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RESUMEN

Los peces poseen un sistema inmune con muchas de las células y sustancias humo-
rales presentes en vertebrados superiores, pero cuentan también con componentes y
funciones especiales, como los centros melanomacréfagos y la capacidad fagocitica
de los enterocitos por citar solo algunas de ellas, que difieren profundamente con sus
similares en otras especies y que atn hoy son pobremente comprendidas. Sumado a
esto, el ambiente acudtico y mds, el ambiente acudtico productivo, es de por si com-
plejo de manera que las posibilidades de las interacciones biolégicas son enormes y
los procesos dificilmente predecibles.

La vacunacidn es tal vez una de las herramientas mds importantes para el control de
enfermedades bacterianas en peces, no solo por su potencial preventivo y correctivo
sino también por sus bondades con el ambiente y con la salud publica que contrastan
notoriamente con los tratamientos antibidticos. El éxito de las vacunas en especies
piscicolas depende en buena medida del conocimiento adecuado del sistema inmu-
noldgico de los peces, de las interacciones hospedero-ambiente-patégeno, asi como de
las particularidades de los sistemas productivos. Con todo, la vacunacién en ambientes
acudticos se enfrenta a un sinnimero de dificultades que deben ser abordadas antes
que con un enfoque unilateral farmacolégico, con una aproximacién integral en la
que se incluye el uso de herramientas epidemioldgicas, clinicas, patolégicas, micro-
biolégicas, etc.

Palabras clave: vacunacién, peces, inmunidad de peces, enfermedades infecciosas en
peces.

ABSTRACT

The fish immune system posses many of the cells and molecules found in higher
vertebrates, but several other components and functions such as the melano-
macrophage centers and the phagocityc activity of the epithelial enteric cells which are
not found in higher vertebrates are described in fish, though their function is poorly
understood. In adition, the aquatic environment, and even most, the productive systems
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are very complex, so that, the possibilities of the biological interactions are enormous
and the biological processes prediction, difficult.

Vaccination is perhaps one the most important tools for fish bacterial diseases
control, no just for its preventive and corrective potential but also for its beneficial
environmental and public health effects which contrast with those of the antibiotic
therapy. A great deal of the success of a vaccine in piscine species depends on fish
immune system understanding, on the host-environment-pathogen interactions, but
also on the productive system particularities. Despite all these considerations, the
vaccination in aquatic systems must be approached bearing in mind an integral
perspective, where epidemiological, clinical, pathological and microbiological, etc.
tools should be taken into account and not only the pharmacological therapy view.

Key words: vaccination, fish, immunity of fish, infectious diseases of fish.
INTRODUCCION

En condiciones naturales, la enfermedad es un fenémeno inherente a cualquier ser vivo
y se potencializa cuando el individuo es sometido a condiciones estresantes. La produc-
cién animal y mds aun la produccién intensiva de animales permite que se den las
condiciones para que se altere el equilibrio ambiente-patégeno-hospedero y se llegue a
enfermedad y mortalidad. En el &mbito mundial, la acuicultura es el sector de mayor
crecimiento en la produccién de alimento; actualmente es responsable de cerca del 50%
de la oferta mundial de pescado (FAO, 2006) y se considera que serd una de las prin-
cipales actividades econémicas del presente siglo. Como actividad de acelerada expan-
sién comienza a evidenciar problemas serios que deben ser entendidos y asumidos por
todas las partes involucradas. Uno de los principales problemas son las enfermedades
y entre estas, las infecciosas representan anualmente pérdidas cuantiosas en la pro-
duccién global (Shoemaker y Klesius, 1997; Georgiadis et al., 2001; FAO, 2006).

El crecimiento acelerado de la produccién y el incremento consecuente de las enfer-
medades infecciosas, muchas de ellas causadas por bacterias (Shoemaker y Klesius,
1997; Georgiadis etal., 2001) precisa de soluciones viables encaminadas a minimizar los
efectos causadas por las patologfas, a ofrecer al consumidor un producto limpio, a dis-
minuir las posibilidades de resistencia bacteriana y a mitigar el efecto de la produccién
sobre los sistemas ecoldgicos (Shao, 2001; Pelletier, 2004; FAO, 2006).

Diferentes sustancias quimicas y antibidticas han sido usadas para controlar los agen-
tes infecciosos, pero estos productos son poco deseables por sus efectos colaterales
como acumulacién del producto en el musculo del pez, desarrollo de resistencia
bacteriana y contaminacién de los ambientes acudticos, sumado a los costos de
implementacién y al hecho de que estas sustancias se administran en el alimento y se
utilizan en peces enfermos que tienen apetito reducido o nulo (Shao, 2001; Dixon,
1994; Heppell y Davis, 2000; Furushita et al., 2003).

Una alternativa al uso de estas sustancias es la vacunacién, una de las herramientas
mds valiosas para prevenir enfermedades en acuicultura y asegurar un producto
limpio sin efectos sobre el ambiente (Shoemaker y Klesius, 1997; Guddingetal., 1999;
Shao, 2001; Bowden et al., 2003a; FAO, 2006).
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Tal vez el principal obstdculo en el desarrollo de vacunas ha sido el pobre conoci-
miento sobre el sistema inmune de los peces, amplificado por la gran variabilidad
intra e interespecifica de los mecanismos de respuesta y la gran diversidad de los
sistemas acudticos tanto ecoldgicos como productivos.

El propésito de este documento es presentar el escenario en el que se enmarca la
vacunacién de los peces, particularmente contra las enfermedades bacterianas de los
teledsteos, desde una breve evaluacién comparativa del sistema inmune, pasando por
los factores involucrados en la inmunidad, los métodos de inmunizacidn, la respuesta
inmune a la vacunacién, el estado actual y las perspectivas de vacunacién en el
mundo, hasta la propuesta de vacunacién de peces en Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Para la localizacién y seleccién del material bibliografico utilizado en la presente revisién
se consultaron las bases de datos PubMed, Science Direct, Blackwell Synergy, Springer
Link, AquaTIC y Catdlogo Bibliografico de la Universidad Nacional de Colombia. Las
palabras claves utilizadas fueron: Fishes [Mesh] or Fishes/ immunology [Mesh]) and
Vaccination [Mesh] (188 citaciones bibliograficas en PubMed), Mass immunization and fish
(cinco citaciones bibliograficas en Science Direct), All: vaccination and Keywords: fish (18
citaciones bibliogréficas en Blackwell synergy), TITLE-ABSTR-KEY{streptococcus) and
TITLE-ABSTR-KEY(tilapia) (26 citaciones bibliograficas en Science Direct), For (Boolean)
> vaccination and su:(fish) (65 citaciones bibliogréficas en SpringerLink), Materia= Peces -
Enfermedades (siete citaciones bibliogréficas en el Catédlogo Bibliografico de la Univer-
sidad Nacional de Colombia), Materia=Peces — Enfermedades (diez citaciones biblio-
graficas en el Catdlogo Bibliografico de la Universidad Nacional de Colombia) y
Materia= enfermedades de los peces (tres citaciones bibliograficas en el Catédlogo
Bibliografico de la Universidad Nacional de Colombia).

Teniendo en cuenta la amplitud del tema del que trata la revisidn, se seleccionaron en
orden de importancia aquellos articulos que tuvieran resultados originales de
investigacioén, que fuera la referencia actual del tema y otros que aunque no son
actuales, son la fuente de referencia disponible. En total se utilizaron 86 referencias
bibliograficas.

INMUNIDAD DE PECES

Sistema inmune innato. La primera linea de defensa contra la infeccién en los peces,
asi como en otras especies, es el sistema inmune innato; este incluye las barreras
fisicas como las superficies mucosas y la piel con un amplio rango de sustancias
asociadas como el moco por citar una sola de ellas, pero también una variedad de
leucocitos (monocitos /macréfagos, granulocitos y células citotdxicas no especificas)
y diversas sustancias humorales (p.e. lisozima, factores del complemento, interferén,
proteina C reactiva, transferrina, antiproteasas, lectinas, eicosanoides) que inhiben
indiferenciadamente el crecimiento de microorganismos infecciosos (Dalmo et al.,
1997; Heppell y Davis, 2000; Ferndndez et al., 2002b).

El componente celular principal en la respuesta inmune innata lo constituyen los
macréfagos, ademds de su funcién como presentadores primarios de antigenos en la
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respuesta inmune adquirida, son los principales fagocitos de los peces, secretan
citoquinas proinflamatorias (Blazer, 1991; Dalmo et al., 1997), aparecen en los even-
tos tempranos de inflamacién en diferentes enfermedades y juegan un papel central
en la patogénesis de algunas entidades particulares como la estreptococosis y la
aeromoniasis entre otras, en las cuales son usados por los patégenos como vehiculo
para llegar a mdltiples érganos y evitar ser destruidos (Zlotkin et al., 2002; Pulido et
al., 2004; Ewart et al., 2007). Por otra parte, también existen leucocitos granulares en
peces, denominados al igual que en mamiferos: neutréfilos (heterdfilos), eosinéfilos
(aciddfilos) y basdfilos seglin sus caracteristicas tintoriales a pesar de que no apa-
recen siempre en las distintas especies y sus funciones biolégicas no son idénticas. Los
neutréfilos, al igual que sus andlogos de mamiferos, tienen funciones fagociticas, qui-
miotacticas y bactericidas, actividad de mieloperoxidasa (MPO), explosién respira-
toria y poseen la capacidad de degranulacién de granulos primarios (Hine, 1992;
Ferndndez et al., 2002a; Ferndndez et al., 2002b; Palic et al., 2007). Recientemente se
demostré la habilidad por parte de los neutréfilos de los peces de sintetizar “tram-
pas” extracelulares (NETs) compuestas por granulos de proteina y componentes
nucleares que atrapan y destruyen bacterias (Palic et al., 2007). Las funciones
fagociticas y bactericidas de los neutréfilos son reducidas en algunas especies y a pesar
de encontrarse en algunos exudados fibrinosos, su participacién en procesos agudos es
muy inferior a la de mamiferos, lo que explicaria la tendencia de los peces a manifestar
inflamaciones necréticohemorragicas mas que de licuefaccién (Ellis, 1981; Ferguson,
2006). De otro lado, los eosindfilos de los peces denominados eosindfilos granulares
homogéneos (EGHs) o células granulares eosinofilicas (CGEs) se encuentran asociadas
al tejido conectivo especialmente en el tracto gastrointestinal y las branquias, pero
también en piel, corazén y sistema nervioso central incluido el nervio éptico (Noya y
Lamas, 1996; Ferguson, 2006). Su funcién no es clara, pero 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). Se ha demostrado que
no poseen actividad de mieloperoxidasa ni de fosfatasa 4cida, pero se movilizan en
sangre y llegan al peritoneo y otros tejidos en respuesta a infecciones bacterianas (Noya
y Lamas, 1996). Aunque se han descrito algunos CGEs con propiedades fagociticas
(Mainwaring y Rowley, 1985; Noya y Lamas, 1996), parece que su actividad es pino-
citica y excretoria y su papel es de modulacién de la respuesta inmune de superficies.

Centros melanomacréfagos (CMMs). Una caracteristica particular del sistema inmune
de los peces, es la presencia principalmente en el bazo, pero también en rifién, higado,
génadas, tiroides y aun timo, de los denominados centros melanomacréfagos (CMMs)
(Ferguson, 2006), estos se asemejan a los centros germinales del bazo y nédulos linfoi-
des de los mamiferos, estan constituidos por macréfagos, células reticulares, linfocitos
y células plasmdticas. Reciben ese nombre porque dentro de los macréfagos que confor-
man los CMMs se producen y almacenan pigmentos como la lipofuchina, la melanina
y la hemosiderina entre otros (Dalmo et al., 1997; Agius y Roberts, 2003; Ferguson,
2006). El papel de los CMMs en respuesta a la infeccién es todavia especulativo, en
infecciones por bacterias intracelulares resistentes a la fagocitosis como Streptococcus,
Mycobacterias y Renibacterias en infestaciones por Myxobolus spp., en infecciones por noda-
virus, los CMMs aumentan en niimero, sus macréfagos atrapan grandes cantidades de
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antigeno o de bacterias completas y en su interior aumenta la cantidad de pigmentos
(Agius y Roberts, 2003; Ferguson, 2006; Herndndezet al., 2008). Se reportan evidencias
de la formacién de complejos antigénicos (antigenos, IgM, factor de complemento 3)
en los elipsoides esplénicos, de la movilizacién de estos complejos a CMMs (Ferguson,
2006), asi como de la presentacién de los mismos a linfocitos. Press et al., 1996,
demostraron que algunos elementos vacunales de Aeromonas salmonicida se acumulan
preferiblemente en CMMs después de la inyeccién intraperitoneal.

Células Rodlet. Los peces teledsteos son los Unicos vertebrados que poseen estas
células. Son células ovaladas con un ntcleo excéntrico, una capsula fibrosa subya-
cente a la membrana celular y filamentos citoplasmaticos con forma de flechas que
apuntan hacia el dpice (Pulido, 2000; Schmachtenberg, 2007). Aunque todavia algu-
nos autores las consideran protozoarios, investigaciones recientes en miltiples espe-
cies las incluyen en el sistema de defensa de los peces dseos (Reite, 2005). Son células
secretorias epiteliales presentes en grandes cantidades en la piel, branquias, intestino,
ductos biliares, tibulos renales y bulbo arterioso, y en menor cantidad o ausentes en
sangre, tejido conectivo, cerebro y bulbo olfatorio (Pulido, 2000; Reite, 2005; Ferguson,
2006; Schmachtenberg, 2007). Tienen gran habilidad para migrar a los epitelios y
aumentar su ndimero principalmente en infestaciones parasitarias y procesos irritantes
(Reite, 2005; Schmachtenberg, 2007). En experimentos in vitro se demostré la capaci-
dad de estas células de expulsar sus filamentos, pero el papel de estos en procesos
inmunes o inflamatorios continda sin resolver (Reite, 2005; Schmachtenberg, 2007).
En tilapias cultivadas en Colombia, se han demostrado incidentalmente células rodlet
asociadas a procesos inflamatorios ocasionados por Streptococcus en diferentes teji-
dos. A través de microscopia electrénica de transmisién (MET) se evidenciaron algu-
nas interacciones de éstas con células vecinas, pero no fue posible determinar si te-
nian alguna relacién con bacterias o con la enfermedad (Pulido, 2000).

Sistema inmune de mucosas. A pesar de que en los peces no existen ganglios linfaticos,
placas de Peyer, ni tejidos linfoides asociados a mucosas (GALT y MALT) ampliamente
caracterizados en mamiferos y aves, hay evidencias claras de un sistema inmune innato
de mucosas desde los primeros estadios de vida de los peces (Olafsen y Hansen, 1992).
Sumado al bajo pH géstrico y a la accién de las enzimas digestivas, de la bilis y del moco
descritos en mamiferos, el sistema inmune de mucosas en los peces incluye otra serie de
propiedades defensivas como la activacién y aumento en ndmero y tamafio de las
células de moco branquiales e intestinales en respuesta casi siempre a infecciones
bacterianas o irritantes presentes en el agua (Lodemel et al., 2001), la produccién y
eliminacién de anticuerpos en la bilis (St. Louis-Cormier et al., 1984), la migracién de
células productoras de anticuerpos a las mucosas branquial e intestinal (St. Louis-
Cormier et al., 1984; Davidson et al., 1993; Lin et al., 2000; Ferndndez et al., 2002b), la
existencia de poblaciones bacterianas nativas asociadas al epitelio intestinal y pilérico
que interfieren con la adhesién y posiblemente con el ingreso de bacterias patégenas a
los tejidos del pez (Lodemel etal., 2001; Ringo etal., 2001), y por dltimo, la facultad par-
ticular por parte de los enterocitos de hacer endocitosis de particulas intactas, macro-
moléculas (Dalmo et al., 1997), y de bacterias y sus antigenos, tanto de la flora nativa
(Lodemel etal., 2001; Ringg etal., 2001 y 2006) como de patégenos (Olafsen y Hansen,
1992; Lodemel et al., 2001) en todos los segmentos intestinales de larvas y adultos.
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INMUNIDAD ADQUIRIDA

La segunda linea de defensa es la inmunidad adquirida; aunque los peces no tienen
médula ésea o nodos linfoides, el timo, el rifién y el bazo asumen este papel (Dalmo
et al., 1997). La inmunidad adquirida puede ser dividida en celular y humoral, y de-
pende en gran medida de linfocitos T y B respectivamente (Fernandez et al., 2002a;
Ruiz et al., 2003a).

Similar a como ocurre en los mamiferos, la inmunidad humoral adquirida en peces
involucra el reconocimiento y unién de antigenos solubles circulantes a células B
diferenciadas en células de memoria y células plasmaticas que responden para pro-
ducir y secretar anticuerpos antigeno-especificos. De otro lado, la inmunidad adqui-
rida mediada por células involucra el reconocimiento de antigenos por las células T
expuestos en la superficie de las células presentadoras de antigenos en asociacién con
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), que inducen la activa-
cién de linfocitos T citotdxicos (LTC, CDs"), células T ayudadoras (LTA, CD4") secre-
toras de citoquinas y células supresoras (Heppell y Davis, 2000; Ruiz et al., 2003a). En
mamiferos, las células T CD4y CDs reconocen antigenos presentados por el MHC |y
MHC Il respectivamente, pero no es claro si esto es similar en los peces ya que no
existen reactivos para identificar moléculas como CDa4 y CDsg en teleésteos (Heppell y
Davis, 2000; Shao, 2001; Vandenberg, 2004).

Los peces son capaces de producir inicamente un tipo de inmunoglobulinas, la IgM,
que pueden aparecer como tetrdmeros en teledsteos o como pentdmeros 0 monémeros
en peces cartilaginosos; estdn compuestas por cadenas polipeptidicas pesadas y ligeras
de gran heterogeneidad (Ambrosius et al., 1982 en Stoskopf, 1993; Ruiz et al., 2003a).
Ahora se sabe que los peces tienen diferentes isotipos de anticuerpos, aunque la rele-
vancia funcional de esta diversidad estructural no es clara y existen considerables
variaciones entre especies (Ruiz et al., 2003a; Vandenger, 2004).

Las inmunoglobulinas aparecen fundamentalmente en el plasma, el moco y la bilis y
aumentan en estados de enfermedad (Davidson et al., 1993; Lin et al., 2000; Ruiz et
al., 2003b). En truchas, St. Louis-Cormier et al., 1984, encontraron altos niveles de
anticuerpos en el moco y la bilis en respuesta a infecciones en las que no se detectaron
anticuerpos en suero; estos hallazgos fueron tal vez las primeras evidencias de la exis-
tencia de un sistema inmune de mucosas en los peces. Los anticuerpos ejercen su
funcién en distintas formas: son capaces de unirse a la superficie de los virus e impedir
asf la infeccién celular, pueden unirse a las membranas de bacterias e inducir por la
via cldsica del complemento la lisis bacteriana o pueden actuar como opsoninas y
facilitar el reconocimiento por las células fagociticas. Adicionalmente, como recepto-
res de células B, participan en el reconocimiento de antigenos para la produccién de
anticuerpos (Ruiz et al., 2003a).

Reconocimiento de lipopolisacdrido en peces. Atencién especial merece el tema de
reconocimiento del lipopolisacarido (LPS) de bacterias Gram negativas por parte de las
células y componentes del sistema inmune y el efecto de esta molécula en la inmunidad
de los peces. En mamiferos, la respuesta inmune al LPS y el fenémeno de shock
endotoéxico son mediados secuencialmente por la proteina de unién de LPS (LBP), la
transferencia del complejo LBP-LPS a CD14, la activacién del sistema de reconocimiento
toll-like receptor 4 (TLR4) en leucocitos y la lliberacién en cascada de sustancias entre las
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que vale la pena destacar las citoquinas proinflamatorias factor de necrosis tumoral
(TNF)-a, interleuquina (IL)-1 B, IL-12 y los interferones antivirales tipo | (lliev et al.,
2005a). En los peces existen diferencias marcadas, las proteinas homélogas a la LBP no
transfieren proteinas al CD14 lo cual conduce a la neutralizacién del LPS e interfiere con
la activacién de TLR4. Ademds, se cree que la habilidad de TLR4 para iniciar una
respuesta inmune completa solo la tienen los vertebrados superiores y depende de la
evolucién de moléculas accesorias (CD14y LY96) y moléculas adaptadoras (TICAM2) las
cuales no se han encontrado en los peces. La falta de las moléculas de submembrana
TICAM2 impide la expresién de genes proinflamatorios y evita la liberacién de las citoqui-
nas mencionadas en los mamiferos. Por otro lado, los leucocitos son activados solo en
altas concentraciones de LPS posiblemente a través de la formacién de agregados de LPS
en concierto con un mecanismo dependiente de las beta-2 integrinas (llievet al., 2005a).
En relacién con el efecto bioldgico en especies de consumo (salmén, carpa, trucha,
flounder japonés, catfish, entre otras) y en el pez cebra como modelo de investigacién,
la inoculacién de dosis de LPS que serian letales para cualquier mamifero, en la mayoria
de los casos no inducen cuadros clinicos (Cahill, 1990; Dalmo y Bogwald, 1996; llievet
al., 2005a). 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 intragdstrica respectivamente y a
pesar de la movilizacién de la molécula por diferentes tejidos internos y de superficie, no
se evidencié ningtin 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 Salmon coho (Oncorhynchus kisutch) y
la trucha arco iris (Salmo gairdneri) son insensibles al LPS de E. coli y de Aeromonas
salmonicida (revisado por citado por Dalmo y Bogwald, 1996). En estudios in vitro, se
necesitaron dosis extremadamente altas (pg/ml) de LPS para estimular respuesta de
leucocitos y concentraciones de LPS 1.000 veces mdas grandes que las requeridas en
mamiferos para inducir en los fagocitos mononucleares la regulacién de la produccién
de TNF (Zou et al., 2003; Hirono et al., 2004). Estos hallazgos han llevado a afirmar que
los peces son resistentes o insensibles al LPS (Cahill, 1990; Dalmo y Bogwald, 1996; Iliev
etal., 2005a).

Sin embargo, a pesar de que el LPS en los peces tiene poco potencial proinflamatorio,
las células y componentes del sistema inmune tanto sistémicos como de superficie
(intestinal y branquial) se activan y movilizan en respuesta a esta molécula (Cabhill,
1990; Dalmo y Bogwald, 1996; Press et al., 1996). Después de administrarlo por las
vias intravenosa (i.v) e i.p en bacalaos, el LPS se detecté en corazén, bazo y rifién a lo
largo de 168 horas. Después de la inoculacién oral, se encontré en gran cantidad en
intestino y en menor cantidad en érganos internos. En el turbot, luego de la
inoculacién intravenosa, el LPS se encontré en bazo, higado y rifién, y en bazo e
higado cuando se hizo por la via oral. En varias especies marinas, los macréfagos del
rifién y del bazo y los elipsoides esplénicos, acumulan grandes cantidades de LPS.
También se detecté LPS en tejido conectivo intestinal y branquial y en células del
epitelio intestinal y [dmina propia después de la inoculacién i.p y oral respectivamente
(Dalmo etal., 1998).

Sumado a la movilizacién hacia diferentes tejidos, el LPS purificado o como parte de
soluciones vacunales luego de ser tomado por células linfoides y del sistema reticuloen-
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dotelial (Dalmo etal., 1996; Dalmo etal., 1997; Press et al., 1996), estimula la activacién
y movilizacién de macréfagos, neutréfilos y CMMs (Agius y Roberts, 2003) y activa
linfocitos B alin en bajas temperaturas (Le Morvan, 1998). La inoculacién de extractos
purificados de LPS o bacterinas que incluyen LPS inducen altas respuestas de anti-
cuerpos protectivos y estimulan proteccién en inmunizaciones contra patégenos diver-
sos y en diferentes especies piscicolas de agua dulce y salada, entre las que se cuentan:
Vibrio salmonicida y Vibrio anguillarum en salmones (Bogwald et al., 1991), Edwardsiella
ictaluri en catfish (Saeed y Plumb, 1986) y Aeromonas hydrophila en carpa (Selvaraj et al.,
2004) por lo que se le sigue utilizando como inmunoestimulante o como componente
de vacunas (Shao, 2001; Bowden et al., 2003b). En conclusién, a pesar de su bajo po-
tencial proinflamatorio, el LPS tiene excelentes propiedades inmundgenas (Dalmoet al.,
1998) que validan su utilizacién como adyuvante o antigeno para la inmunizacién de
peces (Shao, 2001; Bowden et al., 2003a).

FACTORES QUE AFECTAN LA RESPUESTA INMUNE

La respuesta inmune se ve afectada por numerosos procesos que dependen del
hospedero, del medio o del patégeno per se. Entre los factores que dependen del
hospedero se presentan diferencias en la respuesta inmune humoral y celular que son
propios de la especie y que pueden variar entre individuos de una misma poblacién (Ruiz
etal., 2003b). La edad es tal vez uno de los factores mas importantes. Existen evidencias
de aparicién de células de defensa entre los 5-28 dias post-eclosién (DPE) en varias
especies de teledsteos (flounder japonés: Paralichthys olivaceus, bacalao del Atlantico: Gadus
morhua, turbot: Scophthalmus maximus, seabream: Sparus aurata, seabass: Dicentrarchus labrax,
carpa: Cyprinus carpio, cebra: Danio rerio), pero la inmunocompetencia de esas células no
ha sido evaluada certeramente en casi ninguna de estas especies y se cree que no son
inmunolégicamente competentes hasta varias semanas después de la eclosién (Klesiuset
al., 2004; Mulero et al., 2007). Aunque esto estd ligado estrechamente con la especie en
cuestién, es posible que se establezca tolerancia inmunoldgica si existe exposicién al
antigeno en los estados larvarios (Mulero et al., 2007).

El fenédmeno de tolerancia al LPS ha sido ampliamente estudiado en mamiferos, no
asi en peces. Zapata et al., 1997, hipotetizaron que la tolerancia en peces jévenes
puede ser inicamente a antigenos T-dependientes y solo a antigenos inyectados, pero
no a aquellos administrados por inmersién. Algunos autores sostienen que las células
B de la trucha arco iris pueden ser estimuladas por antigenos T-independientes (p.e
LPS) cuando los alevinos tienen cuatro semanas de edad (0,13 g; revisado por Zapata
et al., 1997). Las truchas desarrollarian memoria inmunolégica luego de ocho
semanas (0,26 g) y memoria a largo plazo solo cuando superan los 4 g de peso.

Hay varios reportes que describen la inmunizacién con LPS y bacterias completas de
alevinos, juveniles (Dalmo y Bogwald, 1986; Press et al., 1996; Dalmo et al., 1998;
Selvaraj et al., 2004) o incluso de larvas (Dalmo etal., 2000). En esos estudios los anti-
genos fueron administrados i.p o por inmersién e indujeron respuestas inmunes
especificas o en algunos casos, aumento en la proteccién frente al reto con el micro-
organismo que descartan la posibilidad de respuestas de inmunotolerancia.

En contraste, Guttvick et al., 2002, en alevinos de salmén (Salmo salar) alimentados
desde los 2 g con una dieta que inclufa LPS, encontraron altas mortalidades después
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del reto con Aeromonas salmonicida y Vibrio anguillarum, ellos creen que las mortalidades
pudieron presentarse por tolerancia al LPS, por delecién de componentes del com-
plemento causado por la repetida exposicién a la sustancia o por los niveles excesivos
de LPS administrados.

Otro de los factores intrinsecos determinantes en la respuesta inmunoldgica es estrés.
Se ha descrito en los peces un sindrome de adaptacién (estrés) o de huida similar al de
los mamiferos, estimulado en los peces por hipoxia, altas densidades, manipulacién,
temperatura, téxicos (contaminantes acudticos), y modulado en los teledsteos prin-
cipalmente por los niveles de cortisol (Wendelaar, 1997). A pesar de que el sindrome de
estrés no ha sido adecuadamente caracterizado y existe contraposicién entre los
resultados de supresién y estimulacién de las células y funciones inmunes (Wendelaar,
1997), los efectos mds relevantes sobre el sistema inmune tienen que ver con alte-
raciones de los tejidos superficiales del pez y depresién de la respuesta leucocitaria,
algunos de ellos son: incremento de la permeabilidad epitelial, incremento en el recam-
bio celular y a su vez desarreglo estructural en piel y branquias, incremento en los neu-
tréfilos circulantes en contraste con los bajos niveles plasmdticos de linfocitos y macré-
fagos ocasionado por la extravasacién de estas células en las branquias, la piel y el
intestino (Wendelaar, 1997), disminucién de los linfocitos de memoria B y T, aumento
en la fagocitosis y la explosién respiratoria de los leucocitos renales (Wendelaar, 1997,
Ruiz et al., 2003b), alteracién de la migracidn, fagocitosis y presentacién de antigenos
por parte de los macréfagos que son como ya se dijo la célula principal en la respuesta
inmune primaria y disminucién de la actividad de MPO y la produccién de NETs por
parte de los neutrdfilos (Palic et al., 2007). Todos estos efectos 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; las deficien-
cias de las vitamina Cy E alteran el funcionamiento de los macréfagos y el complemento
(Blazer, 1991); los imbalances de 4cidos grasos pueden alterar la fagocitosis funda-
mentalmente por modificacién de las caracteristicas de la membrana celular de leu-
cocitos (Blazer, 1991) y disminuir marcadamente la flora normal del intestino y a su vez
la resistencia a la adhesion y translocacién bacteriana (Ringg et al., 2001).

En lo que concierne a los factores extrinsecos, la temperatura es trascendental en los
peces cuando debe responder a un agente patégeno (Le Morvan, 1998; Ferguson,
2006). La temperatura del agua afecta la respuesta inmune en mayor o menor medida
seglin la especie del pezy la adaptacién previa a la misma. Se han denominado tempe-
raturas no permisivas (Le Morvan, 1998; Ferguson, 2006) a las temperaturas en las
cuales el sistema inmune précticamente no responde: se reportan 4 °C para los salmé-
nidos y especies de agua fria, 14 °C para las carpas y en promedio 12-14 °C para las
especies de aguas templadas o cdlidas, con algunas excepciones como en el catfish en
cuyo caso la temperatura no permisiva es 22 °C (Ellis, 1981; Le Morvan, 1998;
Ferguson, 2006). Los efectos de las bajas temperaturas sobre el sistema inmune son
principalmente sobre el componente celular; se reporta la disminucién de la respuesta
mediada por linfocitos, particularmente sobre la funcién de las células T helper sin
afectar la funciones de procesamiento de antigeno y produccién de IL-1 por parte de las
células presentadoras de antigeno (Le Morvan, 1998). Ademas, se describe la alteracién
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de la fagocitosis y de la citotoxicidad (Ellis, 1981, Le Morvan, 1998), el bloqueo de la
activacién de las células Ty B, y la disminucidén de la respuesta primaria de anticuerpos
(Miller y Clem, 1984). Estudios in vitro han demostrado que la respuesta
linfoproliferativa del catfish (Ictalurus punctatus) a concanavalina A (ConA) y fitohe-
maglutinina se reduce en temperaturas bajas (<22 °C). Algunos autores coinciden en
que las temperaturas bajas suprimen la respuesta primaria de anticuerpos, pero la
respuesta secundaria es adecuada a temperaturas bajas siempre y cuando la memoria
inmunoldgica se establezca en temperaturas confortables para la especie (Millery Clem,
1984; Le Morvan, 1998). Por otro lado, las temperaturas bajas cambian la relacién
entre 4cido oleico y estedrico a favor del primero y de este modo aumentan la rigidez de
la membrana celular y disminuyen o impiden la fagocitosis, la migracién transepitelial y
otras funciones de leucocitos (Le Morvan, 1998). Adicionalmente, la activacién de la
proteina quinasa Cy la sintesis de otros componentes de la membrana plasmadtica tales
como proteinas y glicidos (principalmente dcido sidlico) son afectados in vitro por las
temperaturas bajas (Le Morvan, 1998). Las fluctuaciones de temperatura tienen un
efecto doble en relacién con la presentacién de enfermedades infecciosas, por un lado
altera en el pez los mecanismos de respuesta y por el otro, presiona el crecimiento de los
patégenos en el ambiente (Le Morvan, 1998). Los principales problemas se presentan
cuando se producen fluctuaciones sutbitas de temperatura, y casi siempre en estos
casos, la enfermedad y la mortalidad se asocian a procesos de origen bacteriano
(Ferguson, 2006; Ndong et al., 2007).

Algunos metales pesados como mercurio, cadmio y cobre, insecticidas como los
organoclorados y organofosforados, pero también el amoniaco, los nitritos y el
cianuro en dosis subletales, tienen efecto sobre componentes celulares y humorales
del sistema inmune, ya sea en forma directa, o como consecuencia de su efecto
estresante, pero los mecanismos involucrados en esas reacciones no han sido clarifi-
cados (Zapata et al., 1992).

Por otra parte, los factores que dependen del patégeno son diversos, dependen de las
caracteristicas biolégicas de cada agente, de las particularidades de sus antigenos y
de sus interacciones con el sistema inmune. Algunos componentes fisicos, quimicos o
funcionales de las bacterias patdgenas y su relacién con la respuesta inmune de los
teledsteos serdn tratados adelante en respuesta inmune a la vacunacién.

METODOS DE VACUNACION

Los principales métodos de vacunacién en los peces son: inmersién en una solucién
vacunal, inyeccién intraperitoneal (requiere que el animal tenga mas de 15 g de peso),
inyeccién intramuscular (principalmente para vacunas de ADN) y administracién oral
(Heppell y Davis, 2000; Shao, 2001; Bowden et al., 2003a; Klesius et al., 2004). Otros
métodos que se han investigado son: el bafo, en el cual los peces se exponen a la
vacuna por inmersién en el mismo sitio de cultivo, la infiltracién anal y el método de
spray (Press et al., 1996; Shao, 2001; Bowden et al., 2003a).

Vacunacién por inmersién. Es un método ideal para vacunar gran ndmero de peces pe-
quefios (Bowden et al., 2003a; Klesiuset al., 2004; Evans et al., 2004; Pasnick et al.,
2005). En la vacunacién por inmersién los peces son sumergidos en una solucién
vacunal concentrada, este método es mds usado que la vacunacién oral y normalmente
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provee mejor proteccién, posiblemente por la mejor absorcién del antigeno a través de
la piel y/o las branquias, porque se evita la degradacién de la vacuna en el estémago y
ademds porque algunos antigenos bacterianos ingresan a través de la mucosa
gastrointestinal (Lin et al., 2000; Shao, 2001; Bowden et al., 2003a; Klesius, 2004). Se
ha propuesto utilizar esta via combinada con inmersiones previas en soluciones
hiperosméticas, con exposicién de los peces a ultrasonografia o inflingiendo pequefias
lesiones cutdneas por medio de un instrumento de puncién multiple que ha sido
ampliamente usado para la vacunacién de humanos contra la tuberculosis.
Experimentalmente, estas modificaciones mejoran la penetracién de inmundgenos a
través de la piel en la vacunacién por inmersién (Nakanishi et al., 2002; Zhou et dl.,
2002a; Zhou et al., 2002b; Navot et al., 2004). Entre las desventajas de este método se
cuentan: la necesidad de proteger los antigenos que se puedan degradar en el agua,
los bajos niveles de proteccién que induce frente a patégenos particulares como el
Streptococcus agalactiae (Evans et al., 2004) y la dificultad del estrés que implica el
traslado de los peces al recipiente de vacunacién (Shao, 2001; Bowden et al., 2003a).
Administracién oral de vacunas. La vacunacién oral es el método ideal de inmuniza-
cién en acuicultura por la facilidad del procedimiento, por los relativos costos bajos y
porque no causa ningtn tipo de estrés a los peces, sumado a la posibilidad de vacunar
grandes poblaciones de peces pequefios en corto tiempo (Shao, 2001; Bowden et al.,
2003a; Romalde et al., 2004; Vanderverg, 2004). Otra ventaja adicional, es la estimu-
lacién de inmunidad en las mucosas (Lin et al., 2000; 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 inyeccién (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 (Shao, 2001; Bowden et al.,
2003a; Romalde et al., 2004; Vanderverg, 2004).

Vacunacién intraperitoneal. Es la ruta mas efectiva para inducir proteccién, asegura
una dosis idéntica en todos los individuos y permite la adicién de adyuvantes que
estimulan proteccién por mas tiempo (Midtlyng, 1996; Gudding et al., 1999; Klesius et
al., 2000; Bowden et al., 2003a; Evans et al., 2004). Sin embargo, los costos y las difi-
cultades de implementacidn, 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 inyeccién de vacunas se limite a ciertas especies de peces, a
patégenos determinados y a sistemas de produccién particulares, como es el caso de la
vacunacién de salménidos contra la furunculosis (Midtlyng, 1996). La incorporacién de
adyuvantes oleosos prolonga la duracién de la proteccién y sirve como inmunoes-
timulante, pero su aplicacién puede resultar en adherencias a la pared abdominal que
dificultan el proceso de eviscerado o pueden llevar al rechazo del producto (Midtlyng,
1996; Shao, 2001; Bowden et al., 2003b).

Vacunacién intramuscular. La vacunacién intramuscular en peces a excepcién de al-
gunos trabajos experimentales con bacterinas (Klesius et al., 2000) se limita a la eva-
luacién de vacunas basadas en tecnologia de DNA. La investigacién en vacunas recom-
binantes se ha enfocado en la estimulacién de proteccién contra agentes virales.
Actualmente, la dnica vacuna recombinante aprobada para peces es la fabricada
contra el virus de la pancreatitis necrética infecciosa (IPNV; Guddinget al., 1999). Para



14 Revisidn - Sistema inmune y vacunacion de peces. Penagos, et al.

los organismos acudticos, asi como para otros animales de granja, las vacunas de DNA
ofrecen varias ventajas sobre las vacunas clasicas. Desde el punto de vista préctico, las
primeras son poco costosas y relativamente féaciles de producir, se pueden fabricar sin
muchas complicaciones vacunas polivalentes, se mantienen viables por mucho tiempo
debido a la estabilidad del DNA y ademads por la facilidad de clonarlas se pueden
modificar si se requiere (Heppell y Davis, 2000). También tienen ventajas inmunoldgicas
sobre otros tipos tradicionales de vacunas. Como se ha demostrado en mamiferos, pue-
den inducir una respuesta humoral y celular fuerte y prolongada sin riesgo de infeccio-
nes inadvertidas como ocurre con las vacunas vivas modificadas. En peces es poco lo
que se sabe acerca de la respuesta inmune después de la inyeccién de pldsmidos, pero
no hay evidencias de que sea distinta a la observada en mamiferos (Heppell y Davis,
2000). Con excepcidn del caso de los organismos genéticamente modificados en los
que el DNA extrafio ha sido integrado en el genoma del animal, los genes externos
liberados por inmunizacién con DNA no se insertan al genoma del animal y dejan de
expresarse después de algin tiempo (Heppell y Davis, 2000; Ramos et al., 2005). Las
desventajas de este tipo de vacunas en los sistemas piscicolas son fundamentalmente:
la necesidad de inoculacién intramuscular y la posibilidad de reacciones autoinmunes,
aunque estas Ultimas no han sido demostradas en peces (Ferguson, 2006).

Otras vias de inmunizacién. La intubacién anal ha arrojado muy buenos resultados
de proteccién debido a que los antigenos no son afectados en su paso por el tracto
digestivo como ocurre con las vacunas orales, pero de la misma forma que las vacu-
nas intraperitoneales, no serfan viables técnica ni econémicamente en la mayoria de
sistemas productivos piscicolas (Bowden et al., 2003a).

RESPUESTA INMUNE A LA VACUNACION CONTRA BACTERIAS

A pesar de encontrarse algunas similitudes en la respuesta a la vacunacién, por
ejemplo entre especies que crecen en el mismo rango de temperatura, es imposible
extrapolar los resultados de la inmunizacién de una especie a otra. Los niveles de
respuesta y/o proteccién dependerdn de los factores intrinsecos y extrinsecos mencio-
nados, de las particularidades del agente patégeno, del tipo de vacuna y del método
de vacunacién utilizado.

Como se mencioné en: Factores que afectan la respuesta inmune, no existe claridad
en el tiempo en el que el pez se hace inmunocompetente (Mulero et al., 2007). Se ha
concluido que la edad minima en la que el catfish inicia la inmunocompetencia es a
los 28 dias posteclosién (DPE), pues en esta edad se consiguié la mejor respuesta
inmune humoral en peces vacunados parenteralmente con bacterinas. Sin embargo,
varios autores demostraron que siete DPE es la edad minima para obtener una
inmunizacién exitosa con vacunas administradas por inmersién en el catfish (revisado
por Klesius et al., 2004).

En tilapias vacunadas contra Streptococcus iniae se producen altos niveles de anticuerpos
sin importar la via de administracién vacunal (Klesius et al., 2000) y el pico de respuesta
de anticuerpos contra Streptococcus iniae y Streptococcus agalactiae se da entre los 30-65
dias, debido a esto, los desafios bacterianos en experimentos de inmunizacién se hacen
en ese periodo (Klesius et al., 2000; Evans et al., 2004; Pasnick et al., 2005). A pesar de
esto, se han encontrado diferencias marcadas entre el nivel de anticuerpos postvacu-



Acta biol. Colomb., Vol. 14 No. 1, 2009 15

nales y la proteccidn frente a algunos patdgenos como el Streptococcus agalactiae sp. o la
Edwardsiella tarda (Swain et al., 2002), diferencias que tendrian que ver, en los primeros
con su permanencia intracelular y su capacidad de transportarse viables dentro de ma-
créfagos bloqueando los procesos de fagocitosis presentacién de antigenos y memoria
inmunoldgica (Zlotkin et al., 2002; Pulido et al., 2004; Ewart et al., 2007), y en los segun-
dos con cierta deficiencia en la produccién de anticuerpos por parte de las larvas y
pequefios alevinos. Este hecho hace pensar en la necesidad de evaluar proteccién frente
a determinados microorganismos a través de pruebas distintas a las seroldgicas o en
sitios diferentes a la sangre como el moco y la bilis (St. Louis-Cormier et al., 1984;
Davidson et al., 1993; Lin et al., 2000; Ruiz et al., 2003b).

En relacién con el peso, a pesar de que algunas investigaciones arrojan resultados
adecuados de proteccién contra Edwardsiella tarda en larvas, alevinos y dedinos de
carpa (Swain etal., 2002), la proteccién contra S. agalactiae en tilapias de 5 g es nota-
blemente menor que en peces de 30 g sin importar la via de inmunizacién (inmersién
o i.p; Evansetal., 2004).

La tasa de induccién de la respuesta inmune es mds rdpida en especies de aguas
templadas o cdlidas, por ejemplo el seabass (Dicentractus labrax) inicia la produccién de
anticuerpos a la semana postinmunizacién y alcanza el pico hacia las dos semanas,
mientras que el salmén del atlantico, especie de agua fria, invierte seis semanas para
iniciar la produccién de anticuerpos y alcanza el pico hasta las diez semanas post
vacunacién. De esta forma, si es necesario movilizar peces a una drea endémica,
deben ser vacunados previamente teniendo en cuenta estas diferencias marcadas
entre especies y entre temperaturas de cultivo (Bowden et al., 2003a).

A pesar de que la inclusién de LPS o sus componentes en vacunas no es una practica
comun en sistemas de produccién piscicola (Shao, 2001; Bowden et al., 2003a), se reco-
mienda determinar para cada especie de interés productivo las dosis de LPS que tendrian
efecto inmunoestimulante y la fase de desarrollo del pez a la cual se debe iniciar la inmu-
nizacién con esta molécula, particularmente los estadios de saco vitelino y de alevinaje
temprano que suponen deficiencias en las funciones inmunes (Guttvick et al. 2002).

La ruta de inmunizacién es fundamental a la hora de estimular proteccién contra bac-
terias. Es necesario conocer especificamente los tejidos por los que ingresa el patégeno
para asegurar estimulacién del sistema inmune en esos sitios (Mydthling, 2005). La ma-
yorfa de las bacterias que causan enfermedad en los peces, ingresan preferiblemente por
el tracto gastrointestinal (Aeromonas sp., Vibrio sp., Edwardsiella sp., Lactococcus, diferentes
especies de Streptococcus, entre otras) y para actuar contra ellas serfa indicada la vacu-
nacién oral, pero algunas como las flavobacterias y también varios Streptococcus, entre
ellos el S. iniae y las Aeromonas en la forma cutdnea de la enfermedad, penetran fécil-
mente por la piel y/o las branquias en cuyo caso adquiere peso el método de inmersién.
Como vemos, algunos patégenos tendrian potencial para estimular respuesta inmune
por las dos vias (oral e inmersién) y la eleccién de la via se determinard entonces por la
viabilidad técnica y econémica del proceso; por ejemplo la vacuna contra vibriosis y
pseudotuberculosis (pasteurellosis) es altamente efectiva cuando se administra por
inmersién, y esta ruta es la mas utilizada en la mayoria de las especies marinas (Bowden
etal., 2003a). Sin embargo, se le debe prestar especial cuidado a la vacunacién contra
algunos patégenos, por ejemplo contra el S. agalactiae. En experimentos de inmersién,
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los peces retados con esta bacteria no presentan el mas leve signo clinico (Rasheed y
Plumb, 1984) y las tilapias nildticas vacunadas por inmersién tienen niveles de protec-
cién dos veces menores que los obtenidos por la via i.p (Evans et al., 2004). Adicional-
mente, se tienen evidencias contundentes de que el S. agalactiae ingresaria a los peces a
través del estémago y el intestino (Comas e Iregui, 2005). Teniendo en cuenta estas
particularidades, la tnica via plausible de vacunacién contra este patégeno seria la oral.
A pesar de que algunos autores consideran que en acuicultura una Unica vacunacién
es suficiente para inducir proteccién hasta que los peces son cosechados (Heppell y
Davis, 2000; Bowden et al., 2003a), y esto puede tener validez luego de inmuniza-
ciones via i.p, la vacunacién de poblaciones de cientos de miles de individuos requiere
de métodos masivos de inmunizacién (inmersién y oral) los cudles requieren en la
mayorfa de los casos, revacunacién (Romalde et al., 2004; Vandenberg, 2004). En
algunos peces se alcanzan niveles adecuados de proteccién Unicamente cuando se
utilizan vacunas vivas modificadas, es el caso de la vacuna contra Edwardsiella ictaluri
en cultivos de catfish de los Estados Unidos (Shoemaker et al., 2002).

A pesar de la aparente seguridad de las bacterinas, la vacunacién de peces recibié una
alerta en el 2001, cuando en una explotacién de trucha arcoiris (Onchorhynkus mykiis)
en Israel, la utilizacién de una bacterina contra la estreptococosis indujo la aparicién
de un isotipo de mayor virulencia, con modificaciones en las proteinas de membrana,
capaz de enfermar y matar a los peces vacunados (Bachrach et al., 2001).

Algunos componentes estructurales esenciales para la sobrevivencia de los microorga-
nismos denominados genéricamente patrones moleculares asociados a patégenos
(PAMPs), asi como la interaccién de estos con el sistema inmune innato a través de
los receptores de reconocimiento de patrén del sistema inmune (PRRs), han comen-
zado a tenerse en cuenta en la bisqueda de mejores respuestas vacunales en peces
(Robertsen, 1999; lliev et al., 2005a). Los PAMPs y sus respectivos PRRs han sido
estudiados de manera amplia en mamiferos, especialmente lo concerniente al grupo
mas importante de los dltimos, los llamados receptores Toll-like (TLR). En relacién con
patégenos bacterianos, los principales PAMPs reconocidos por el sistema TLR incluyen
ademads del LPS y su componente activo el Lipido A por TLRa, los lipopéptidos diaci-
lados de los micoplasmas por TLRs/TLR2, los lipopéptidos triacilados de mycobacterias
y otras bacterias por TLR1/TLR2, el 4cido lipoteicoico (LTA) de los Streptococcus del grupo
B por TLRe/TLR2, el peptidoglican (PG) y su componente activo muramil dipéptido
(MDP) de las eubacterias por TLRz, las porinas de las Neisserias por TLR2, el lipoara-
binomanano de las mycobacterias por TLR2, la flagelina de las bacterias flageladas por
TLRs y los dinucledtidos CpG-DNA de las mycobacterias y otras bacterias por TLRo
(Akira et al., 2006). Después de la estimulacién por diferentes PAMPs incluyendo
zimosan, MDP, p glucanos y RNA de doble cadena (dsRNA), los monocitos de truchas
modularon la produccién de citoquinas proinflamatorias con la misma sensibilidad
que la observada en células de mamiferos, pero en el caso del LPS, la produccién del
TNF2 solo se dio cuando las células se expusieron a 1.000 veces la concentracién
usada en monocitos de mamiferos (lliev et al., 2005b).

El LPS es conocido como uno de los més potentes moduladores de las funciones
inmunes de los mamiferos. La molécula estd compuesta de un polisacdrido unido al
lipido Ay se encuentra enganchada en la membrana externa. El lipido A consiste de
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dos glucosaminas sustituidas con fosfatos y un ndimero variable de dcidos grasos, estd
presente en todas las bacterias sin importar su cepa y patogenicidad pero es pobre-
mente reconocida por el sistema inmune (Robertsen, 1999; lliev et al., 2005a; lliev et
al., 2005b; Akira et al., 2006). Se ha demostrado que el lipido A es responsable de la
mayorfa de los efectos inmunomodulatorios del LPS (Robertsen, 1999; lliev et al.,
2005a; lliev et al., 2005b).

Las vacunas (bacterinas) contra vibriosis (V. anguillarum y V. salmonicida) y contra yer-
siniosis (Yersinia ruckerii) contienen como antigeno protectivo al LPS y han dado muy
buenos resultados en la piscicultura marina del salmén, seabass, turbot, seabream y
halibut. En forma similar, el LPS en conjunto con la proteina de capa A de la Aeromonas
salmonicida induce niveles protectivos contra la furunculosis del salmén (Shao, 2001;
Bowden et al., 2003a). El PG demostré que puede amplificar la resistencia de la
trucha arcoiris contra Vibrio anguillarum y la del yellowtail contra Enterococcus seriolicida
aun cuando se administraron en el alimento de los peces. El MDP administrado por
la via i.p aumentd la resistencia del salmén coho y de la trucha arcoiris contra la in-
feccién por Aeromonas salmonicida (Robertsen, 1999).

Adicionalmente, algunos productos extracelulares (PECs) de las bacterias se prueban
con discutibles resultados en la vacunacién de peces contra Streptococcus. Klesius et al.,
2000, Evans et al., 2004 y Pasnik et al., 2005, compararon en tilapias (Oreochromis
niloticus) el efecto protectivo de bacterinas convencionales y bacterinas adicionadas
con PECs contra Streptococcus iniae y Streptococcus agalactiae y encontraron niveles de
proteccién adecuados tnicamente cuando las vacunas eran adicionadas con los PECs
concentrados.

Por su parte, las vacunas de DNA se consideran las mds eficaces para inducir pro-
teccién y respuesta del sistema inmune en los peces por disparar mecanismos in-
munoldgicos innatos (activacién de genes de leucocitos) y adaptativos (expresién del
antigeno intacto) que aseguran respuestas efectivas tanto humorales como celulares
(Heppell y Davis, 2000).

ESTADO ACTUAL DE LA VACUNACION DE PECES

El uso de vacunas en acuicultura, si se compara con los adelantos en humanos y en
animales de granja, estd alin en un estado temprano de desarrollo; con todo, en los
dltimos afios se han hecho grandes avances en vacunacién de peces, especialmente de
salmdnidos. La primera vacuna comercial fue producida en Colorado, EUA, en 1976,
después del descubrimiento de que cultivos de Y. ruckeri y V. anguillarum inactivados
con formalina podian ser efectivos para proteger a los peces de la enfermedad entéri-
ca de la boca roja (ERM) y contra vibriosis a través de una simple inmersién (Bowden
etal., 2003a). En la maricultura del salmén del atlantico, la vacunacién ha sido muy
exitosa para controlar enfermedades bacterianas (Guddingetal., 1999). En contraste,
la vacunacién de especies de aguas cdlidas, particularmente de tilapias es adn redu-
cida y casi todas las vacunas producidas son experimentales (Klesius et al., 2000;
Swain, 2002; Evans et al., 2004).

La mayoria de vacunas usadas en acuicultura, a la fecha, han sido vacunas inactivadas
(Gudding et al., 1999). Se dispone comercialmente de bacterinas inactivadas con
formalina contra las Gram negativas Vibrio anguillarum, Vibrio ordalii, Vibrio salmonicida,
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Yersinia ruckerii, Aeromonas hydrophila, entre otras, y contra las Gram positivas Lactococcus
garviae, Streptococcus iniae 'y Streptococcus agalactiae (Klesius et al., 2000; Evans et al., 2004;
Pasnik et al., 2005). La unica vacuna viva modificada permitida es la desarrollada
contra Edwardsiella ictaluri para la inmunizacién de catfish de cultivo en Norteamérica
(Shoemaker et al., 2002; Klesius et al., 2004).

Debido a que los antigenos administrados oralmente son destruidos o desnaturaliza-
dos en el estémago e intestino anterior, se investigan diversas sustancias que atenten
los efectos digestivos (Bowden et al., 2003a), por ejemplo, las microesferas de poli
DL-lactidoco-glicélido han demostrado eficacia en el transporte de la gama globulina
humana (HGG) administrada experimentalmente via oral y capacidad para pro-
tegerla y llevarla intacta al intestino posterior y a la sangre de truchas (Shao, 2001).
Romalde et al., 2004, lograron porcentajes de proteccién mds altos en truchas inmu-
nizadas via oral contra Lactococcus garviae cuando encapsularon las bacterias en micro-
particulas de alginato. Se estudia también la posibilidad de usar vacunas de DNA por
la via oral incorporando genes encapsulados en quitosdn, un polisacdrido natural que
protege los antigenos de las enzimas géstricas y adicionalmente incrementa el trans-
porte paracelulary transcelular a través de las células epiteliales (Ramos et al., 2005).
Un nuevo acercamiento a la vacunacién oral es la reduccién temporal de los procesos
digestivos mediante la coadministracién de vacunas con antiproteasas y aumen-
tadores de la permeabilidad de membrana para permitir que la vacuna escape de la
hidrdlisis digestiva (Vandenberg, 2004). Otra opcién en estudio es la administracién
de vacunas bioencapsuladas, es decir incorporar el antigeno en alimento vivo para
incrementar la resistencia a la degradacién digestiva (Bergh et al., 2001; Vandenberg,
2004), por ejemplo, los nauplios de Artemia se prueban como una opcién para ve-
hiculizar bacterinas contra Vibrio anguillarum y serian una alternativa para la vacu-
nacién de larvas de peces (Bergh et al., 2001).

Situacién nacional. En Colombia, similar a la tendencia mundial, la cadena de la pisci-
cultura ha crecido aceleradamente en sus dos cortas décadas de existencia (MADR,
2005). En 2004 se produjeron mds de 40.000 Ton; la tilapia se consolidé como la
principal especie de cultivo con 27.953 Ton y el pais se ubicé entre los diez principales
productores de tilapia en el mundo (FAO, 2006). El grueso del volumen nacional lo pro-
ducen, los sistemas superintensivos de la represa de Betania (Huila) y los piscicultivos
del departamento del Meta (MADR, 20035). En contraste con el crecimiento del sector,
las medidas de control de enfermedades contintian siendo pobres; no se ha creado un
sistema sanitario piscicola para afrontar cientifica y técnicamente los problemas que
afectan a la piscicultura, y las pérdidas por agentes infecciosos, casi siempre mal esti-
madas, contintian creciendo. Después de iniciar un inventario sanitario en las princi-
pales especies de cultivo, Iregui et al., 2004, encontraron que las patologfas bacterianas
que afectan las tilapias de nuestro pafs son ocasionadas principalmente por Aeromonas
hydrophila, Edwardsiella tarda y Streptococcus (Rey et al., 2003; Iregui et al., 2004).

En afos recientes, se caracterizé clinica y patolégicamente la estreptococosis, una de
las enfermedades mas prevalentes en los sistemas superintensivos de tilapia de nues-
tro pais (Pulido et al., 2004; Hernandez et al., 2008). La bacteria inductora de la enfer-
medad ha sido clasificada como Streptococcus agalactiae no hemolitico (Herndndez
etal., 2009). A través de histopatologia, inmunohistoquimica y PCR se ha detectado
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el S. agalactiae en cultivos de tilapia del Huila, Tolima, Meta, Casanare, Cérdoba,
Cundinamarca y Valle del Cauca (lregui et al., 2004; Jiménez et al., 2007).

Existe un interés creciente en la comunidad internacional por el uso de herramientas
epidemioldgicas para el entendimiento de la interaccién entre los agentes patdgenos,
sus hospederos y las distintas condiciones ambientales que permiten el desencadena-
miento de problemas sanitarios en organismos acuaticos (Hedrick, 1998). Sin el cono-
cimiento de los factores de riesgo, es imposible predecir los patrones de las enferme-
dades y disefiar aproximaciones a su prevencién y control (Hedrick, 1998; Georgiadis,
2001). La propuesta de abordaje de las enfermedades de peces en nuestro pais se ha
basado en estos preceptos (Iregui et al., 2004), se ha venido proponiendo una aproxi-
macién integral al fenémeno de enfermedad en los peces haciendo uso de herramientas
epidemioldgicas y estudios de patogénesis que busquen los factores de riesgo asociados
a la enfermedad natural y las interrelaciones de la bacteria con las superficies del pez,
con miras a disefiar estrategias y protocolos de prevencién que se sostengan en el
tiempo y que sean acordes con las politicas y regulaciones sanitarias y comerciales.

En este marco, se inici6é la caracterizacién epidemioldgica y de patogénesis de la
estreptococosis en el pais, teniendo en cuenta el comportamiento de la bacteria en
los peces, en el agua de los cultivos y en el producto que llega al consumidor (Jiménez
et al., 2007), se investigan las posibles vias de entrada de la bacteria a los tejidos de
tilapias (Comas e Iregui, 2005) y apoyados en esos resultados y manteniendo el en-
foque integral de la enfermedad se iniciaron los estudios para la vacunacién de tila-
pias contra la estreptococcosis producida en Colombia por el S. agalactiae (Penagos et
al., 2005).
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