsorcion realizado reforzé la idea de que el dia 0 existian
anticuerpos contra la bacteria, sin embargo en este caso la adsorcién con una diluciéon de
1:2 no result6 totalmente eficiente para eliminar los anticuerpos especificos anti-bacterina
(Fig 7). Este resultado puede estar condicionado por la temperatura y el tiempo de
incubacién, ademas de la cantidad de bacterina con la que se enfrenta el suero de las

muestras (Alfonso, Y.y Bencomo, A. 2001).
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En todos los grupos de tratamiento los valores de IgM decayeron el dia 14 (Fig 6) que
estaba mas alejado de los dias de vacunacion, por lo que se refuerza el planteamiento de
que la vacunacion oral habitualmente necesita de dosis de refuerzo para que sean
efectivas inmunoldgicamente (Rubio-Godoy, 2010).

El grupo B, inmunizado solamente con bacterina de A. hydrophila, mostré valores de IgM
significativamente menores en comparacion con el grupo inmunizado con AFCo3a (grupo
C) y AFCo3b (grupo D), durante todo el experimento (Fig 6). La menor produccion de
anticuerpos reafirma que las bacterinas son formulaciones vacunales poco inmunégenas
y no producen una respuesta inmunoldgica duradera, por tanto no inducen una proteccion
adecuada ante el agente etioldgico, necesitan de varias dosis de refuerzo para tener un
efecto significativo. Sin embargo, pueden ser combinadas con un compuesto que no solo
facilite la presentacion del antigeno a las células del sistema inmune del pez, sino que
también ayude a los antigenos a persistir dentro de la cavidad corporal del mismo y de
esta forma inducir o prolongar la duracién de la proteccién. Por esta razédn la historia de la
vacunacion en los peces esta ligada estrechamente con el desarrollo de los adyuvantes.
(Sommerset et al., 2005).

Esta es la causa principal por la cual se aplico junto con la bacterina adyuvantes, con el
fin de inmunopotenciar la respuesta ante ella. El aumento significativo en la produccion de
anticuerpos de este grupo se correspondié con los dias posteriores a la primera dosis de
vacunacion y a la dosis de refuerzo el dia 17. Esto evidencia que aunque su efectividad
fue menor, esta formulacién vacunal aument6 la produccion de IgM en niveles

significativamente menores que el resto de los grupos durante todo el experimento (Fig 6).

Las determinaciones de anticuerpos por diferentes autores ante la vacunacion con
bacterinas de esta bacteria, han arrojado resultados similares a los reflejados en este
trabajo en diferentes especies de peces como C. batrachus (Nayak et al., 2004) y tilapia
(Ibrahem et al., 2008, Silva et al. 2009).

El tratamiento realizado con la bacterina adyuvada con AFCo3a (grupo C), mostré
mejores resultados que el grupo B inmunizado con bacterina solamente pero menos
eficiente que el del grupo D, tratado ademéas con AFCo3b. Como se esperaba, el AFCo3a
gue solamente posee lipopolisacaridos (LPS) purificados provenientes de la membrana
externa de N. meningitidis B indujo menos produccién de anticuerpos junto con la
bacterina que el AFCo3b (Fig 6).
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La inoculacion de extractos purificados de LPS o bacterinas que incluyen LPS inducen
normalmente altas respuestas de anticuerpos protectivos y estimulan proteccion en
inmunizaciones contra patdgenos diversos y en diferentes especies piscicolas de agua
dulce y salada, por lo que se sigue utilizando como inmunoestimulante o como
componente de vacunas (Shao, 2001; Bowden et al.,, 2003). El LPS tiene excelentes
propiedades inmundgenas que validan su utilizacion como adyuvante o antigeno para la
inmunizacion de peces (Shao, 2001; Bowden et al., 2003).

En relacién con el efecto biolégico en especies de consumo (salmén, carpa, trucha,
flounder japonés, pez gato, entre otras) y en el pez cebra como modelo de investigacion,
la inoculacién de dosis de LPS que serian letales para cualquier mamifero, en la mayoria
de los casos no inducen cuadros clinicos (lliev et al., 2005). En este caso se usaron dosis
de 10ug de LPS por animal para AFCo3a y AFCo3b, lo cual, si tenemos en cuenta la
conocida resistencia de estas especies a los LPS, es una dosis baja, pero conservadora
para los fines exploratorios de esta investigacion, por lo que se esperaba que no hubiese
un gran aumento de la respuesta. Por esta razon algunos autores como Penagos, et al.,

2009 recomiendan determinar para cada especie la dosis de LPS éptima.

Estudios previos realizados en otras especies de peces han demostrado, al igual que este
trabajo que los peces son relativamente resistentes a los LPS. En el salmén del atlantico
(Salmo salar) se inocularon dosis de LPS de 2 mg/kg y 50 mg/kg por las vias
intraperitoneal (i.p) e intragastrica respectivamente y a pesar de la movilizacion de la
molécula por diferentes tejidos internos y de superficie, no se evidencié ningun tipo de
signos clinicos, lesiones histopatolégicas o mortalidad (Dalmo y Bogwald, 1996). Se
menciona que la inoculacién de 200 mg/kg de LPS en carpas no produjo muerte ni signos
clinicos y que el salmén coho (Oncorhynchus kisutch) y la trucha arco iris (Salmo
gairdneri) son insensibles al LPS de Escherichia coli y de Aeromonas salmonicida
(revisado por citado por Dalmo y Bogwald, 1996). En estudios in vitro, se necesitaron
dosis extremadamente altas (ug/ml) de LPS para estimular respuesta de leucocitos y
concentraciones de LPS 1000 veces mas grandes que las requeridas en mamiferos para
inducir en los fagocitos mononucleares la regulacién de la produccién de factor de
necrosis tumoral (citado por Penagos et al., 2009).

En sentido general el mejor tratamiento fue el del grupo D donde se aplic6 AFCo3b junto
con la bacterina. EI AFCo3b es un producto que ademas de lipopolisacaridos posee

proteinas, peptidoglicanos entre otros subproductos de la preparacion del antigeno
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utilizado para la vacuna VA- MENINGOCOC-BC, que estadn en fase exploratoria de su
respuesta inmunolégica en diferentes modelos animales. Esto lo hace, un producto
supuestamente mas inmunogénico que el AFCo3a, lo cual se verific6 con este

experimento.

AFCo3a y AFCo3b son coleatos derivados del proteoliposoma de N. meningitidis B
obtenidos en el Instituto Finlay. En este experimento resultaron ser mas inmunogénicos
en su administracién con bacterina de A. hydrophila que la misma aplicada sin los
adyuvantes, hecho que se esperaba por la demostrada baja inmunogenicidad de las
bacterinas. El uso de estos productos aun no ha sido estandarizado en peces, por lo que
esta investigacion forma parte de la etapa exploratoria de su posterior aplicacion o estudio

a peces u otros modelos animales.

Los cocleatos se clasifican como estructuras supramoleculares formadas por el
enrollamiento en espiral de una o varias bicapas lipidicas planas, sin espacio acuoso en
su interior. Estos pueden ser utilizados por via oral o ser liofilizados sin que se afecte su
estructura, ademas permiten elevados porcentajes de encapsulacion de moléculas con
diferentes caracteristicas fisico-quimicas (e.g hidrofébicas, hidrofilicas, etc.) (Zarif, 2002).
Por lo tanto no es extrafio que hayan sido considerados para el desarrollo de vacunas y
adyuvantes (Fogerite, et al. 1998).

Desde el punto de vista practico las estructuras cocleares pueden tener numerosas
aplicaciones. En general, constituyen estructuras muy atractivas para el disefio de
sistemas de liberacién ya que se han podido encapsular y adyuvar antigenos de diversa
naturaleza (proteinas, péptidos, ADN, LPS, polisacéaridos, glicoproteinas, etc.) Por otro
lado, la presencia de multiples capas arrolladas sobre si, permite la proteccién de las
moléculas en las capas interiores frente a la oxidacién y a condiciones agresivas del

medio (enzimas degradativas, pH extremos, etc.) (Pérez et al. 2007).

Los cocleatos derivados de N. meningitidis han sido efectivos para la adyuvaciéon de
antigenos de Leishmania (Pérez, 2004), Plasmodium (Brancho, 2009) y Virus de Herpes
Simple (VHS) (Hanebergt, 1998) entre otros. En estos trabajos se demostré que la
respuesta inmune inducida contra los antigenos adyuvados se caracteriza por altos titulos
de anticuerpos a nivel de mucosa (IgA) y sistémico (IgG) y proliferacién de células T en
mamiferos. Hasta el momento las aplicaciones mas exitosas de los cocleatos han sido las

empleadas como vehiculos para la administracion de vitaminas, nutrientes y principios
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activos (anti-inflamatorios y antibidticos) para el tratamiento de infecciones bacterianas,
virales y fungicas (Zarif, 2000).

5.2.2.3 Produccion de anticuerpos IgM totales en las muestras de suero de C.

gariepinus inmunizados con bacterina de A. hydrophila.
El proceso de inmunizacion de los diferentes grupos experimentales no influy6
significativamente en el aumento de los anticuerpos totales en las muestras de suero, por
lo que se asume que el efecto inmunoestimulante se presentd solamente contra la
bacterina (Fig 8). De este hecho se infiere que los adyuvantes contribuyeron a la
liberaciébn o presentacion de los antigenos de la bacterina, siendo esto un hecho
demostrado para otros adyuvantes con este mismo tipo de preparacion vacunal (Ibrahem
et al., 2008).

5.3  Discusion general

Aunque algunos autores consideran que la vacunacion oral debe ser el método ideal para
los peces, todavia se observan en los experimentos respuestas pobres o inconsistentes
debido a la reconocida destruccién de los antigenos en el intestino (Palm y R Landolt,
1998). Diferentes aproximaciones por proteger los antigenos de la degradacion, como
atraparlos en liposomas o capsulas de alginato, neutralizacion de las secreciones
gastricas mediante antiacidos o antiproteasas, aplicacibon de vacunas films o
bioencapsulacién en copépodos o nauplios de Artemia spp., han demostrado resultados
prometedores (Sommerset et al., 2005). Los peces gato, debido a sus habitos alimenticios
carnivoros pueden poseer una alta probabilidad de destruccidn antigénica en el intestino.
Esto estimula la investigacion para lograr una vacuna oral efectiva para los peces de

habitos alimenticios carnivoros (Nayak, 2004).

Usando como modelo el pez gato africano se demostré6 la respuesta inmune es
compartimentada (inmunidad mucosal y sistémica) Vervarcke et al., (2005). Esto ha sido
sugerido previamente en otros peces como las tilapias (Jenkins et al., 1994; Cain et al.
2000; Grabowski et al., 2004). Otros autores han sugerido que la inmunizacién oral
estimula la inmunidad mucosal directamente, mientras la inyeccion estimula una
respuesta sistémica con una subsecuente respuesta mucosal cutanea en Limanda
limanda Lin et al. (2000).
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Muchos autores concuerdan en que el sistema inmune sistémico y mucosal son dos
ramas diferentes de la respuesta inmune en los peces, y pueden ser considerados como
parte de un modelo bicompartimentado. Hasta ahora no esta clara la relacién entre los
niveles de anticuerpos de los compartimentos sistémicos y mucosales y la proteccion en
el desafio. Sin embargo, la entrada de la mayoria de los patégenos en los peces es por el
agua, la dieta o por el contacto con otros peces, por esto el componente inmune mucosal
es tan importante para la proteccion (Prasad, S. y Areechon, N. 2010). Teniendo en
cuenta que la mayoria de las infecciones tienen que cruzar la barrera mucosal, la
proteccion por anticuerpos de este compartimento es muy importante, dando una
indicacion extra de que el estudio de la vacunacion oral merece estar en continua

optimizacion (Vervarcke, 2004).

Los ensayos especificos para anticuerpos ELISA usando suero de peces, han
demostrado que la vacunacion oral induce respuesta inmune sistémica. Aunque los titulos
de anticuerpos son mas bajos para la vacunacion oral, que para la vacunacion
intraperitoneal, los resultados de los desafios revelan que este método provee suficiente
proteccion contra el patdégeno, donde se imbrican la inmunidad humoral y la innata
(Quentel y Vigneulle, 1997).

En este trabajo no se efectuaron estudios de la produccién de anticuerpos a nivel
mucosal, pero el aumento la produccién de IgM sérica, inducido por los tratamientos, hace
suponer aument6é también la produccion de anticuerpos a nivel mucosal siendo esto
fundamental en el combate de infecciones causadas por A. hydrophila.

En general hay poca informacién en la literatura de vacunaciones orales y vacunas orales
exitosas en peces, en contraste con las vacunas por inmersion, son usadas en una
extensién muy limitada en la acuicultura (Hastein 2005). Por esta razén este método no
ha sido altamente considerado. A pesar de que en los Ultimos afios se han realizado
sustanciales esfuerzos practicos por la administracion oral, siguen siendo principalmente

experimentales por la pobre o inconsistente proteccion (Quentel y Vigneulle, 1997).

En Cuba no se conocen ensayos que difieran de las ideas anteriores, con este fin deben
ser realizados experimento que investiguen o establezcan protocolos de vacunacion para
las condiciones reales que presentan cada uno de los cultivos de peces que se
desarrollen en un territorio determinado, como es el caso del cultivo intensivo de C.

gariepinus en Cuba. En sentido general el protocolo de vacunacion oral implementado en
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este trabajo ofrecio resultados alentadores, demostrados por el aumento de los niveles de
anticuerpos IgM séricos en las muestras durante la inmunizacion. De los tratamientos
realizados el de mejores resultados fue la aplicacién de bacterina de A. hydrophila con
AFCo3b. Por otra parte el comparar efecto del AFCo3a y el AFco3b, se demuestra que
este Ultimo producto tiene mayores valores inmunoestimulantes. Por lo que la adecuada
implementacion futura de tratamientos con estos productos como antigenos o como
inmunoestimulantes puede ser una estrategia econémica y viable para la produccion de

clarias en Cuba.
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6. Conclusiones
El protocolo de vacunacion oral permitio la correcta inmunizacion de C. gariepinus

contra A. hydrophila utilizando como adyuvantes AFCo3a y AFCo3b.

La inactivacion con formaldehido utilizada en la elaboraciéon de la bacterina de A.
hydrophila permitié la obtencién segura de antigenos vacunales.

La produccion de IgM incrementé en C. gariepinus ante la vacunacion oral con
bacterina de A. hydrophila administrada con AFCo3a y AFCo3b, siendo este Ultimo

mas inmunoestimulador que el AFCo3a.
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Recomendaciones

Evaluar este protocolo de inmunizacion oral en alevines de C. gariepinus,

determinando los mismos parametros inmunolégicos.

Realizar desafios con la bacteria a los peces después del periodo de vacunacion
oral para conocer el nivel de proteccion real de esta preparacion.
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