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“Eficacia de tres vacunas inactivadas en juveniles de gamitana (Colossoma
macropomum) experimentalmente infectadas con Aeromonas hydrophila”

“Efficacy of three inactivated vaccines in juveniles of gamitana (Colossoma macropomum)
experimentally infected with Aeromonas hydrophila”

Coaguila-Davila J.1,Yunis-Aguinaga J.1% 2*
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Resumen

Aeromonas hydrophila es uno de los patdégenos mas importantes que afectan a los peces
amazonicos y ha sido aislada en varias especies. En los Gltimos afios, los acuicultores han
informado sobre brotes en algunos peces de importancia en acuicultura. En el presente
estudio, caracterizamos una A. hydrophila aislada de un brote en una piscigranja comercial
de Colossoma macropomum (gamitana) cerca de la ciudad de lquitos, Perd, la cual fue
usada para la elaboracion de tres vacunas experimentales. Para la caracterizacion de la
bacteria se utilizaron técnicas microbiolégicas, bioquimicas y moleculares, incluyendo la
deteccion de genes de virulencia. La preparacion de estas vacunas se realizd usando los
siguientes inactivadores: T2 formaldehido (BFO), T3 perdxido de hidrogeno (BPH) y T4
cloroformo (BCF). Posteriormente, se inmunizé con 0,1 mL de 1 x 10° UFC/pez por via
intraperitoneal (IP) a 45 peces por grupo. T1 (grupo control) se inyectd con 0,1 mL de
PBS por via IP. Luego de ocho semanas, los peces fueron desafiados con una cepa
homologa y virulenta (8 x 10" UFC/pez). T2 y T3 presentaron mejor tasa de supervivencia
en comparacion con el grupo control (alrededor del 40% frente al 10% del grupo control)
y no se encontraron diferencias entre los dos grupos vacunados (p > 0,05). Los peces del
grupo T4 presentaron mortalidad temprana despuées de la vacunacion probablemente
debido a la irritacidn causada por los residuos de cloroformo, por lo tanto, no se incluyeron
en las graficas ni en la estadistica. Se concluye que tanto la vacuna inactivada con
formaldehido como la inactivada con per6xido de hidrégeno ofrecieron proteccion frente
a un desafio experimental con A. hydrophila en condiciones de laboratorio.

Palabras clave: Acuicultura; Aeromoniasis; Infeccién experimental; Pez amazonico;
Vacuna inactivada.
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Abstract

Aeromonas hydrophila is one of the most important pathogens affecting Amazonian fish
and has been isolated from several species. In recent years, farmers have reported
outbreaks in some important farmed fish in aquaculture. In the present study, we
characterized an A. hydrophila isolated from an outbreak in a commercial Colossoma
macropomum (gamitana) fish farm near the city of Iquitos, Peru, which was used for the
preparation of three experimental vaccines. For the characterization of the bacterium,
microbiological, biochemical and molecular technigues were used, including the detection
of virulence genes. The preparation of these vaccines was carried using the following
inactivators: T2 formaldehyde (BFO), T3 Hydrogen peroxide (BHP) and T4 chloroform
(BCF). Subsequently, 45 fish per group were immunized with 0.1 mL of 1 x 10° CFU/fish
intraperitoneally (IP). T1 control group was injected with 0.1 mL of PBS per IP. After
eight weeks, the fish were challenged with a homologous and virulent strain (8 x 10’
CFU/fish). T2 and T4 had a better survival rate compared to the control group (around
40% vs. 10% in the control group) and no differences were found between both vaccinated
groups (p = 0.05). T4 group fish showed early mortality after vaccination probably due to
irritation caused by chloroform residues, therefore they were not included in the graphs or
statistics. It is concluded that both the formaldehyde-inactivated and hydrogen peroxide-
inactivated vaccine offered protection against an experimental challenge with A.
hydrophila under laboratory conditions.

Keywords: Aquaculture; Aeromoniasis; Experimental infection; Amazon fish;
Inactivated vaccine.
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1. Introduccién

La acuicultura en el Per( ha mostrado un aumento significativo durante los ultimos
afios teniendo un crecimiento promedio del 13% (Fernandez et al., 2022), principalmente
de la concha de abanico, langostino blanco y trucha. Para el 2016, la produccién acuicola
en la amazonia correspondio a 3,846 toneladas representando el 4% de la produccion
acuicola nacional, de la cuales cinco regiones son los principales actores como Amazonas,
Loreto, Madre de Dios, San Martin y Ucayali (PRODUCE, 2019). En esta tendencia,
podemos identificar que la piscicultura amazénica esta cobrando un interés de desarrollo
econdémico y seguridad alimentaria. Uno de los principales problemas que enfrentan los
productores son las enfermedades infecciosas, principalmente los patdgenos bacterianos
que son responsables de la mortalidad en diferentes etapas de crecimiento de una amplia
variedad de especies de peces (Swain et al., 2003).

Aeromonas hydrophila, es un bacilo Gram-negativo anaerobio facultativo, oxidasa
positivo (Stratev & Odeyemi, 2016). Es uno de los patdgenos oportunistas mas
ampliamente distribuido en el medio acuético. Se ha registrado la infeccion en varias
especies, entre ellos Labeo rohita, Oreochromis niloticus, Cyprinus carpio, Arapaima
gigas, entre otros. A pesar de la amplitud de la distribucion de esta enfermedad, existen
vacios de informacién sobre la ocurrencia de esta en peces de América del Sur
(Chandrarathna et al., 2018; Gallani et al., 2020; Medina-Morillo et al., 2023).

Una de las especies nativas cultivadas en la Amazonia peruana es la gamitana
(Colossoma macropomum). Alrededor del 60% de las empresas del sector cultivan esta
especie en policultivos en la regién de San Martin y Loreto teniendo una cosecha total de
410,6 y 363 toneladas respectivamente (PRODUCE, 2022). Este nivel de produccion
semi-intensiva puede conllevar al estrés y hacerlos susceptibles a la infeccién por
patdgenos oportunistas como A. hydrophila. Hasta la fecha el control estratégico durante
la infeccidon por el género Aeromonas ha ocasionado el uso indiscriminado de antibioticos
(Proietti-Junior et al., 2021). No obstante, su uso podria afectar a la microbiota intestinal
y, por lo tanto, la respuesta inmune de los peces (Linh et al., 2022), asi como, generar
resistencia a los medicamentos y por Gltimo afectar indirectamente la salud de los
consumidores (Okocha et al., 2018).

Los factores de virulencia de A. hydrophila que contribuyen a la patogenicidad
incluyen genes como la aerolisina (aer), enterotoxina termoestable citotonica (ast),
enterotoxina citotoxica (act) y hemolisina (hly) (Yousr et al., 2007; Zhang et al., 2023)
que son claves en la gravedad de la infeccion. La vacunacion se ha convertido en un
método seguro y aceptado para la prevencién de muchas enfermedades bacterianas en
peces de cultivo. Las vacunas inactivadas han mostrado buenos resultados en diversos
ensayos de laboratorio, sin embargo, la aplicacion de vacunas contra A. hydrophila no esta
disponible a nivel comercial, ya que existe variacion en la expresion de genes virulentos
en cepas de Aeromonas (Abdella et al., 2023). A pesar de ello, este tipo de vacunas se
pueden producir a bajo costo, son estables en condiciones de campo y no persisten en el
medio ambiente ni en los peces vacunados (Sommerset et al., 2005; Baxter, 2007, Ma et
al., 2019, Ramos-Espinoza et al., 2020a).
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Algunos estudios han mencionado que este tipo de vacunas proporciona efectos
inmunitarios relevantes frente A. hydrophila. En términos de Porcentaje Relativo de
Supervivencia (PRS), Bastardo et al., (2012) indicaron un PRS de 58,36% para
reproductores de trucha (Oncorhynchus mykiss). Por otro lado, Ramos-Espinoza et al.,
(2020Db) reportaron un PRS de 46,6% en juveniles de tilapia (O. niloticus) infectados con
la misma bacteria.

Debido a la creciente demanda y produccidn de esta especie; y consecuentemente con
el reporte de brotes infecciosos, en el presente trabajo proponemos el aislamiento y
caracterizacion de A. hydrophila y la evaluacion de la eficacia de tres vacunas inactivadas
en juveniles de gamitana (C. macropomum) experimentalmente infectadas con A.
hydrophila.

2. Materiales y Métodos

2.1. Localizacion

La elaboracion de las vacunas se realizé en el laboratorio de Patobiologia Acuatica
del Instituto del Mar del Pert (IMARPE) y la vacunacion experimental se realizo en la
Unidad Experimental de la empresa PUCAYAGRO E.I.R.L ubicado en el departamento
de San Martin, Moyobamba, Calzada, Perd.

2.2. Cepa bacteriana

Aeromonas hydrophila utilizada en este estudio se aislo de gamitanas cultivada en
una granja comercial infectadas naturalmente con signos clinicos de aeromoniasis
(hemorragias, aletas erosionadas, ulceras, nado erratico y melanizacién) en Maynas,
Loreto, Peru. Se realizd la necropsia de los peces y se tomaron muestras de cerebro, rifion
y bazo para el cultivo bacteriologico. Los aislados bacterianos se sembraron en Agar
Tripteina Soya (TSA) y se cultivaron aerdbicamente a 28 °C durante 24 h. La misma fue
almacenada en el banco de patégenos del IMARPE a -80°C.

2.3. Caracterizacion bioquimica

Las bacterias se sometieron a caracterizacion bioquimica seguin Sierra (1969),
Gerhardt et al., (1981), y la Sociedad Americana de Microbiologia (ASM, 2023). Se
realizaron pruebas de rutina (morfologia de colonias, tincién de Gram, crecimiento en
GSP, oxidasa, catalasa y pruebas de motilidad). Ademaés, se realizaron pruebas de
hemolisis, tolerancia a la temperatura, tolerancia a la sal, lipasas, ADNasas y proteasas
(hidrdlisis de elastina, gelatina y caseina). Luego, se utilizo el Analytical Profile Index
(API1) 20E y 20NE (BioMerieux, Marcy-1’Etoile, Francia) siguiendo las instrucciones del
fabricante excepto la temperatura de incubacion que se fijo en 28°C para un andlisis mas
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exhaustivo. EIl perfil API resultante se comparé utilizando APl Web® (BioMerieux,
Marcy I'Etoile, Francia).

2.4. Caracterizacion molecular

Para identificar la especie del aislado se confirmd mediante el analisis de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar los genes 16S rRNA y DNA girasa
subunidad B (gyrB). Las cepas de referencia utilizadas fueron ATCC 35654 y ATCC
35654. Las extracciones de ADN gendmico total se obtuvieron mediante el método CTAB
2X (Abu Almakarem et al., 2012). La PCR se realiz6 de acuerdo a lo descrito por Glocker
et al., (2005) con algunas modificaciones. Se realizo utilizando el kit GoTag G2 Hot Start
Colorless Master Mix (PROMEGA®) considerando temperaturas de recocido de 52°C
(16S) y 56°C (gyrB).

Los productos amplificados de los tamafios esperados para los genes 16S (~1400 pb)
y gyrB (~1000 pb) se secuenciaron (para ambas cadenas) en un analizador genético ABI
3500 (Applied Biosystems® Sanger). Las secuencias obtenidas se compararon con la base
de datos de nucledtidos del NCBI a traves de la herramienta BLASTn. Finalmente, la
bacteria se conservo en un ultracongelador a -80°C (Thermo Scientific, TSD) en una
solucién de Caldo Soja Tripticaseina (TSB) con glicerol al 15 % (v/v) hasta su uso
posterior.

2.5. Deteccidn de genes de virulencia

Se evaluo la presencia de ocho genes de virulencia, aerolisina (aer), enterotoxina
citotoxica (altA), enterotoxina citotdxica (act), hemolisina (hly), serina proteasa (ser),
lipasa (lip), flagelina (fla) y elastasa (ahyB). Las reacciones de amplificacion se realizaron
utilizando el kit GoTag G2 Hot Start Green Master Mix (PROMEGA®), con los tamarios
esperados a amplificar indicados en la Tabla 1. Las reacciones de PCR se realizaron de
acuerdo con los protocolos indicados en las referencias de la Tabla 1, con algunas
modificaciones. Se analizaron alicuotas de los productos amplificados por electroforesis
en geles de agarosa al 1,5% y las iméagenes se obtuvieron en un fotodocumentador Fire
Reader v10 (UVITEC). Los productos amplificados fueron considerados como presencia
del gen (+), mientras que la ausencia de amplificacion fue considerada como ausencia del

gen (-).

Tesis publicada con autorizacion del autor

No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥ TESIS CIENTIFICA

Tabla 1. Cebadores utilizados para la deteccidn de genes de virulencia de Aeromonas

hydrophila.
Genes  Primer Secuencia (5°- 3") Tamario Referencia
(pb)

16S 27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 1400 Lane (1991)
1492R TACGGTTACCTTGTTACGACTT

gyrB gyrB3F TCCGGCGGTCTGCACGGCGT 900 Yaiez et al., (2003)
gyrB14R TTGTCCGGGTTGTACTCGTC

aer aerF CAAGAACAAGTTCAAGTGGCCA 309 Wang et al., (2003)
aerkR ACGAAGGTGTGGTTCCAGT

altA altA-F  TGACCCAGTCCTGGCACGGC 442 Sen & Rodgers
altA-R  GGTGATCGATCACCACCAGC (2004)

act act-F AGAAGGTGACCACCAAGAACA 232 Sen & Rodgers
act-R AACTGACATCGGCCTTGAACTC (2004)

hly hly-F GCCGAGCGCCCAGAAGGTGAGTT 130 Wang et al., (2003)
hly-R GAGCGGCTGGATGCGGTTGT

ser ser-F CACCGAAGTATTGGGTCAGG 350 Nawaz et al., (2010)
ser-R GGCTCATGCGTAACTCTGGT

lip lip-F ATCTTCTCCGACTGGTTCGG 382 Sen (2005)
lip-R CCGTGCCAGGACTGGGTCTT

fla fla-F TCCAACCGTYTGACCTC 608 Sen (2004)
fla-R GMYTGGTTGCGRATGGT

ahyB ahyB-F  ACACGGTCAAGGAGATCAAC 540 Sen (2005)
ahyB-R  CGCTGGTGTTGGCCAGCAGG

2.6. Pecesy condiciones experimentales

Colossoma macropomum (~6 cmy 5 gr) se obtuvieron de una piscifactoria comercial
y se colocaron en tanques de plastico de 100 L provistos de aireacion constante. Antes del
experimento, se confirmo que los peces eran negativos para la infeccion por Aeromonas
sp mediante analisis bacterioldgicos de muestras de cerebro, higado, rifion y bazo en
placas TSA. Los peces fueron alimentados diariamente (8:00 y 16:00) con un alimento
comercial para esta especie (38% de proteina cruda) al 3% del peso corporal durante todo
el estudio. La aclimatacion de los peces en condiciones experimentales se realizd por un
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periodo de tres semanas. Las condiciones de calidad del agua se mantuvieron dentro del
rango Optimo para la especie: temperatura 28,10 + 0,5 °C, oxigeno disuelto 6,11 + 1,7 mg
Lty pH 6,80 + 0,1. El presente estudio fue aprobado por el Comité de Etica en
Experimentacion Animal de la Universidad Cientifica del Sur, Lima, Pera (protocolo
nimero 007-CIEI-AB-CIENTIFICA-2023). Ademas, se consideraron las pautas de
“ARRIVE guidelines” para garantizar que la presente investigacion sea completa (Percie
du Sert et al., 2020).

2.7. Produccion de vacunas

2.7.1. Bacterias inactivadas con formaldehido (BFO)

Las colonias de A. hydrophila se incubaron en 300 ml de caldo TSB en un agitador
incubador (150 rpm por 72 h a 28°C). Previo a la inactivacion, se calculo el nimero de
bacterias por recuento. Se procedid a diluir la suspension bacteriana con 200 mL de
solucidn salina tamponada con fosfato (PBS) a pH 7 (Ramos-Espinoza et al., 2020b). Para
la inactivacion de la vacuna se agregd formaldehido a la suspension bacteriana para
obtener una concentracion final del 3% (Gallage et al., 2017). Luego las bacterias fueron
incubadas a 4°C por 24 h, y después se lavaron tres veces con PBS (10 mL) por
centrifugacion (10.000 rpm por 10 min, a 4°C) para la obtencién del inéculo. Cabe
destacar que el nimero de bacterias confirmé por recuento en placa (1 x 10° UFC/pez).
Para constatar la inactivacion, se extrajo 100ul del inéculo para sembrar en medio Infusion
de Cerebro y Corazén (BHI) e incubar a 28°C durante 72 h. La vacuna se almacené a 4°C
hasta su uso posterior.

2.7.2. Bacterias inactivadas con perdxido de hidrégeno (BPH)

Las colonias de A. hydrophila se incubaron en 300 ml de caldo TSB en un agitador
incubador (150 rpm por 72 h, a 28°C). Se agregd perdxido de hidrégeno a la suspension
para obtener una concentracion final del 5% (Ramos-Espinoza et al., 2020b).
Posteriormente, se lavaron tres veces con PBS (10 mL) por centrifugacion (10,000 rpm
por 10 min, a 4°C). El nimero de bacteria se confirmd por recuento en placa (1 x 10°
UFC/pez). La vacuna se almaceno a 4°C hasta su uso.

2.7.3. Bacterias inactivadas con cloroformo (BCF)

Las colonias de A. hydrophila se incubaron en 300 ml de caldo TSB en un agitador
incubador (150 rpm por 72 h, a 28°C). Para la inactivacion, se afiadié cloroformo a la
suspension bacteriana hasta obtener la concentracion del 3% (Anderson & Ross, 1972).
Posteriormente, se lavaron 3 veces con PBS (10 mL) por centrifugacion (10,000 rpm por
4°C por 24 h). El nimero de bacterias se confirmé por recuento en placa (1 x 10°
UFC/pez). Hasta su uso la vacuna se almacend a 4°C.
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2.8. Disefio experimental

Posterior al periodo de aclimatacién, 180 individuos juveniles se distribuyeron al azar
a cuatro grupos experimentales (15 peces por tanque), por triplicado. La distribucion ha
sido la siguiente: T1: Inyectados con PBS (grupo control), T2: vacunados con BFO, T3:
vacunados con BPH, T4: vacunado con BCF.

La vacuna se inocul6 a una dosis de 0,1 mL por via intraperitoneal (IP). Previo a la
vacunacion, los peces fueron anestesiados con una solucion de Tricaina (90 mg L) por
inmersion. Posterior a la vacunacion los peces fueron regresados a sus propios tanques,
con oxigenacién hasta el inicio del desafio frente A. hydrophila.

La evaluacion de la eficacia de la vacuna se realiz6 usando el porcentaje relativo de
supervivencia (PRS) calculado con la formula: PRS (%) = [1-(mortalidad en peces
vacunados % / mortalidad en peces control %)] x 100 (Amend, 1981, como se cito en
Romstad et al., 2013).

2.9. Reto frente a A. hydrophila

Los peces inmunizados, asi como los peces de grupo control, fueron desafiados con
8 x 10" UFC/pez de la cepa homéloga de A. hydrophila (0,1 mL) luego de ocho semanas
post-vacunacion (PV) para determinar el efecto de la aplicacion de la vacuna sobre la
mortalidad post-desafio experimental (PD). Durante ese tiempo se realiz6 el monitoreo a
diario para detectar los signos clinicos y mortalidad, asi mismo, ante la presencia de peces
muertos estos fueron extraidos para realizar la necropsia con la posterior extraccion de
muestras de los 6rganos.

2.10. Andlisis histologicos

Se tomaron muestras de higado, corazon y rifion de los peces moribundos para ser
fijados en formol tamponado (10%) durante 48 h y luego se conservaron en alcohol al
70% para histopatologia. Las muestras fueron procesadas para inclusion en parafina, se
seccionaron en 4um de espesor y se tifieron con hematoxilina y eosina (Luna, 1968). Los
portaobjetos se examinaron utilizando un microscopio electronico (Nikon E600).

2.11. Anélisis estadisticos
Los datos obtenidos se analizaron usando el programa de R. Las curvas de

supervivencia se analizaron mediante analisis de Kaplan-Meier y prueba de log rank con
un nivel de significancia del 95%.
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3. Resultados
3.1. Aislamiento y Caracterizacion bioguimica de A. hydrophila

En el andlisis microbioldgicos de los ejemplares de gamitana infectados naturalmente
se pudo recuperar bacterias en cultivos puros sobre placas de TSA. Los aislados
bacterianos recuperados fueron Gram-negativos, con forma de bacilos cortos, oxidasa
positivos, catalasa positivos y moviles. Las caracteristicas bioquimicas con el Kit API 20E
y API confirmaron rasgos fenotipicos que corresponde a la bacteria estudiada (Tabla 2).
Un representante de las bacterias fue utilizado para los analisis posteriores. El aislado
bacteriano seleccionado mostrd resultados positivos para la hemolisina, caseina, y
ADNasa en todas las temperaturas evaluadas. Los resultados negativos se observaron para
la produccion de gelatinasa y elastasa a 37°C.

Tabla 2. Caracterizacion bioquimica de Aeromonas hydrophila aislada de Colossoma
macropomum.

A. hydrophila

Tincién de Gram Bacilos cortos (-)
Catalasa (+)
Oxidasa (+)
24°Ca +a

28°C

Hemolisina 32°C

37°C

24°CP

28°C

Motilidad 32°C

37°C

24°C¢

Caseina 28°C

32°C

37°C

24°Cd

Gelatina 28°C

32°C

37°C

24°C¢

Tween 80 28°C

32°C

37°C

24°Cf

Elastasa 28°C

32°C

37°C

. + o+ +
R T S i i it T i gpte S
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ADNasa 24°C9 +

28°C +

32°C +

37°C +

Cloruro de sodio +
1%

Cloruro de sodio +
2%

Cloruro de sodio +
3%

Cloruro de sodio -
4%

Crecimiento 24°C +
Crecimiento 28% +
Crecimiento 37°C +
Crecimiento 42°C +
Caodigo API 20E 7047127
Codigo 20NE 1577754

3.2. Genes de virulencia

El ensayo de PCR mostro que la cepa aislada fue positiva para fla, ahyB, lip, ser, hly,
altA (Tabla 3).

Tabla 3. Ausencia y presencia de genes de virulencia de Aeromonas hydrophila.

NUmero de accesion . .
Genes de virulencia

Especie Cepa (GenBank)

Gen 16S aer fla ahyB lip act ser hly altA
A. hydrophila 26 0Q000943 - + + 4+ - + + o+
A. hydrophila ATCC 7966 + + o+ o+ 4+ + + +

(+) presencia del gen; (-) ausencia del gen
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3.3 Confirmacion molecular del aislado de A. hydrophila

La amplificacion basada en PCR de los marcadores moleculares entre ellos el gen 16S
rRNA y gyrB exploro la relacion filogenética y la identificacion de taxones microbianos
especificos, de tal manera que el aislado identificado bioquimicamente fue positivo por
nivel de género y especie en la prueba molecular.

3.4. Parametros fisicoquimicos del agua

La temperatura se mantuvo entre 25,6°C y 26,3°C. Los niveles promedio de oxigeno
(OD) en los cuatro tratamientos oscilaron entre 25,6 mg/L y 26,3 mg/L (Tabla 4). Los
niveles de pH se mostraron homogéneos entre las diferentes unidades experimentales, el
promedio fue de 6,9. Entre los dias de muestreo el pH mas bajo (6,5) se registraba en la
mafiana y el mas alto (7,4) en la tarde. Los compuestos nitrogenados (NHz y NO?%)
estuvieron dentro de los rangos adecuados para el cultivo de gamitana.

Tabla 4. Parametros fisicoquimicos del agua registrados en las unidades experimentales
de los cuatros tratamientos durante el periodo de estudio.

Parametros fisicoquimicos Tratamientos

1 2 3 4
Temperatura (°C) 25,6 26 26,3 26,3
Oxigeno (OD) (mg/L) 75 6,7 6,7 7,0
pH 6,8 6,9 6,9 6,9
Amoniaco NHs (ppm) 15 ppm 25 ppm 25 ppm 15 ppm
Nitrito NO*(ppm) 0,05 ppm 0,25 ppm 0,25 ppm 0,05 ppm
Nitrato 0 ppm 0 ppm 0 ppm 0 ppm

3.5. Eficacia de la vacuna

Durante el periodo de vacunacion se presentd una alta mortalidad temprana en los
peces del T4 en el ler, 2do y 3er dia. Durante el 1° dia se observo signos clinicos que
incluyeron congestion anal, cambios en la coloracion de la piel, letargia y nado erratico
en circulo. Los peces del grupo T2 y T3 no presentaron cambios en el comportamiento ni
mortalidad durante los siguientes dias y antes del inicio del desafio bacteriano.

A las 12 h después del desafio bacteriano el registro de la mortalidad y signos clinicos
se evidencio en el grupo T1 y los grupos vacunados T2, T3 y T4. La probabilidad de
supervivencia del T1, T2, T3 y T4 fue de 10%, 48%, 50%, 0%, a los 15 dias PD
respectivamente. De acuerdo con los datos, el T2 y T3 presentaron mejor tasa de
supervivencia en comparacion con el T1, sin embargo, no se encontraron diferencias entre
ellos (p > 0,05), a pesar de que el T3 presenta mejor supervivencia. Por lo tanto, en termino
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de PRS la eficacia de las vacunas inactivadas del T2, T3 fueron 39,7% y 42,11%,
respectivamente (Figura 1).

Strata =+ T1 == T2 == T3
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Figura 1. Valores del porcentaje de supervivencia de juveniles de Colossoma
macropomum infectadas con Aeromonas hydrophila después de los 15 dias PD. Los
circulos muestran la eficacia de las vacunas en término de PRS %. T1: grupo control; T2:
vacunados con BFO; T3: vacunados con BPH.

3.6 Signos clinicos de los peces infectados

La aparicion de signos clinicos caracteristicos de la aeromoniasis fueron observadas
a las 12 h (PD). En el examen externo se observaron diferentes grados de lesiones en la
piel y las aletas (Figura 2). Mientras que en la necropsia se observé dafios en los 6rganos
internos (Figura 3). La respiracion irregular, consumo reducido de alimento, movimiento
con pérdida de equilibrio, letargia, aislamiento y natacion en la superficie del agua
también fueron otros de los signos clinicos comunes registrados en el monitoreo.
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Figura 2. Signos clinicos macroscopicos externos en juvenil de gamitana
(Colossoma macropomum) del grupo control infectadas por via IP con Aeromonas
hydrophila (8 x 10’ UFC/pez). (A) zonas hemorragicas multifocales («); (B)
descamacion cerca de la aleta anal (<) y la linea lateral (—); (C) descamacion en
el pedunculo caudal y cerca de la zona anal (<), focos hemorragicos en el
pedinculo caudal (%) y despigmentacion de la aleta caudal (—); (D) hemorragia
en lazona anal («); (E) erosion de la aleta caudal («—) y (H) branquias palidas («).

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

CIENTIFICA

Figura 3. Signos clinicos macroscépicos internos en juvenil de gamitana
(Colossoma macropomum) del grupo control infectadas por via IP con Aeromonas
hydrophila (8 x 10" UFC/pez). (A) Enteritis hemorragica (—), hepatomegalia (|),
liquido hemorréagico en la cavidad abdominal (ascitis) («—); (B) esplenomegalia (1),
hemorragias petequiales multifocales en la pared superior de la cavidad abdominal
(«-); (C) renomegalia (7).

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

* TESIS CIENTIFICA

3.7. Histopatologia

En el higado se observaron congestion en los espacios sinusoidales y hemorragias
multifocales. También, se verificd necrosis hepatica leve y desorganizacion del tejido
hepético, esto indica que hubo un acompafiamiento de degeneracion hidrépica de los
hepatocitos (Figura 4A y 4B). En el pericardio se observaron hemorragias y
engrosamiento (Figura 4C). En el rifibn se observo, necrosis, hemorragias y nidos
bacterianos dispersos en el tejido (Figura 4D).

Figura 4. Examen microscopico de higado, corazén y rifion del grupo control de
gamitana (Colossoma macropomum) infectadas por via IP con Aeromonas
hydrophila (8 x 10" UFC/pez). Se observa (A) degeneracion hidropica del
parénquima hepatico (—) (barra: 100 pum) y congestion de los sinusoides («); (B)
congestion y hemorragia en los hepatocitos (1) (bar: 100 um); (C) hemorragia y
engrosamiento del pericardio (—) (barra: 100 um) y (D) necrosis (%) y hemorragia
en el rifdn («) (barra: 50 um).
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4. Discusion

En los ultimos afios la demanda por los recursos hidrobiol6gicos se ha incrementado,
por lo que, en términos de produccién ha generado condiciones de crianza intensiva,
aumentando asi la produccién (PRODUCE, 2022). En consecuencia, el estrés y por
consiguiente la alta ocurrencia y susceptibilidad a las infecciones por Aeromonas sp.,
viene siendo una de las principales causas de la alta mortalidad en peces de agua dulce
(Chen et al., 2020). A pesar de que en los Gltimos afios se han desarrollado diferentes tipos
de vacunas, las vacunas de células enteras muertas o inactivadas son las comunes en la
industria acuicola. El proceso de produccidn de este tipo de vacunas es simple y asequible,
lo cual los hace apreciables especialmente para peces que se cultivan en forma intensiva.

La temperatura de los tanques oscilé en un rango de 26,6°C y 27,3°C, ya que el
promedio ideal para la especie es de 26°C a 28°C. El pH se mantuvo en rangos iguales,
sin embargo, los valores altos se le puede atribuir a la eliminacién del CO2 por parte de la
degradacion de las heces y respiracion branquial. En cuanto al oxigeno disuelto, se
encontrd dentro de los rangos éptimos 5,0 mg/L OD - 6,5mg/L OD. Los valores
encontrados en las variables fisicoquimicas del agua analizadas se encuentran dentro del
rango de confort para peces tropicales y para esta especie (De Almeida-Val et al., 1993;
Kubitza, 2003).

En el presente estudio, A. hydrophila se aislé de cerebro, rifién y bazo de gamitana
(C. macropomum). Las colonias de A. hydrophila en medio TSA tenian un color amarillo
cremoso, redondo y superficie lisa. Todos los aislamientos eran Gram-negativos con
forma de bacilos. Estos resultados se correlacionaron con estudios previos como el de
Nahar et al., (2016) & Dong et al., (2017) quienes aislaron especies de Aeromonas de la
Carpa herbivora (Ctenopharyngodon idella), Pangasius (Pangasianodon hypophthalmus),
Tilapia del Nilo (O. niloticus) con las mismas caracteristicas bioquimicas y morfoldgicas.

Se ha empleado estrategias moleculares para la identificar rapida y confiable de cepas
de A. hydrophila. La amplificacion basada en PCR de los marcadores moleculares entre
ellos el gen 16S rRNA y gyrB confirmo la identificacion del aislado por nivel de género
y especie.

Al aplicar un método de infeccion por via IP, el T2 y T3 mostro una probabilidad de
supervivencia del 48% y 50% y un PRS de 39,47% y 42,11% a los 15 dias PD,
respectivamente. No se encontré diferencias entre estos dos grupos vacunados (p > 0,05),
pero si hubo diferencias significativas entre T2 y T3 frente al T1 (p <0.0001). Por lo tanto,
podemos decir que ambas vacunas fueron capaces de conceder niveles significativos de
proteccion. Al ser una infeccion directa, los patdgenos pueden sobrepasar la primera
barrera de defensa (piel y la mucosidad) teniendo una entrada a los vasos sanguineos y
organos internos de preferencia (Theeraporn et al., 2020).

Varios autores han descrito la dependencia de la eficacia sobre la via de
administracion. Para Ramirez-Paredes et al., (2019) la eficacia de la vacunacidon en Tilapia
del Nilo contra la Francisellosis noatunensis era significativamente mayor cuando la
vacunacion fue mediante inyeccion. Wang et al., (2020) observaron resultados similares
contra Streptococcus iniae. De esta manera, en el presente trabajo, es posible que los
niveles de anticuerpos fueron més altos debido a la inmunizacidn intraperitoneal.

El valor de PRS del T2 se correlacionaron con estudios anteriores que utilizaron una
vacuna inactivada con formaldehido. Por ejemplo, Vaz Farias et al., (2020) indic6 un valor
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de PRS del 31,3% a los 15 dias PD para A. hydrophila en el paco (Piaractus
mesopotamicus). Un valor de PRS (39,7%) similar al del presente estudio se corroboro en
la carpa comun (C. carpio) (Alishahi et al., 2019). En otras especies se han obtenido
resultados mayores de PRS del 62,5%, 66,2%, 71% para A. hydrophila en la anguila
americana (Anguila rostrata) (SongLin et al., 2015), Catla catla (Chandran et al., 2002)
y rohu (L. rohita) (Sughra et al., 2023), respectivamente. Por lo general, los estudios de
vacunacion en peces utilizan el formaldehido para inactivar a la bacteria. A pesar de ello,
puede generar efectos negativos en la integridad de los epitopos y repercutir sobre la
respuesta antigénica en la pared celular (Fan et al., 2019), debido a que el método va a
requerir a menudo de dosis multiples, temperatura y tiempo (Sanders et al., 2015). Asi
que podriamos decir que estas vacunas no siempre van a reflejar una alta eficacia.

Recientemente el perdxido de hidrogeno ha sido incluido como un nuevo metodo de
inactivacion de vacunas para bacterias comunes que afectan en la acuicultura, en
particular, la Tilapia del Nilo. Se ha reportado una eficacia del 40,7% PRS contra una
bacteria diferente (Streptococcus agalatiae) (Ramos-Espinoza et al., 2020a), cuyo valor
es cercano a lo obtenido del presente estudio (42,11% PRS; T3). Asimismo, otros autores
han mencionado que el peroxido de hidrégeno es reconocido por ser menos toxico en
experimentos contra Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeroguinosa, ya que
conserva la estructura de los epitopos en comparacion con el formaldehido (Fan et al.,
2019).

A partir de estos resultados se demostré que el cloroformo (T4) no proporcionaba
ninguna ventaja sobre la inactivacién con formaldehido y peréxido de hidrogeno, al
parecer permitia la reactivacion de la virulencia o no destruye al agente. Plotkin, (2000)
& Lu et al., (2010) indicaron que el cloroformo tiene un uso amplio en vacunas contra la
rabia y consideran como un método alternativo que esta relacionado al poco manejo y
eliminacion de grandes volumenes, asi como la capacidad de dafar la membrana
bacteriana.

En nuestro estudio los tratamientos T2 y T3 demostraron tener una respuesta efectiva
ofreciendo una alta inmunogenicidad que posiblemente pudo haber estimulado la
respuesta celular y humoral de los peces frente al desafio. Segun Nayak (2020) & Pretto-
Giordano et al., (2010) indica que la concentracion de antigeno minima usado pudo haber
influido en la eficacia de las vacunas. La concentracion (1 x 10° UFC/mL) usada en este
estudio estuvo dentro del rango de otros valores reportados contra A. hydrophila (1,7 x107
UFC/mL —1x10° UFC/mL) cuya eficacia era 31,33% y 58% (Vaz Farias et al., 2020;
Zhang et al., 2023), respectivamente. Las diferencias obtenidas en la eficacia frente al
desafio con A. hydrophila es debido al estadio del pez y el método formulacion de la
vacuna. Aungue, Ramos — Espinoza et al., (2020a) sugieren que la concentracion de
antigeno alta no aumenta la eficacia para este tipo de vacuna. Se ha observado que los
niveles de anticuerpos séricos eran elevados a los 28 dias post-vacunacién mientras que
los titulos de anticuerpos en el moco eran a las seis semanas despueés de la vacunacion por
via IP (Grabowski et al., 2004; Jiang et al., 2016; Vaz Farias et al., 2020). En el presente
trabajo podemos deducir que la vacuna ha estimulado el aumento de anticuerpos
especificos, la reduccién de la carga bacteriana en el huésped, la respuesta rapida de las
células inmunitarias y la reduccion de los caracteres patologicos.
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De acuerdo con Midtlyng (2016), en los ensayos de vacuna el porcentaje de
mortalidad debe ser >60 o igual para los grupos no vacunados y desafiados para garantizar
la eficacia de la vacuna. Dado que la tasa de mortalidad del grupo control fue superior (84,
4%) a lo esperado, este evento se encuentra vinculado con los siguientes factores como el
peso, la concentracion bacteriana, factores de virulencia (enzimas y toxinas) y la
temperatura del agua. Sin embargo, este Gltimo factor posiblemente pudo haber tenido una
mayor influencia sobre la mortalidad en el grupo control. De acuerdo con Rahman et al.,
(2001) & Shameena et al., (2021) encontraron que la virulencia de A. hydrophila es mayor
alos 17°Cy 25°C ya que resultan en una baja respuesta fagocitica. Esto guarda relacion
con los resultados obtenido en el experimento, ya que los peces estuvieron sometidos a
temperaturas similares, lo que explicaria la alta mortalidad observada en el grupo control.
De acuerdo con Midtlyng (2016) y Ramos-Espinoza et al., (2020b), los resultados
obtenidos este estudio demostraron que estas dos vacunas (BFO y BPH) garantizaron
niveles de proteccion para C. macropomum frente a una cepa homologa de A. hydrophila
en condiciones experimental.

En este estudio, C. macropomum inoculado por via IP mostré signos clinicos comunes
como la despigmentacion, descamacion y congestion anal de las cuales también han sido
reportados en otras especies de peces desafiados con A. hydrophila (Dias et al., 2016;
Zhang et al., 2016), de igual manera para la especie en estudio se tiene informes sobre
otros signos, como el aumento del liquido ascitico, lesiones ulcerativas en la piel y la
hinchazén intestinal, que también fue reportada en la carpa herbivora (Song et al., 2014).
La concentracion letal de A. hydrophila para juveniles de C. macropomum fue 8 x 10’
UFC/pez que causaron una alta mortalidad significativa a las 12 h después del inicio del
desafio. Estudios realizados en L. rohita mostro que concentraciones de 2,2 x 107, 2,2 x
108 y 2,2 x 10° UFC/mL con la misma bacteria causaron el 100% de la mortalidad a las
24 h después del desafio por via IP (Bharadwaj et al., 2013).

La patogenicidad puede atribuirse a los diferentes factores de virulencia que estan
relacionadas con la capacidad de adhesion, migracion, replicacion y evasion del sistema
inmunoldgico del huésped causando lesiones (Marinho-Neto et al., 2019). La presencia
de los flagelos polares y laterales relacionada a la movilidad va a permitir a la bacteria
desplazarse en ambientes liquidos y en superficies dando una mayor capacidad invasiva a
los tejidos (Lowry et al., 2014). Las enzimas proteoliticas resultan tener un papel en
proporcionar nutrientes para la proliferacion y contribuyen en la evasion de las defensas
iniciales a nivel de la piel y tejidos blandos (Rincon et al., 2016). De acuerdo con Ibrahem
et al., (2008) las observaciones en el examen macroscopico como el liquido hemorréagico
en la cavidad y la presencia de hemorragias petequiales en la piel pueden ser atribuibles a
la presencia de elastasas, caseinasa y gelatinasa que inducen la accion degenerativa en las
células endoteliales de los vasos sanguineos.

La participacion de las exotoxinas, endotoxinas y enterotoxinas son factores de
virulencia cruciales en la aeromoniasis. Se han encontrado que en la mayoria de los
aislamientos de A. hydrophila de tilapia, carpa, bagre de canal los genes de aerolosina
(aer) y enterotoxina citotoxica (act) y la hemolisina (hly) eran las mas prevalentes (Nhinh
et al., 2021; Ahangarzadeh et al., 2022; Ibrahim et al., 2022) independiente del origen
geografico. El gen aer codifica la toxina formadora de poros que termina uniéndose a los
receptores de la membrana de la célula diana causando la destruccion de la permeabilidad,
la lisis osmdtica y la muerte celular de las células epiteliales (Sha et al., 2002). La
produccion de lipasas (lip) provocan dafios en el epitelio intestinal (Pessoa et al., 2020) y
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participa en dafiar la estructura de la membrana celular de los tejidos, particularmente, en
combinacion con el gen aer que facilita la colonizacion e induce mas la necrosis celular
(Chakraborty et al., 2022).

La actividad hemolitica es considerada como una de las principales propiedades de
cepas virulentas de A. hydrophila (Wang et al., 2003). El gen hly induce la lisis de los
globulos rojos seguido de anemia (Thomas, 2012; Monir et al., 2020). Durante el
diagndstico en este estudio se pudo evidenciar despigmentacién en las areas distales del
pez (por ejemplo, aleta caudal y branquias). Alaa EI-Dein et al., (2016) & Emeish et al.,
(2018) explica que el gen act es conocida como una hemolisina, aerolisina y enterotoxina
capaz de lisar eritrocitos, inducir apoptosis e inhibir la fagocitosis e inducir acumulacién
de fluidos en el intestino. La presencia de esta toxina y otros genes enterotdxicos pueden
haber sido claves en los dafios ocurridos a nivel del intestino. Sha et al., (2002) encontrd
que en cepas de Aeromonas aislada habria una participacion sinérgica de los genes alt y
ast. El gen ast aumenta la permeabilidad vascular intestinal y el desprendimiento de la
mucosa intestinal, mientras que el gen alt causa la secrecién de liquido en el intestino
(Chopra et al., 2000).

En C. macropomum, el signo neurolégico mas comin se encuentra la perdida de
equilibrio y la reduccion de la respiracion. De acuerdo con Dias et al., (2016) indic6 que
la expresidn de la acetilcolinesterasa propia de la bacteria actia como un narcético sobre
el sistema nervioso central.

Algunos casos de peces infectados experimentalmente con A. hydrophila mostraron
cambios histopatolégicos como denegacion vacuolar y necrosis celular (Hal & El-
Barbary, 2020; Wang et al., 2020). En este estudio, los resultados histopatoldgicos fueron
similares a reportes anteriores. Por ejemplo, en los érganos internos se observaron necrosis
en los tabulos renales, congestion de los sinusoides y presencia de hemorragia del tejido
intersticial. Estas observaciones pusieron en evidencia la causa de la muerte en C.
macropomum.

5. Conclusiones

Los resultados obtenidos en este estudio demostraron que el grupo T2 y T3 tuvieron
una respuesta eficaz y segura en juveniles de gamitana infectadas con A. hydrophila,
similar a otros ensayos que desafiaron con la misma bacteria en otras especies que se
cultivan en piscigranjas. Ademas, dentro del hallazgo se observo que el grupo T4 no seria
un agente prometedor que favorezca la inmunidad protectora en la especie estudiada. Por
otro lado, se sugiere que los estudios a futuro se enfoquen en evaluar estos métodos
quimicos de inactivacion como el formaldehido y peroxido de hidrégeno, asi como, otros
métodos aplicando dosis altas de antigeno y el uso de adyuvantes para mejorar la eficacia
de las vacunas y la respuesta inmunitaria en peces amazonicos durante la etapa de pre-
cria.
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UNIVERSIDAD

COMITE INSTITUCIONAL DE ETICA EN C | E N T | F | C/\

INVESTIGACION CON ANIMALES Y
BIODIVERSIDAD

CONSTANCIA N° 007-CIEI-AB-CIENTIFICA-2023

El presidente del Comité Institucional de Etica en Investigacién con Animales y
Biodiversidad de la Universidad Cientifica del Sur (CIEI-AB-CIENTIFICA) da constancia
que el proyecto de investigacion, cuyos datos se registran a continuacion, ha sido

aprobado.

Cédigo de registro: PRE-5-2022-00128

Titulo: Eficacia de tres vacunas inactivadas en juveniles de
gamitana (Colossoma macropomum)
experimentalmente infectadas con Aeromonas
hydrophila

Investigador(a): Jhoanna Irma Coaguila Davila

La aprobacion del proyecto de investigacion implica que el documento presentado a
evaluaciéon cumple con los lineamientos de Universidad en materia de investigacién y
ética, los cuales se sustentan en la normativa internacional vigente. Adicionalmente, en
el contexto de la pandemia de enfermedad por COVID-19, le recomendamos cumplir
con las normas publicadas por el estado peruano.

En tal sentido, esta aprobacién carecera de valor si es que el proyecto de investigacién
arriba indicado es modificado de cualquier forma. Toda enmienda, afiadido, eliminacién
o eventualidad (eventos adversos, etc.) posterior a la fecha de aprobacién debe ser
reportado al CIEI-AB-CIENTIFICA.

La vigencia de la aprobacion de este documento es de dieciocho (18) meses (hasta el
05 de julio de 2024), periodo en el que puede desarrollarse el proyecto. Cualquier
tramite para su renovacion debera ser enviado antes del término de la vigencia de este
documento, debiendo suspenderse todo desarrollo hasta que la renovacién sea
aprobada.

Vilia El Salvador, 06 de enero de 2023

Méd/ Vet. Milena Paola Montené
Presidenta (e)
Comité Institucional de Etica en Investigacién
con Animales y Biodiversidad
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RESOLUCION DIRECTORAL ACADEMICA DE CARRERA N* 001 . CIENTIFICA-2023

Lima, 09 de enero del 2023

Visto los proyectos de tesis presentados por los estudiantes de la Carrera de Biologia Marina, se
expide la presente Resolucién:

CONSIDERANDO:

o Que, para optar el titulo profesional en Biologia Marina, de ia Carrera de Biologia Marina de
la Facultad de Ciencias Veterinarias y Blolégicas de la Universidad Cientifica del Sur, es
necesario la realizacién y sustentacién de una tesis.

o Que, el Reglamento de Tesis pertinente, dispone que el Proyecto de Tesis debe ser
presentado a la Carrera de acuerdo con el perfil aprobado, el cual debe ser dictaminado por
el Comité de Investigacion.

o Que, los estudiantes has cumplido con presentar su proyecto de tesis, bajo la asesoria de
Sus asesores.

o Que la Comision de Grados y Titulos de la Direccién ha emitido una evaluacién favorable y
recomienda la inscripcién del proyecto citado.

Se expide la resolucion:

ESTUDIANTE: Juan Augusto Randu Tarrillo Vargas

TiITULO: Evaluacién de parametros de crecimiento de Zea mays L.
emplenado diferentes concentraciones de biofertilizantes a
base de macroalgas "

ASESOR: Paul Martin Baltazar Guerrero

N°® REGISTRO: PRE-5-2022-00136

N° CONSTANCIA ETICA: 001-CIEI-AB-CIENTIFICA-2023

ESTUDIANTE: Maria del Pilar Cholan Zegarra

TiTULO: Determinacién del flujo de masa total en el material
particulado de la bahia del Callao

ASESOR: Ursula Maria Neira Mendoza

CO ASESOR: Patricia Mercedes Ayén Dejo

N°® REGISTRO: PRE-5-2022-00369

N° CONSTANCIA ETICA: 006-CIEI-AB-CIENTIFICA-2023

ESTUDIANTE: Jhoanna Irma Coaguila Davila

TiTULO: Eficacia de tres vacunas inactivadas en juveniles de
gamitana (Colossoma macropomum) experimentalmente
infectadas con Aeromonas hydrophila”

ASESOR: Jefferson Yunis Aguinaga

N° REGISTRO: PRE-5-2022-00128

N° CONSTANCIA ETICA: 007-CIEI-AB-CIENTIFICA-2023
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Estando a lo dispuesto por el Reglamento General de Grados y Titulos de la Universidad Cientifica
del Sur, el Reglamento de Tesis de la Carrera y a las normas vigentes, en uso de las atribuciones
conferidas a la Carrera,

5E RESUELVE:

1® APROBAR los mencionados Proyectos de Tesis para optar el titulo profesional en Biologia
Marina.

ra Declarar a los estudiantes expeditos para la realizacidn de los Proyectos de Tesis aprobados.

3" Nombrar a los docentes mencionados como Asesores y Co-Asesares, respectivamente, de los
Proyectas de Tesis, que realizaran los estudiantes citados.

49 Disponer la inscripcion de los proyectos de tesis aprabados en él Registro de Tesis para optar
el Titulo Profesional de la Carrera de Biologia Marina de la CIENTIFICA.

Registrese, comuniguese y archivese.

MG, 'I'IMT'II.II.'I' Marina VARGAS LOPEZ
DIRECTORA ACADEMICA
CARRERA BrOLOGIA MARINA
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