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Resumen 

 

 

Aeromonas hydrophila es uno de los patógenos más importantes que afectan a los peces 

amazónicos y ha sido aislada en varias especies. En los últimos años, 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 Iquitos, Perú, la cual fue 

usada para la elaboración de tres vacunas experimentales. Para la caracterización de la 

bacteria se utilizaron técnicas microbiológicas, bioquímicas y moleculares, incluyendo la 

detección de genes de virulencia. La preparación de estas vacunas se realizó usando los 

siguientes inactivadores: T2 formaldehído (BFO), T3 peróxido de hidrógeno (BPH) y T4 

cloroformo (BCF). Posteriormente, se inmunizó con 0,1 mL de 1 x 109 UFC/pez por vía 

intraperitoneal (IP) a 45 peces por grupo. T1 (grupo control) se inyectó con 0,1 mL de 

PBS por vía IP. Luego de ocho semanas, los peces fueron desafiados con una cepa 

homologa y virulenta (8 x 107 UFC/pez). T2 y T3 presentaron mejor tasa de supervivencia 

en comparación 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 después de la vacunación probablemente 

debido a la irritación causada por los residuos de cloroformo, por lo tanto, no se incluyeron 

en las gráficas ni en la estadística. Se concluye que tanto la vacuna inactivada con 

formaldehido como la inactivada con peróxido de hidrógeno ofrecieron protección frente 

a un desafío experimental con A. hydrophila en condiciones de laboratorio.  

 

 

Palabras clave: Acuicultura; Aeromoniasis; Infección experimental; Pez amazónico; 

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 techniques 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 109 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 107 

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. Introducción 

 

La acuicultura en el Perú ha mostrado un aumento significativo durante los últimos 

años teniendo un crecimiento promedio del 13% (Fernández et al., 2022), principalmente 

de la concha de abanico, langostino blanco y trucha. Para el 2016, la producción acuícola 

en la amazonia correspondió a 3,846 toneladas representando el 4% de la producción 

acuícola 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 amazónica está cobrando un interés de desarrollo 

económico y seguridad alimentaria. Uno de los principales problemas que enfrentan los 

productores son las enfermedades infecciosas, principalmente los patógenos 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 patógenos oportunistas más 

ampliamente distribuido en el medio acuático. Se ha registrado la infección en varias 

especies, entre ellos Labeo rohita, Oreochromis niloticus, Cyprinus carpio, Arapaima 

gigas, entre otros. A pesar de la amplitud de la distribución de esta enfermedad, existen 

vacíos de información 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 región de San Martín y Loreto teniendo una cosecha total de 

410,6 y 363 toneladas respectivamente (PRODUCE, 2022). Este nivel de producción 

semi-intensiva puede conllevar al estrés y hacerlos susceptibles a la infección por 

patógenos oportunistas como A. hydrophila. Hasta la fecha el control estratégico durante 

la infección por el género Aeromonas ha ocasionado el uso indiscriminado de antibióticos 

(Proietti-Junior et al., 2021). No obstante, su uso podría afectar a la microbiota intestinal 

y, por lo tanto, la respuesta inmune de los peces (Linh et al., 2022), así como, generar 

resistencia a los medicamentos y por último 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 citotónica (ast), 

enterotoxina citotóxica (act) y hemolisina (hly) (Yousr et al., 2007; Zhang et al., 2023) 

que son claves en la gravedad de la infección. La vacunación se ha convertido en un 

método seguro y aceptado para la prevención de muchas enfermedades bacterianas en 

peces de cultivo. Las vacunas inactivadas han mostrado buenos resultados en diversos 

ensayos de laboratorio, sin embargo, la aplicación de vacunas contra A. hydrophila no está 

disponible a nivel comercial, ya que existe variación en la expresión 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., 

(2020b) reportaron un PRS de 46,6% en juveniles de tilapia (O. niloticus) infectados con 

la misma bacteria. 

 

Debido a la creciente demanda y producción de esta especie; y consecuentemente con 

el reporte de brotes infecciosos, en el presente trabajo proponemos el aislamiento y 

caracterización de A. hydrophila y la evaluación de la eficacia de tres vacunas inactivadas 

en juveniles de gamitana (C. macropomum) experimentalmente infectadas con A. 

hydrophila. 
 

 

 

2. Materiales y Métodos 

 

 

2.1.  Localización 

 

La elaboración de las vacunas se realizó en el laboratorio de Patobiología Acuática 

del Instituto del Mar del Perú (IMARPE) y la vacunación experimental se realizó en la 

Unidad Experimental de la empresa PUCAYAGRO E.I.R.L ubicado en el departamento 

de San Martin, Moyobamba, Calzada, Perú. 

 

 

2.2.  Cepa bacteriana  

 

Aeromonas hydrophila utilizada en este estudio se aisló de gamitanas cultivada en 

una granja comercial infectadas naturalmente con signos clínicos de aeromoniasis 

(hemorragias, aletas erosionadas, úlceras, nado errático y melanización) en Maynas, 

Loreto, Perú. Se realizó la necropsia de los peces y se tomaron muestras de cerebro, riñón 

y bazo para el cultivo bacteriológico. Los aislados bacterianos se sembraron en Agar 

Tripteína Soya (TSA) y se cultivaron aeróbicamente a 28 °C durante 24 h. La misma fue 

almacenada en el banco de patógenos del IMARPE a -80°C. 

 

 

2.3. Caracterización bioquímica 

  

Las bacterias se sometieron a caracterización bioquímica según Sierra (1969), 

Gerhardt et al., (1981), y la Sociedad Americana de Microbiología (ASM, 2023). Se 

realizaron pruebas de rutina (morfología de colonias, tinción de Gram, crecimiento en 

GSP, oxidasa, catalasa y pruebas de motilidad). Además, se realizaron pruebas de 

hemólisis, tolerancia a la temperatura, tolerancia a la sal, lipasas, ADNasas y proteasas 

(hidrólisis de elastina, gelatina y caseína). Luego, se utilizó el Analytical Profile Index 

(API) 20E y 20NE (BioMerieux, Marcy-l’Étoile, Francia) siguiendo las instrucciones del 

fabricante excepto la temperatura de incubación que se fijó en 28°C para un análisis más 



 

9 

exhaustivo. El perfil API resultante se comparó utilizando API Web® (BioMerieux, 

Marcy l'Etoile, Francia). 

 

 

2.4. Caracterización molecular 

 

Para identificar la especie del aislado se confirmó mediante el análisis de reacción 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 genómico total se obtuvieron mediante el método CTAB 

2X (Abu Almakarem et al., 2012). La PCR se realizó de acuerdo a lo descrito por Glocker 

et al., (2005) con algunas modificaciones. Se realizó utilizando el kit GoTaq G2 Hot Start 

Colorless Master Mix (PROMEGA®) considerando temperaturas de recocido de 52°C 

(16S) y 56°C (gyrB). 

Los productos amplificados de los tamaños 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 nucleótidos del NCBI a través de la herramienta BLASTn. Finalmente, la 

bacteria se conservó en un ultracongelador a -80°C (Thermo Scientific, TSD) en una 

solución de Caldo Soja Tripticaseína (TSB) con glicerol al 15 % (v/v) hasta su uso 

posterior. 

 

 

2.5.  Detección de genes de virulencia 

 

Se evaluó la presencia de ocho genes de virulencia, aerolisina (aer), enterotoxina 

citotóxica (altA), enterotoxina citotóxica (act), hemolisina (hly), serina proteasa (ser), 

lipasa (lip), flagelina (fla) y elastasa (ahyB). Las reacciones de amplificación se realizaron 

utilizando el kit GoTaq G2 Hot Start Green Master Mix (PROMEGA®), con los tamaños 

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 alícuotas de los productos amplificados por electroforesis 

en geles de agarosa al 1,5% y las imágenes se obtuvieron en un fotodocumentador Fire 

Reader v10 (UVITEC). Los productos amplificados fueron considerados como presencia 

del gen (+), mientras que la ausencia de amplificación fue considerada como ausencia del 

gen (-). 
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Tabla 1. Cebadores utilizados para la detección de genes de virulencia de Aeromonas 

hydrophila. 

 

Genes Primer Secuencia (5´- 3´) Tamaño 

(pb) 

Referencia 

16S 27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 1400 Lane (1991) 

 1492R TACGGTTACCTTGTTACGACTT 

     

gyrB gyrB3F TCCGGCGGTCTGCACGGCGT 900 Yáñez et al., (2003) 

 gyrB14R TTGTCCGGGTTGTACTCGTC 

     

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

 aerR ACGAAGGTGTGGTTCCAGT 

     

altA altA-F TGACCCAGTCCTGGCACGGC 442 Sen & Rodgers 

(2004)  altA-R GGTGATCGATCACCACCAGC  

     

act act-F AGAAGGTGACCACCAAGAACA 232 Sen & Rodgers 

(2004)  act-R AACTGACATCGGCCTTGAACTC 

     

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.  Peces y condiciones experimentales 

 

Colossoma macropomum (~6 cm y 5 gr) se obtuvieron de una piscifactoría comercial 

y se colocaron en tanques de plástico de 100 L provistos de aireación constante. Antes del 

experimento, se confirmó que los peces eran negativos para la infección por Aeromonas 

sp mediante análisis bacteriológicos de muestras de cerebro, hígado, riñón y bazo en 

placas TSA. Los peces fueron alimentados diariamente (8:00 y 16:00) con un alimento 

comercial para esta especie (38% de proteína cruda) al 3% del peso corporal durante todo 

el estudio. La aclimatación de los peces en condiciones experimentales se realizó por un 
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periodo de tres semanas. Las condiciones de calidad del agua se mantuvieron dentro del 

rango óptimo para la especie: temperatura 28,10 ± 0,5 °C, oxígeno disuelto 6,11 ± 1,7 mg 

L-1 y pH 6,80 ± 0,1. El presente estudio fue aprobado por el Comité de Ética en 

Experimentación Animal de la Universidad Científica del Sur, Lima, Perú (protocolo 

número 007-CIEI-AB-CIENTÍFICA-2023). Además, se consideraron las pautas de 

“ARRIVE guidelines” para garantizar que la presente investigación sea completa (Percie 

du Sert et al., 2020).  

 

 

2.7. Producción de vacunas 

 

 

2.7.1. Bacterias inactivadas con formaldehído (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 inactivación, se calculó el número de 

bacterias por recuento. Se procedió a diluir la suspensión bacteriana con 200 mL de 

solución salina tamponada con fosfato (PBS) a pH 7 (Ramos-Espinoza et al., 2020b). Para 

la inactivación de la vacuna se agregó formaldehído a la suspensión bacteriana para 

obtener una concentración 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 

centrifugación (10.000 rpm por 10 min, a 4°C) para la obtención del inóculo. Cabe 

destacar que el número de bacterias confirmó por recuento en placa (1 x 109 UFC/pez). 

Para constatar la inactivación, se extrajo 100μl del inóculo para sembrar en medio Infusión 

de Cerebro y Corazón (BHI) e incubar a 28°C durante 72 h. La vacuna se almacenó a 4°C 

hasta su uso posterior. 

 

 

2.7.2. Bacterias inactivadas con peróxido de hidrógeno (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 agregó peróxido de hidrógeno a la suspensión 

para obtener una concentración final del 5% (Ramos-Espinoza et al., 2020b). 

Posteriormente, se lavaron tres veces con PBS (10 mL) por centrifugación (10,000 rpm 

por 10 min, a 4°C). El número de bacteria se confirmó por recuento en placa (1 x 109 

UFC/pez). La vacuna se almacenó 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 inactivación, se añadió cloroformo a la 

suspensión bacteriana hasta obtener la concentración del 3% (Anderson & Ross, 1972). 

Posteriormente, se lavaron 3 veces con PBS (10 mL) por centrifugación (10,000 rpm por 

4°C por 24 h). El número de bacterias se confirmó por recuento en placa (1 x 109 

UFC/pez). Hasta su uso la vacuna se almacenó a 4°C.  
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2.8.  Diseño experimental 

 

Posterior al periodo de aclimatación, 180 individuos juveniles se distribuyeron al azar 

a cuatro grupos experimentales (15 peces por tanque), por triplicado. La distribución 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 inoculó a una dosis de 0,1 mL por vía intraperitoneal (IP). Previo a la 

vacunación, los peces fueron anestesiados con una solución de Tricaina (90 mg L-1) por 

inmersión. Posterior a la vacunación los peces fueron regresados a sus propios tanques, 

con oxigenación hasta el inicio del desafío frente A. hydrophila.  

La evaluación de la eficacia de la vacuna se realizó usando el porcentaje relativo de 

supervivencia (PRS) calculado con la fórmula: PRS (%) = [1-(mortalidad en peces 

vacunados % / mortalidad en peces control %)] x 100 (Amend, 1981, como se citó en 

Romstad et al., 2013). 

 

 

2.9.  Reto frente a A. hydrophila 

 

Los peces inmunizados, así como los peces de grupo control, fueron desafiados con 

8 x 107 UFC/pez de la cepa homóloga de A. hydrophila (0,1 mL) luego de ocho semanas 

post-vacunación (PV) para determinar el efecto de la aplicación de la vacuna sobre la 

mortalidad post-desafío experimental (PD). Durante ese tiempo se realizó el monitoreo a 

diario para detectar los signos clínicos y mortalidad, así mismo, ante la presencia de peces 

muertos estos fueron extraídos para realizar la necropsia con la posterior extracción de 

muestras de los órganos. 

 

 

2.10. Análisis histológicos 

 

Se tomaron muestras de hígado, corazón y riñón de los peces moribundos para ser 

fijados en formol tamponado (10%) durante 48 h y luego se conservaron en alcohol al 

70% para histopatología. Las muestras fueron procesadas para inclusión en parafina, se 

seccionaron en 4µm de espesor y se tiñeron con hematoxilina y eosina (Luna, 1968). Los 

portaobjetos se examinaron utilizando un microscopio electrónico (Nikon E600). 

 

 

2.11. Análisis estadísticos 

 

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

supervivencia se analizaron mediante análisis 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 Caracterización bioquímica de A. hydrophila 

 

En el análisis microbiológicos 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 móviles. Las características bioquímicas con el Kit API 20E 

y API confirmaron rasgos fenotípicos que corresponde a la bacteria estudiada (Tabla 2). 

Un representante de las bacterias fue utilizado para los análisis posteriores. El aislado 

bacteriano seleccionado mostró resultados positivos para la hemolisina, caseína, y 

ADNasa en todas las temperaturas evaluadas. Los resultados negativos se observaron para 

la producción de gelatinasa y elastasa a 37°C. 

 

 

Tabla 2. Caracterización bioquímica de Aeromonas hydrophila aislada de Colossoma 

macropomum.  

 

 A. hydrophila  

Tinción de Gram  Bacilos cortos (-) 

(+) 

(+) 
Catalasa  

Oxidasa  

 

 

Hemolisina 

24°Ca 

28°C 

32°C 

37°C 

+ α 

+ α 

+β 

+α 

 

 

Motilidad 

24°Cb 

28°C 

32°C 

37°C 

+ 

+ 

+ 

+ 

 

Caseína 

24°Cc 

28°C 

32°C 

37°C 

+ 

+ 

+ 

+ 

 

Gelatina 

24°Cd 

28°C 

32°C 

37°C 

+ 

+ 

+ 

- 

 

Tween 80 

24°Ce 

28°C 

32°C 

37°C 

+ 

+ 

+ 

+ 

 

Elastasa 

24°Cf 

28°C 

32°C 

37°C 

+ 

+ 

+ 

- 
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ADNasa 24°Cg 

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  + 

Código API 20E  7047127 

Código 20NE  7577754 

 

 

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. 

 
 

 

Especie 

 

  Cepa 
Número de accesión 

(GenBank) 
            Genes de virulencia 

  Gen 16S aer  fla  ahyB  lip  act  ser  hly  altA  

 

 

A. hydrophila                      ATCC 7966                        +        +      +      +      +        +     +     + 

(+) presencia del gen; (-) ausencia del gen 

 

 

 

 

 

A. hydrophila   26 OQ000943 - +   + +     - + + + 
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3.3 Confirmación molecular del aislado de A. hydrophila 

 

La amplificación basada en PCR de los marcadores moleculares entre ellos el gen 16S 

rRNA y gyrB exploró la relación filogenética y la identificación de taxones microbianos 

específicos, de tal manera que el aislado identificado bioquímicamente fue positivo por 

nivel de género y especie en la prueba molecular. 

 

 

3.4. Parámetros fisicoquímicos del agua 

 

La temperatura se mantuvo entre 25,6°C y 26,3°C. Los niveles promedio de oxígeno 

(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 días de muestreo el pH más bajo (6,5) se registraba en la 

mañana y el más alto (7,4) en la tarde. Los compuestos nitrogenados (NH3 y NO2-) 

estuvieron dentro de los rangos adecuados para el cultivo de gamitana. 

 

 

Tabla 4. Parámetros fisicoquímicos del agua registrados en las unidades experimentales 

de los cuatros tratamientos durante el periodo de estudio. 

 

Parámetros fisicoquímicos  Tratamientos     

     1 2 3 4 

Temperatura (°C)     25,6 26 26,3 26,3 

Oxigeno (OD) (mg/L)     7,5 6,7 6,7 7,0 

pH     6,8 6,9 6,9 6,9 

Amoniaco NH3
 (ppm)     15 ppm 25 ppm 25 ppm 15 ppm 

Nitrito NO2-(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 vacunación se presentó una alta mortalidad temprana en los 

peces del T4 en el 1er, 2do y 3er día. Durante el 1° día se observó signos clínicos que 

incluyeron congestión anal, cambios en la coloración de la piel, letargia y nado errático 

en círculo. Los peces del grupo T2 y T3 no presentaron cambios en el comportamiento ni 

mortalidad durante los siguientes días y antes del inicio del desafío bacteriano. 

A las 12 h después del desafío bacteriano el registro de la mortalidad y signos clínicos 

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 días PD 

respectivamente. De acuerdo con los datos, el T2 y T3 presentaron mejor tasa de 

supervivencia en comparación 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 término 
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de PRS la eficacia de las vacunas inactivadas del T2, T3 fueron 39,7% y 42,11%, 

respectivamente (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Valores del porcentaje de supervivencia de juveniles de Colossoma 

macropomum infectadas con Aeromonas hydrophila después de los 15 días PD. Los 

círculos muestran la eficacia de las vacunas en término de PRS %. T1: grupo control; T2: 

vacunados con BFO; T3: vacunados con BPH. 

 

 

3.6  Signos clínicos de los peces infectados 

 

La aparición de signos clínicos característicos 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 observó daños en los órganos 

internos (Figura 3). La respiración irregular, consumo reducido de alimento, movimiento 

con pérdida de equilibrio, letargia, aislamiento y natación en la superficie del agua 

también fueron otros de los signos clínicos comunes registrados en el monitoreo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

42,11% 

39,7% 
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Figura 2. Signos clínicos macroscópicos externos en juvenil de gamitana 

(Colossoma macropomum) del grupo control infectadas por vía IP con Aeromonas 

hydrophila (8 x 107 UFC/pez). (A) zonas hemorrágicas multifocales (←); (B) 

descamación cerca de la aleta anal (←) y la línea lateral (→); (C) descamación en 

el pedúnculo caudal y cerca de la zona anal (←), focos hemorrágicos en el 

pedúnculo caudal (★) y despigmentación de la aleta caudal (→); (D) hemorragia 

en la zona anal (←); (E) erosión de la aleta caudal (←) y (H) branquias pálidas (←). 
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Figura 3.  Signos clínicos macroscópicos internos en juvenil de gamitana 

(Colossoma macropomum) del grupo control infectadas por vía IP con Aeromonas 

hydrophila (8 x 107 UFC/pez). (A) Enteritis hemorrágica (→), hepatomegalia (↓), 
líquido hemorrágico en la cavidad abdominal (ascitis) (←); (B) esplenomegalia (↑), 

hemorragias petequiales multifocales en la pared superior de la cavidad abdominal 

(←); (C) renomegalia (↑). 

A 

B 

C 
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3.7. Histopatología 

 

En el hígado se observaron congestión en los espacios sinusoidales y hemorragias 

multifocales. También, se verificó necrosis hepática leve y desorganización del tejido 

hepático, esto indica que hubo un acompañamiento de degeneración hidrópica de los 

hepatocitos (Figura 4A y 4B). En el pericardio se observaron hemorragias y 

engrosamiento (Figura 4C). En el riñón se observó, necrosis, hemorragias y nidos 

bacterianos dispersos en el tejido (Figura 4D).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Examen microscópico de hígado, corazón y riñón del grupo control de 

gamitana (Colossoma macropomum) infectadas por vía IP con Aeromonas 

hydrophila (8 x 107 UFC/pez). Se observa (A) degeneración hidrópica del 

parénquima hepático (→) (barra: 100 µm) y congestión de los sinusoides (←); (B) 

congestión y hemorragia en los hepatocitos (↑) (bar: 100 µm); (C) hemorragia y 

engrosamiento del pericardio (→) (barra: 100 µm) y (D) necrosis (★) y hemorragia 

en el riñón (←) (barra: 50 µm). 

B A 

C D 
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4. Discusión 
 

En los últimos años la demanda por los recursos hidrobiológicos se ha incrementado, 

por lo que, en términos de producción ha generado condiciones de crianza intensiva, 

aumentando así la producción (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 últimos años se han desarrollado diferentes tipos 

de vacunas, las vacunas de células enteras muertas o inactivadas son las comunes en la 

industria acuícola. El proceso de producción 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 osciló 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 eliminación del CO2 por parte de la 

degradación de las heces y respiración branquial. En cuanto al oxígeno disuelto, se 

encontró dentro de los rangos óptimos 5,0 mg/L OD – 6,5mg/L OD. Los valores 

encontrados en las variables fisicoquímicas 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 aisló de cerebro, riñón y bazo de gamitana 

(C. macropomum). Las colonias de A. hydrophila en medio TSA tenían 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 herbívora (Ctenopharyngodon idella), Pangasius (Pangasianodon hypophthalmus), 

Tilapia del Nilo (O. niloticus) con las mismas características bioquímicas y morfológicas. 

Se ha empleado estrategias moleculares para la identificar rápida y confiable de cepas 

de A. hydrophila. La amplificación basada en PCR de los marcadores moleculares entre 

ellos el gen 16S rRNA y gyrB confirmo la identificación del aislado por nivel de género 

y especie. 

Al aplicar un método de infección por vía 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 días PD, 

respectivamente. No se encontró 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 

protección. Al ser una infección directa, los patógenos pueden sobrepasar la primera 

barrera de defensa (piel y la mucosidad) teniendo una entrada a los vasos sanguíneos y 

órganos internos de preferencia (Theeraporn et al., 2020). 

Varios autores han descrito la dependencia de la eficacia sobre la vía de 

administración. Para Ramírez-Paredes et al., (2019) la eficacia de la vacunación en Tilapia 

del Nilo contra la Francisellosis noatunensis era significativamente mayor cuando la 

vacunación fue mediante inyección. 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 más altos debido a la inmunización intraperitoneal. 

El valor de PRS del T2 se correlacionaron con estudios anteriores que utilizaron una 

vacuna inactivada con formaldehído. Por ejemplo, Vaz Farias et al., (2020) indicó un valor 
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de PRS del 31,3% a los 15 días PD para A. hydrophila en el paco (Piaractus 

mesopotamicus). Un valor de PRS (39,7%) similar al del presente estudio se corroboró en 

la carpa común (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 

vacunación en peces utilizan el formaldehido para inactivar a la bacteria. A pesar de ello, 

puede generar efectos negativos en la integridad de los epítopos 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 múltiples, temperatura y tiempo (Sanders et al., 2015). Así 

que podríamos decir que estas vacunas no siempre van a reflejar una alta eficacia. 

Recientemente el peróxido de hidrógeno ha sido incluido como un nuevo método de 

inactivación 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 peróxido de hidrógeno es reconocido por ser menos tóxico en 

experimentos contra Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeroguinosa, ya que 

conserva la estructura de los epítopos en comparación con el formaldehído (Fan et al., 

2019). 

A partir de estos resultados se demostró que el cloroformo (T4) no proporcionaba 

ninguna ventaja sobre la inactivación con formaldehído y peróxido de hidrógeno, al 

parecer permitía la reactivación 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 está relacionado al poco manejo y 

eliminación de grandes volúmenes, así como la capacidad de dañar 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 desafío. Según Nayak (2020) & Pretto-

Giordano et al., (2010) indica que la concentración de antígeno mínima usado pudo haber 

influido en la eficacia de las vacunas. La concentración (1 x 109 UFC/mL) usada en este 

estudio estuvo dentro del rango de otros valores reportados contra A. hydrophila (1,7 x107 

UFC/mL –1x109 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 

desafío con A. hydrophila es debido al estadio del pez y el método formulación de la 

vacuna. Aunque, Ramos – Espinoza et al., (2020a) sugieren que la concentración de 

antígeno alta no aumenta la eficacia para este tipo de vacuna. Se ha observado que los 

niveles de anticuerpos séricos eran elevados a los 28 días post-vacunación mientras que 

los títulos de anticuerpos en el moco eran a las seis semanas después de la vacunación por 

vía 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 

específicos, la reducción de la carga bacteriana en el huésped, la respuesta rápida de las 

células inmunitarias y la reducción de los caracteres patológicos. 
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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 concentración bacteriana, factores de virulencia (enzimas y toxinas) y la 

temperatura del agua. Sin embargo, este último 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 

a los 17°C y 25°C ya que resultan en una baja respuesta fagocítica. Esto guarda relación 

con los resultados obtenido en el experimento, ya que los peces estuvieron sometidos a 

temperaturas similares, lo que explicaría 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 protección para C. macropomum frente a una cepa homologa de A. hydrophila 

en condiciones experimental. 

En este estudio, C. macropomum inoculado por vía IP mostró signos clínicos comunes 

como la despigmentación, descamación y congestión 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 líquido ascítico, lesiones ulcerativas en la piel y la 

hinchazón intestinal, que también fue reportada en la carpa herbívora (Song et al., 2014).  

La concentración letal de A. hydrophila para juveniles de C. macropomum fue 8 x 107 

UFC/pez que causaron una alta mortalidad significativa a las 12 h después del inicio del 

desafío. Estudios realizados en L. rohita mostro que concentraciones de 2,2 x 107, 2,2 x 

108 y 2,2 x 109 UFC/mL con la misma bacteria causaron el 100% de la mortalidad a las 

24 h después del desafío por vía IP (Bharadwaj et al., 2013).  

La patogenicidad puede atribuirse a los diferentes factores de virulencia que están 

relacionadas con la capacidad de adhesión, migración, replicación y evasión del sistema 

inmunológico 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 líquidos y en superficies dando una mayor capacidad invasiva a 

los tejidos (Lowry et al., 2014). Las enzimas proteolíticas resultan tener un papel en 

proporcionar nutrientes para la proliferación y contribuyen en la evasión 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 macroscópico como el líquido hemorrágico 

en la cavidad y la presencia de hemorragias petequiales en la piel pueden ser atribuibles a 

la presencia de elastasas, caseínasa y gelatinasa que inducen la acción degenerativa en las 

células endoteliales de los vasos sanguíneos. 

La participación de las exotoxinas, endotoxinas y enterotoxinas son factores de 

virulencia cruciales en la aeromoniasis. Se han encontrado que en la mayoría de los 

aislamientos de A. hydrophila de tilapia, carpa, bagre de canal los genes de aerolosina 

(aer) y enterotoxina citotóxica (act) y la hemolisina (hly) eran las más prevalentes (Nhinh 

et al., 2021; Ahangarzadeh et al., 2022; Ibrahim et al., 2022) independiente del origen 

geográfico. El gen aer codifica la toxina formadora de poros que termina uniéndose a los 

receptores de la membrana de la célula diana causando la destrucción de la permeabilidad, 

la lisis osmótica y la muerte celular de las células epiteliales (Sha et al., 2002). La 

producción de lipasas (lip) provocan daños en el epitelio intestinal (Pessoa et al., 2020) y 
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participa en dañar la estructura de la membrana celular de los tejidos, particularmente, en 

combinación con el gen aer que facilita la colonización e induce más la necrosis celular 

(Chakraborty et al., 2022). 

La actividad hemolítica 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 

glóbulos rojos seguido de anemia (Thomas, 2012; Monir et al., 2020). Durante el 

diagnóstico en este estudio se pudo evidenciar despigmentación en las áreas distales del 

pez (por ejemplo, aleta caudal y branquias). Alaa El-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 acumulación 

de fluidos en el intestino. La presencia de esta toxina y otros genes enterotóxicos pueden 

haber sido claves en los daños ocurridos a nivel del intestino. Sha et al., (2002) encontró 

que en cepas de Aeromonas aislada habría una participación 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 secreción de líquido en el intestino 

(Chopra et al., 2000).  

En C. macropomum, el signo neurológico más común se encuentra la perdida de 

equilibrio y la reducción de la respiración. De acuerdo con Días et al., (2016) indicó que 

la expresión de la acetilcolinesterasa propia de la bacteria actúa como un narcótico sobre 

el sistema nervioso central. 

Algunos casos de peces infectados experimentalmente con A. hydrophila mostraron 

cambios histopatológicos como denegación vacuolar y necrosis celular (Hal & El-

Barbary, 2020; Wang et al., 2020). En este estudio, los resultados histopatológicos fueron 

similares a reportes anteriores. Por ejemplo, en los órganos internos se observaron necrosis 

en los túbulos renales, congestión 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. Además, dentro del hallazgo se observó que el grupo T4 no sería 

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 

químicos de inactivación como el formaldehido y peróxido de hidrógeno, así como, otros 

métodos aplicando dosis altas de antígeno y el uso de adyuvantes para mejorar la eficacia 

de las vacunas y la respuesta inmunitaria en peces amazónicos durante la etapa de pre-

cría. 
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