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ENFERMEDADES INFECCIOSAS E INMUNOPROFILAXIS 

EN ACUICULTURA 

La acuicultura se define como el cultivo de organismos acuáticos que implica 

algún tipo de intervención en el proceso de crianza para mejorar la producción, así 

como la propiedad individual o empresarial del stock cultivado, la planificación, 

desarrollo y operación de sistemas, sitios, instalaciones y prácticas de acuicultura y 

la producción y el transporte (Modificado de FAO Fisheries and Aquaculture 

Department, 2008). 

De acuerdo con la  FAO (FAO Fisheries and Aquaculture Information and 

Statistics Service [FAO FIPS], 2011) la producción mundial de pescado, crustáceos 

y moluscos alcanzó los 144,6 millones de toneladas en 2009, pero mientras que la 

producción de la pesca de captura se ha mantenido en un nivel en torno a los 90 

millones de toneladas desde 2001, la producción acuícola ha seguido mostrando un 

fuerte crecimiento, aumentando a una tasa de crecimiento medio anual del 6,1%, 

pasando de 34,6 millones de toneladas en 2001 a 55,7 millones de toneladas en 

2009. La FAO calculó que la acuicultura aportaría en 2012 más del 50% de 

consumo de pescado (FAO Fisheries and Aquaculture Department, 2010). 

Las condiciones de la acuicultura intensiva, donde se dan altas densidades 

poblacionales, un rápido crecimiento y altos niveles de estrés, traen consigo la 

propensión al desarrollo de enfermedades, especialmente las infecciosas (Newman, 

1993). Así, al incremento de la acuicultura en las últimas décadas se ha asociado 

también un aumento significativo de la incidencia de brotes de enfermedades 

infecciosas, representando estas el mayor obstáculo para el desarrollo de esta 

industria ya que, a menudo, son causantes de pérdidas económicas de gran 

importancia (Noga et al., 2011).  

Las enfermedades infecciosas que afectan a los peces pueden ser causadas 

por diferentes agentes patógenos, incluyendo, virus, bacterias, hongos y parásitos; 

cada uno de estos patógenos requiere un tratamiento distinto y específico para su 
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control. En términos de producción, las enfermedades infecciosas son la causa 

mayoritaria de las pérdidas económicas en acuicultura debido a la mortalidad de los 

animales, los costes de los tratamientos y el descenso de la producción. Así, las 

pérdidas económicas debidas solo a la mortalidad por enfermedades infecciosas, 

incluso en países desarrollados con buenas prácticas de manejo, pueden suponer al 

menos un 10% del total (Parker, 2001). Para la acuicultura mundial, incluyendo 

aquellos países menos desarrollados donde las prácticas sanitarias acuícolas no son 

tan rigurosas, pérdidas del 10% equivalen a casi 5.000 millones de dólares (Noga et 

al., 2011). 

Además, esa situación hace que sea necesario el uso de de tratamientos para 

el control de las enfermedades (Thompson et al., 2004), generalmente mediante el 

uso de antibióticos y agentes quimioterapéuticos. Sin embargo, existe una creciente 

preocupación acerca del uso de estas sustancias en acuicultura debido a la aparición 

de cepas resistentes, la presencia de residuos en el medio y al efecto perjudicial en 

las poblaciones y ecosistemas microbianos acuáticos. Los antibióticos que se 

utilizan en acuicultura inducen resistencia en microorganismos patógenos y no 

patógenos, lo que es una amenaza tanto para el medio ambiente como para la salud 

del ser humano y de los animales (Sorum, 1998). Por ello, a partir de 1990 se está 

prestando especial atención a la prevención por medio de las mejoras en las 

estrategias de cría, selección genética de cepas tolerantes al estrés y enfermedades 

(Newman, 1993) y, particularmente, mediante el uso de métodos de 

inmunoprofilaxis, incluyendo vacunas e inmunoestimulantes (Yanong, 2008). 

Importancia de la inmunoprofilaxis en acuicultura 

Como se ha indicado anteriormente, para que la industria de la acuicultura 

pueda prosperar en un futuro es un requisito que las pérdidas ocasionadas por las 

enfermedades y, especialmente, el uso de antibióticos se mantengan en valores 

mínimos (Gudding et al., 1999; Thompson et al., 2004).  

En ese sentido, se considera que la inmunoprofilaxis,  que incluye la 

estimulación de la inmunidad innata, mediante inmunoestimulantes, y de la 
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adquirida por vacunación  (Thompson et al., 2004; Hastein et al., 2005; Sommerset 

et al., 2005;), constituye uno de los cimientos para el desarrollo de una acuicultura 

sostenible (Gudding et al., 1999). Generalmente, la inmunoprofilaxis produce un 

efecto positivo en la producción, reduciendo las pérdidas económicas provocadas 

por las enfermedades. Por ejemplo, en Noruega el uso de antibióticos se ha visto 

reducido desde aproximadamente 47 toneladas a una desde que la vacunación se ha 

convertido en una estrategia común para el control de las enfermedades bacterianas 

en piscifactorías (Markestad et al., 1997). 

Los primeros intentos de inmunización de peces datan de los años 1930, pero 

no fue hasta mediados de los 70 del siglo pasado cuando se comercializaron las 

primeras vacunas. Durante la década de 1980, simultáneamente al crecimiento 

global de la acuicultura, se incrementó el interés por el desarrollo y la aplicación de 

vacunas, inicialmente frente a enfermedades bacterianas (Newman, 1993).  

Generalmente, hoy en día, la vacunación es parte de la rutina de trabajo de las 

piscifactorías para el control de los brotes de enfermedades bacterianas (Hastein et 

al., 2005). Por ejemplo, en salmonicultura los peces son vacunados entre tres y cinco 

veces durante su ciclo de producción, normalmente usando vacunas multivalentes, 

de modo que la productividad ha aumentado gracias a la vacunación (Sommerset et 

al., 2005). 

En el caso de los peces, debido a la importancia relativa de los sistemas 

defensivos innatos frente al lento desarrollo de las respuestas antígeno-específicas, el 

uso de inmunoestimulantes puede ser satisfactorio desde el punto de vista de la 

producción (Bostock et al., 2010; Oliva-Teles, 2012). Sin embargo, el uso de 

inmunoestimulantes requiere un aporte continuo de los mismos ya que la protección 

inespecífica es de baja intensidad y corta duración (Galindo-Villegas et al., 2004). 

Por otro lado, este método tiene la ventaja de producir una protección contra una 

amplia variedad de agentes infecciosos, especialmente bacterianos  (Sakai, 1999; 

Magnadóttir, 2010).  
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No obstante, frente a algunas enfermedades muy virulentas y especialmente 

en ciclos de producción largos, la vacunación presenta claras ventajas de efectividad 

y, a la postre, económicas. Aunque en los peces, especialmente en salmones y 

truchas, el desarrollo de la inmunidad antígeno-específica es lento y no existe una 

respuesta secundaria comparable a la de los vertebrados homeotermos  (Plouffe et 

al., 2005; Magnadóttir, 2006), la vacunación produce una protección potente y de 

relativa larga duración (Hastein et al., 2005; Plant et al., 2011).  

Así, el número de enfermedades que pueden ser controladas actualmente 

mediante vacunación está creciendo gracias a la inversión en el desarrollo de nuevas 

vacunas para acuicultura y a la disponibilidad de nuevas tecnologías de vacunación 

(Plant et al., 2011). El creciente desarrollo de las técnicas moleculares así como de 

la ingeniería genética incrementa las oportunidades de mejorar las vacunas frente a 

distintos patógenos así como de desarrollar técnicas nuevas que mejoren la eficacia 

de esta técnica de inmunoprofilaxis (Gómez-Casado et al., 2011). 

Además, el incremento en la diversidad de las especies cultivadas, así como 

el desarrollo de vacunas para otros tipos de microorganismos, está provocando un 

aumento constante en el uso de vacunas en acuicultura. Actualmente, en relación 

con enfermedades bacterianas, existen vacunas comerciales (Tabla 1) frente a 

vibriosis, furunculosis, yersiniosis o enfermedad de la boca roja, pasteurelosis, 

síndrome del alevín de trucha arcoíris por agua fría (“Cold water disease”), 

enfermedad de la úlcera invernal (“Winter ulcer disease”), edwardseliosis, 

streptococosis y lactococosis (Hastein et al., 2005; Midtlyng, 2006), y muchas otras 

vacunas experimentales están en desarrollo. La protección proporcionada por estos 

productos comerciales es generalmente buena y como resultado de su utilización los 

niveles de antibióticos utilizados para controlar las enfermedades bacterianas en las 

piscifactorías se han visto reducidos (Thompson et al., 2004).  

Igualmente, ha comenzado a ser habitual el uso de algunas vacunas 

antivirales (Plant et al., 2011) que han demostrado ser eficaces, la mayoría de ellas 

basadas en virus inactivados o en subunidades proteicas recombinantes. Por 
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ejemplo, se ha comercializado una vacuna inactivada frente a enfermedad 

pancreática (PD, causada por un alfavirus acuático) disponible en Irlanda, frente a la 

anemia infecciosa de salmón (ISA, causada por un ortomixovirus) disponible en 

Canadá y EEUU y vacunas de DNA frente a VHSV (virus de la septicemia 

hemorrágica viral) y IHNV (virus de la necrosis hematopoyética infecciosa) 

(Sommerset et al., 2005)  (Tabla 1). 

VACUNAS FRENTE A ENFERMEDADES EN TRUCHA ARCOÍRIS 

Vibriosis clásica Listonella anguillarum O1 

Yersiniosis Yersinia ruckeri 

Furunculosis Aeromonas salmonicida subsp. Salmonicida 

Furunculosis atípica A. salmonicida subsp. Achromognes 

BKD Renibacterium salmoninarum 

Piscirickettsiosis Piscirickettsia salmones 

Lactococcosis Lactococcus garviae 

Streptococcosis Streptococcus iniae, S. uberis 

IHN Virus de la hematopoyesis infecciosa 

VHS (investigación) Virus de la septicemia hemorrágica viral 

Enfermedad del sueño (investigación) Alfa virus de salmónidos 

Tabla 1.  Algunas vacunas comerciales y en desarrollo frente a enfermedades en 

trucha arcoíris.  Modificado de Hastein et al., 2005. 

Sin embargo, en general, esos tipos de vacunas antivirales no son tan eficaces 

como las vacunas contra enfermedades bacterianas. Por ello, se han seguido dos 

estrategias distintas para el desarrollo de vacunas antivirales en peces. Por una parte, 

se han desarrollado vacunas antivirales vivas atenuadas, que proporcionan buenas 

condiciones de protección, administración y coste (Lopez-Doriga et al., 2001; 

Ronen et al., 2003), pero que tienen el inconveniente para su uso comercial en los 

aspectos de bio- y ecoseguridad de las mismas, por la posibilidad de reversión de la 

virulencia. La otra estrategia de desarrollo de vacunas contra virus en acuicultura 
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consiste en el uso de vacunas de DNA (Jiménez et al., 2005; Kurath, 2008). Una 

vacuna de este tipo, contra el virus causante de la necrosis hematopoyética 

infecciosa (IHN) en salmones ya ha sido licenciada y está en uso comercial en 

Canadá (Corbeil et al., 1999). No obstante, su uso no está permitido en Europa, ya 

que la farmacopea europea no permite su licenciamiento para la acuicultura. 

Tipos de vacunas utilizados en acuicultura 

Vacunas inactivadas (bacterinas) 

Las vacunas más comunes para inmunizar peces son aquellas que se basan en 

preparaciones de bacterias inactivadas mediante calor o formalinización.  Este tipo 

de vacunas inducen una buena respuesta humoral pero son menos eficaces a la hora 

de producir una respuesta celular o de las mucosas (Smith, 2000; Yanong, 2008)  

Se han desarrollado vacunas inactivadas por formalinización para 

organismos gram negativos como L. (Vibrio) anguillarum, Vibrio ordalii, Aliivibrio 

(Vibrio) salmonicida y Y. ruckerii. Estas proporcionan buenos resultados cuando los 

serotipos utilizados en la preparación de la vacuna cubren todo el campo de cepas 

existentes y cuando la vacuna se usa correctamente. La administración se hace por 

inyección o inmersión y apenas presentan efectos colaterales (Gudding et al., 1999). 

Para algunas enfermedades, incluyendo infecciones con A. salmonicida subs. 

salmonicida, solo mediante inmunización por inyección con bacterinas con 

adyuvante se consiguen niveles aceptables de protección (Midtlyng, 1996a; 

Midtlyng et al., 1996b; Ingilæ et al., 2000). 

Vacunas de componentes bacterianos (subcelulares) 

En este tipo de vacunas se utilizan fragmentos celulares y/o  

macromoléculas, como fimbrias, flagelos, toxinas inactivadas, polisacáridos 

capsulares, más o menos purificados, así como antígenos recombinantes, como 

componentes antigénicos de la vacuna (Smith, 2000; Yanong, 2008). El uso de estos 

productos elimina los problemas asociados con la reversión de la bacteria a una 

forma virulenta, y se usan como alternativa cuando las bacterinas no proporcionan la 
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protección deseada. Las exotoxinas secretadas por las bacteria contienen muchos de 

los productos responsables de producir daños durante la infección, por tanto, tienen 

que ser desactivadas, generalmente mediante formalinización, antes de ser 

inyectadas (Smith, 2000).  

Vacunas vivas atenuadas 

La inoculación con vacunas vivas es realmente una infección, que no causa 

enfermedad pero que permite que la cepa vacunal se reproduzca en los animales 

vacunados, produciéndose así una diseminación y presentación efectiva del 

antígeno, durante un periodo más o menos extenso de tiempo (Shoemaker et al., 

2009). Este tipo de vacunas estimulan tanto la respuestas inmunitarias innatas y 

adquiridas humoral y celular (Marsden et al., 1996; Yanong, 2008) e inducen 

memoria (Smith, 2000). Económicamente hablando son de desarrollo sencillo y 

requieren bajas dosis de administración debido a su multiplicación en el pez 

(Gudding et al., 1999). 

En acuicultura se han desarrollado vacunas vivas experimentales contra 

enfermedades víricas y bacterianas. Inicialmente, se desarrollaron vacunas atenuadas 

contra virus, como los causantes de la VHS, la IHN, la necrosis infecciosa 

pancreática (IPN) y la viremia primaveral de carpas (SVC) (Fryer et al., 1976; 

Jørgensen, 1982; Fijan, 1988; Christie, 1997), pero también se han utilizado de 

forma experimental diversas vacunas bacterianas atenuadas contra enfermedades de 

alto impacto económico, como furunculosis, edwardsiellosis, vibriosis o la 

enfermedad bacteriana del riñón (BKD) (Shoemaker et al., 2009). 

Una de las mayores desventajas que presentan las vacunas vivas atenuadas es 

la potencial reversión a la forma virulenta (Thompson et al., 2004). Por ello, frente a 

los métodos clásicos de atenuación, como los pases in vitro, mutagénesis química o 

el aislamiento de cepas mutantes espontáneas de baja virulencia, se está abriendo 

paso el uso de cepas en las que, mediante técnicas de DNA recombinante, se han 

introducido mutaciones definidas que afectan a genes de virulencia, genes de rutas 

metabólicas esenciales o genes “house-keeping” (Detmer et al., 2006).  En cualquier 
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caso, por el momento, las vacunas vivas atenuadas no se pueden licenciar para su 

uso en acuicultura, aunque se han permitido ensayos de campo en la industria del 

pez gato en Estados Unidos con una vacuna contra Edwardsiella ictaluri (Gudding 

et al., 1999). 

Vacunas de DNA 

Este tipo de vacunas se basan en la inyección intramuscular de DNA 

desnudo. Los genes adecuados del patógeno son clonados en plásmidos y por medio 

de la inyección en el pez, los genes se expresan extracromosomalmente en los 

propios tejidos del animal (Thompson et al., 2004). De esta forma, se consigue la 

expresión en el organismo vacunado del antígeno específico en una forma que 

induzca una respuesta inmunitaria adecuada (Lepa et al., 2010; Gómez-Casado et 

al., 2011). Así, en mamíferos, este tipo de vacunas induce una respuesta inmunitaria 

específica con producción de anticuerpos, células T-cooperadoras (T-helper) así 

como células citotóxicas (Gudding et al., 1999). 

Las vacunas de DNA presentan muchas ventajas sobre las vacunas 

convencionales, siendo más fáciles de usar y almacenar, y de producción barata. 

Además no existe la posibilidad de reversión a forma virulenta.  

En acuicultura la investigación de vacunas de DNA se ha centrado en 

vacunas virales. Las glucoproteínas de los virus causantes de la VHS y de la IHN en 

trucha arcoíris causan la producción de niveles moderados de anticuerpos 

protectores y neutralizantes bajo condiciones experimentales (Lorenzen et al., 1993). 

Una vacuna de este tipo, contra el virus causante de IHN en salmones ya ha sido 

licenciada y está en uso comercial en Canadá  (Corbeil et al., 1999) y otras están en 

desarrollo o ya se ha demostrado su eficacia, como las vacunas contra la VHS 

(McLauchlan et al., 2003; Chico et al., 2009). 

Adyuvantes 

Las primeras vacunas de peces, desarrolladas en la década de los 70 del siglo 

pasado, casualmente contenían potentes inmunógenos de Y. ruckeri, L. anguillarum 
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o V. ordalli, que proporcionaban una fuerte respuesta en trucha arcoíris (Thompson 

et al., 2004). Sin embargo, cuando se utilizan  antígenos más débiles, como es el 

caso de los de A. salmonicida, patógeno causante de la furunculosis, es necesario el 

uso de adyuvantes para obtener un nivel aceptable de protección (Midtlyng, 1996a). 

En salmónidos, una única inyección de vacunas con adyuvantes basados en aluminio 

o glucanos induce una protección aceptable, sin embargo, la duración es 

relativamente corta (Gudding et al., 1999), mientras que los adyuvantes oleosos 

inducen una mayor protección y más duradera en el tiempo (Midtlyng, 1996a; 

Midtlyng et al., 1996b; Midtlyng et al., 1996c). Los adyuvantes oleosos se usan 

ampliamente hoy en día en las bacterinas inyectables comerciales. 

Los adyuvantes actúan de distintos modos. Por un lado, el antígeno es 

retenido en puntos donde se encuentra en alta concentración o, en el caso de los 

emulsionados en gotitas de aceite,  liberado de modo gradual a lo largo del tiempo, 

lo que permite una respuesta inmunitaria más fuerte y duradera (Smith, 2001). 

Además, inducen una respuesta inflamatoria, que atrae leucocitos a la zona de 

inyección. Estas células engloban el antígeno y lo transportan a los tejidos linfoides 

donde las células presentadoras de antígenos (APCs) los presentan a los linfocitos, 

que son quienes en última instancia producen una respuesta inmunitaria específica y 

memoria inmunológica frente al patógeno (Thompson et al., 2004). 

Generalmente, los adyuvantes de las bacterinas inyectables provocan 

reacciones locales con granulomas en el sitio de inyección. Los adyuvantes oleosos 

son los que inducen las reacciones más adversas que, en algunas ocasiones, han 

afectado a la tasa de crecimiento y al bienestar de los peces, así como a la calidad 

del producto final (Midtlyng et al., 1998). 

Métodos de vacunación 

Los peces pueden ser inmunizados de tres modos, mediante inyección, 

preferentemente intraperitoneal (i.p.) o intramuscular; mediante inmersión o baño, 

introduciendo al pez en una solución diluida de la vacuna; u oralmente, 

introduciendo la vacuna en el alimento del pez (Yanong, 2008). Estos métodos 
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tienen diferentes ventajas y desventajas con respecto al nivel de protección, efectos 

colaterales, practicidad y coste-eficiencia (Gudding et al., 1999). Aunque se han 

desarrollado y ensayado diversos métodos de vacunación en peces (Plant et al., 

2011), solo los métodos de inyección y de inmersión han sido desarrollados a escala 

industrial, y en la producción comercial de salmónidos ambos tipos de vacunaciones 

son prácticas establecidas e integradas como parte de las rutinas de producción. 

Inyección 

Este método de administración, generalmente intraperitoneal o 

intramuscular, proporciona unos rendimientos de respuesta muy buenos en los peces 

vacunados, y es mejor que la que se obtiene por inmersión o administración oral 

(Evelyn, 1997). Presenta la ventaja de que se pueden utilizar los antígenos a las 

dosis adecuadas para proporcionar una respuesta inmunitaria fuerte y además se 

pueden añadir adyuvantes e inmunoestimulantes para aumentar el nivel y prolongar 

la duración de esta. Sin embargo, el procedimiento es mucho más laborioso y 

provoca unos niveles altos de estrés en los peces, con aumento de la producción de 

corticosteroides  lo que se asocia con inmunosupresión (Spelid et al., 1996), pero a 

pesar de esto los peces son capaces de desarrollar una respuesta inmunitaria contra la 

vacuna. Este procedimiento no es válido para peces con un tamaño inferior a los 15 

gramos. 

Inmersión o baño 

La vacunación por inmersión proporciona niveles intermedios de protección 

entre la inyección y la administración oral (Evelyn, 1997). Sin embargo presenta 

muchas ventajas con respecto a la vacunación por inyección (Nakanishi et al., 1997). 

Causa menos estrés en los peces y es menos laboriosa. La desventaja radica en que 

solo es práctica para usarse en peces de pequeño tamaño, aunque peces más grandes 

pueden vacunarse mediante rociado con espray. 

Existen distintos métodos de vacunación por inmersión, siendo la inmersión 

directa el más usado para la administración de vacunas comerciales. Existen 
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diversos factores que pueden influir en la captura del antígeno durante la inmersión,  

entre los más importantes la concentración de éste en la vacuna y la duración de la 

inmersión, de modo que cuanto más corto es el tiempo de inmersión menos eficaz es 

la vacunación (Ototake et al., 1999). 

Administración oral 

La administración oral es el método ideal de vacunación ya que la vacuna se 

incorpora en la comida del pez. Es mucho menos laborioso que los métodos 

anteriores y puede utilizarse para vacunar un gran número de peces de todos los 

tamaños. No se produce estrés debido a la manipulación de los peces. Sin embargo, 

la mayor desventaja son los bajos niveles de protección que se logran así como la 

corta duración de esta (Thompson et al., 2004). Una de las principales causas de los 

bajos niveles de protección es la degradación del antígeno por parte de los fluidos 

gástricos, de modo que cuando son absorbidos los antígenos pueden estar ya 

desactivados. 

El número de vacunas orales comercializadas es muy bajo, y además estas 

suelen usarse como vacuna de refuerzo más que como la forma primaria de 

inmunización. 

SITUACIÓN ACTUAL DEL CULTIVO DE TRUCHA 

ARCOÍRIS 

La trucha arcoíris (Figura 1), Oncorhynchus mykiss (Walbaum,  1972), 

perteneciente a la clase Actinopterygii, orden Salmoniformes, familia Salmonidae, 

es una especie nativa de las cuencas que desembocan en el Pacífico en Norte 

América, abarcando desde Alaska a México y desde 1874 ha sido introducida en las 

aguas de todos los continentes, excepto el Antártico, con propósitos recreativos, 

como la pesca deportiva, y principalmente para su acuicultura.  
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Figura 1. Oncorhynchus mykiss. (Tomado de 

http://www.southforkoutfitters.com/FishingDetails/FishSpeciesInfo.html). 

La trucha arcoíris presenta unas características que favorecen su cultivo: es 

de cría  fácil, los alevines son grandes en comparación con la mayoría del resto de 

especies acuícolas y pueden ser iniciados fácilmente en la alimentación con una 

dieta artificial. Crecen rápidamente, aproximadamente 2,5 cm por mes a la 

temperatura ideal del agua, que son los 15 ºC, y alcanzan la talla de mercado (400 a 

650 g) entre los 10 y 13 meses de edad. Además puede soportar temperaturas entre 

los 0 º y 28 ºC y cría satisfactoriamente entre los 2 º y los 12 ºC. 

El monocultivo es la práctica más común en el cultivo de trucha arcoíris y, 

para hacer la operación económicamente rentable, se considera necesario el uso de  

sistemas intensivos en la mayoría de las situaciones. Gracias a esto, la producción de 

trucha arcoíris ha crecido exponencialmente desde los años 1950 (Figura 2), 

especialmente en Europa y más recientemente en Chile, que es actualmente el mayor 

productor. Noruega, Francia, Italia, España, Dinamarca, EE.UU., Alemania, Irán y 

el Reino Unido son también importantes productores. 

La producción acuícola en España se situó en el año 2010 en más de 281.200 

toneladas, de las que 263.503,92 correspondieron al cultivo de especies marinas 

(93,7% del total de la producción) y el resto a la acuicultura continental (17.701,41  

toneladas; 6,3% de la producción total) (Figura 3). El valor estimado de la 

producción acuícola en este año fue de 380.445.946 EUR, de la cual 30.081.558 

EUR corresponden a la producción de trucha (FAO Fisheries and Aquaculture 

Department, 2005-2012). 

http://www.southforkoutfitters.com/FishingDetails/FishSpeciesInfo.html
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Figura 2. Producción de acuicultura global de Oncorhynchus mykiss (FAO Fisheries 

and Aquaculture Department, 2005-2011). 

 

 

Figura 3. Producción de la acuicultura de España (a partir de 1950) (FAO Fisheries 

and Aquaculture Department, 2005-2012).  
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En cuanto a la acuicultura continental en España, su desarrollo se ha centrado 

en la producción de trucha, debido a la alta calidad de los recursos acuáticos 

continentales existentes en España. Así, la trucha arcoíris supone el 7% de la 

producción acuícola total y el 99% de la producción de acuicultura continental 

española. 

Existen una gran variedad de enfermedades y parásitos que pueden afectar a 

la trucha arcoíris en acuicultura, incluyendo bacterias, virus,  parásitos y hongos 

(Tabla 2). 

ENFERMEDAD AGENTE SÍNDROME 

VIRALES 

Necrosis Pancreática 

Infecciosa (IPN) 

IPNV 

(Birnavirus) 

Natación errática, eventualmente hasta el fondo 

del tanque donde ocurre la muerte 

Necrosis 

Hematopoyética 

Infecciosa (IHN) 

IHNV 

(Rhabdovirus) 

Natación errática eventualmente flotando al revés 

mientras respiran rápidamente después de lo cual 

ocurre la muerte; ojos hinchados; pérdida de 

sangre desde la base de las aletas pectorales, aleta 

dorsal y orificios respiratorios 

Septicemia 

Hemorrágica Viral 
(VHS) 

VHSV  

(Rhabdovirus) 

Ojos hinchados, en algunos casos, ojos 

sangrantes; branquias pálidas; abdomen hinchado; 
letargo 

Enfermedad del 

sueño 

SAV 2 

(Alphavirus) 

Peces recostados de cúbito lateral en el fondo del 

tanque por necrosis del músculo esquelético rojo. 

Falta de apetito, nado errático, letargo, exoftalmia, 

distensión abdominal, emaciación. 

PARASITARIAS 

Punto blanco 
Ichthyophthirius 

multifilis 

Parches o manchas blancas sobre el cuerpo; los 

peces se ponen letárgicos; intentan remover los 

parásitos frotándose contra los costados del 

tanque 

Enfermedad del 

torneo 

(Myxosomiasis) 

Myxobolu 

cerebralis 

Oscurecimiento de la piel; natación de manera 

giratoria; deformaciones alrededor de las 

branquias y aleta caudal; la muerte ocurre 

eventualmente 

Girodactilosis 

gusanos planos 
Gyrodactylus sp. 

Parásitos fijados a las aletas caudal y anal; 

erosiones en el cuerpo y aletas, dejando lesiones 

que son atacadas por Saprolegnia 

FÚNGICAS 

Saprolegniasis 
Saprolegnia 

diclina 

Crecimiento de manchas blanquecinas en el 

tegumento, especialmente el dorso. 

 

 



Introducción 

25 

 

ENFERMEDAD AGENTE SÍNDROME 

BACTERIANAS 

Furunculosis 
A.salmonicida 

subsp. salmonicida 

Inflamación del intestino; enrojecimiento de las 

aletas; furúnculos sobre el cuerpo; aletas 

pectorales infectadas; muerte de tejidos 

Furunculosis atípica 

A.salmonicida 

subsp. mascoucida y 

achromogenes 

Disminución del apetito, letargo.  Septicemia 

hemorrágica. Hemorragia periocular, ano 

hemorrágico, descamación y despigmentación 

de la piel. 

Septicemia 

hemorrágica 
A. hydrophila   

Lesiones más pequeñas sobre el cuerpo que se 

convierten en llagas abiertas; las aletas se 

enrojecen y los tejidos se rompen 

Vibriosis 
L. anguillarum (V. 
anguillarum) 

Pérdida de apetito; enrojecimiento de las aletas 

y áreas alrededor de orificios respiratorios y 
boca; a veces pérdida de sangre alrededor de la 

boca y branquias; alta mortalidad potencial 

BKD (Enfermedad 

Bacteriana del Riñón) 
R. salmoninarum 

Lesiones blanquecinas en el riñón; pérdida de 

sangre desde los riñones e hígado; algunos 

peces pueden perder el apetito y nadar cerca de 

la superficie; apariencia de color oscuro 

Enfermedad 

bacteriana de las 

agallas 

Myxobacterium 

Pérdida de apetito; hinchazón y enrojecimiento 

de las branquias; eventualmente los filamentos 

de las branquias forman una masa juntos y se 

ponen más pálidos con una secreción que 

bloquea la función de las branquias en etapas 

posteriores 

Yersinisosis 
(enfermedad de la 

boca roja, ERM) 

Y. ruckeri 

Letargo, oscurecimiento, exoftalmia, 

congestión de los vasos de la zona oral y 
hemorragias en la boca (a veces en el opérculo 

branquial). 

Lactococcosis L. garviae 

Letargo, exoftalmia, hemorragias en piel y 

globos oculares. Congestión de órganos 

internos. Alta mortalidad 

Flavobacteriosis 
Flavobacterium 

psychrophilum 

Oscurecimiento, erosiones y ulceramientos en 

la piel. Necrosis de aletas y branquias. 

Descamación de aleta caudal. Nado errático y 

movimientos espiralados en peces muy jóvenes. 

Flexibacteriosis 
Flexibacter 

columnaris 

Manchas blanquecinas que pueden derivar en 

ulceras. Movimiento zigzagueante. 

Streptococcosis S. iniae, S. uberis 

Falta de apetito, letargo y adelgazamiento. 

Petequias, abdomen ascítico, esplenomegalia e 

hígado friable. 

Piscirickettsiosis P. salmonis 
Oscurecimiento, anorexia y letargo. 

Comportamiento irregular al nadar. 

Ulceración invernal Moritella viscosa 
Ulceras epidérmicas circulares, en lesiones 
subagudas quedan expuestas las vísceras, 

hígado pálido con petequias. 
 

Tabla 2.  Enfermedades que afectan a la trucha arcoíris en acuicultura (modificado 

de FAO Fisheries and Aquaculture Department, 2005-2011; Hastein et al., 2005; 

Sommerset et al., 2005). 
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PATOLOGÍAS INFECCIOSAS POR AEROMONAS EN EL 

CULTIVO DE TRUCHA ARCOÍRIS 

Dentro de las enfermedades bacterianas que afectan a los cultivos de O. 

mykiss, destacan las producidas por patógenos del género Aeromonas, especialmente 

A. salmonicida en la salmonicultura y A. hydrophila en especies piscícolas que se 

cultivan a temperatura del agua que oscila entre 18 º y 28 ºC (Austin et al., 1999). A 

continuación, se presenta una breve descripción del género Aeromonas y, con más 

detalle, de A. hydrophila. 

El género Aeromonas, junto con Oceanimonas y Tolumons, pertenece a la 

familia Aeromonadaceae (Janda et al., 2010) de la clase de las Gamma-

proteobacterias. Según la 9ª edición del manual Bergey, las aeromonas se clasifican 

en dos grupos principalmente: aeromonas psycrófilas, no móviles, con temperaturas 

óptimas de crecimiento entre 22-25 ºC que infectan reptiles y peces; y el grupo más 

grande constituido por aeromonas mesófilas, móviles, con temperaturas óptimas de 

crecimiento entre 35-37 ºC (Parker et al., 2011). 

Los microorganismos del género Aeromonas son bacterias bacilares gram 

negativas, con extremos redondeados y un tamaño de entre 1 y 3,5 μm. Pueden 

aparecer de modo individual o por parejas y en ocasiones formando cadenas cortas 

(Holt, 1994). Son anaerobios facultativos, citocromo oxidasa, catalasa e indol 

positivos. Las aeromonas producen una serie de factores de virulencia como 

hemolisinas, incluyendo la aerolisina, proteasas, adhesinas, invasinas, enterotoxinas, 

fosfolipasa y lipasa (Parker et al., 2011). 

 Aeromonas spp. crecen bien en medios rutinarios de laboratorio, incluyendo 

Luria Bertani, MacConkey’s, agar entérico de Heckteon, agar nutritivo y agar 

sangre. La mayoría de aeromonas puede crecer en un amplio rango de temperaturas 

(4-42 ºC). La tolerancia al pH y a la concentración de sal varía entre especies siendo 

la concentración óptima de NaCl entre 0,3 y 5 % (Parker et al., 2011). 
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En relación con la acuicultura, A. salmonicida y A. hydrophila son las 

especies que mayores pérdidas producen.  A. salmonicida está presente en ambientes 

acuáticos con una temperatura óptima de crecimiento entre 20-25 ºC (Holt, 1994) y 

comprende diferentes subespecies: A. salmonicida subsp. salmonicida o A. 

salmonicida típica y  A. salmonicida subsp. achromogenes y A. salmonicida subsp. 

mascoucida o A. salmonicida atípica.  A. salmonicida típica es el patógeno causante 

de la furunculosis en peces. En el pasado se asoció más con salmónidos ya que estos 

eran las principales especies cultivadas en acuicultura. En los años 80, antes de la 

existencia de una vacunación efectiva, las pérdidas de salmones en granjas de agua 

salada podían alcanzar el 15-20 % por año (Ellis, 1997). Por su parte, A. salmonicida 

atípica ha sido asociada con la furunculosis atípica en salmón atlántico en Islandia, 

enfermedad ulcerativa en carpín dorado (Carassius auratus) y la eritrodermatitis en 

carpa (Cyprinus carpio). 

A. hydrophila es una aeromona móvil, catalasa positiva, que convierte el 

nitrato en nitrito y ureasa negativa (Edberg et al., 2007). Está presente en ambientes 

acuáticos de todo el mundo y tiene una temperatura óptima de crecimiento entre 

20-35 ºC (Holt, 1994). A. hydrophila es resistente a ampicilina (Austin et al, 1999) y 

está relacionada con enfermedades en humanos y otros mamíferos, aves y réptiles y 

también en animales acuáticos (Janda et al., 1988; Altwegg et al., 1989; Paniagua et 

al., 1990; Vivas, 2003). 

En la acuicultura, A. hydrophila provoca enfermedades en gran variedad de 

especies de agua dulce (Newman, 1993; Thune et al., 1993), siendo particularmente 

problemática en aguas cálidas, donde se asocia con la septicemia y al síndrome de la 

enfermedad ulcerativa (UDS) por aeromonas móviles (Borrego et al., 1991). Así, 

durante la pasada década, se han atribuido a  A. hydrophila  grandes mortandades de 

peces cultivados en todo el mundo, incluyendo, 25.000 carpas comunes en St. 

Laurence River en 2001, 820 toneladas de carpín dorado en Indonesia en 2002, así 

como elevadas pérdidas de pez gato en Minessota y Dakota del Norte en 2007, 

siendo la causa de enormes pérdidas económicas (Janda et al., 2010).  
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Los brotes de esta enfermedad normalmente ocurren sólo cuando el pez está 

inmunológicamente comprometido a causa del estrés, bien debido a una alta 

densidad de individuos o por otras enfermedades en curso (Stevenson, 1988). 

Dependiendo de la especie hospedadora, la cepa o la dosis bacteriana y las 

condiciones ambientales (ej. temperatura), la enfermedad puede ser aguda, crónica o 

estar latente, con síntomas que incluyen lesiones en las superficies, exoftalmia, 

distensión abdominal, necrosis muscular y úlceras dérmicas (LaPatra et al., 2009). 

A. hydrophila produce diversos determinantes de virulencia (Yu et al., 2005), 

incluyendo citotoxinas y enterotoxinas (Ljungh et al., 1981) y un repertorio de 

enzimas que digieren los componentes celulares, principalmente proteasas y 

hemolisinas (Allan et al., 1981). Otros factores de virulencia, como la capa S 

(Dooley et al., 1988) y la resistencia al suero (Leung et al., 1995), también están 

implicados en el aumento de la resistencia bacteriana al ataque por los mecanismos 

de respuesta no específica del hospedador. Además, se ha descrito que A. hydrophila 

puede inducir apoptosis en macrófagos de mamíferos (Majumdar et al., 2009) y de 

peces  (Shao et al., 2004; Banerjee et al., 2012) como un mecanismo para favorecer 

la infección. 

La enfermedad puede manifestarse de distintos modos, desde una forma 

aguda caracterizada por la septicemia acompañada de hemorragias en la base de las 

aletas, falta de apetito y melanosis, hasta una forma subaguda a crónica en peces 

adultos, consistente en letargo, exoftalmia y hemorragias musculares y en órganos 

internos (Janda et al., 2010). Se cree que la bacteria está presente de modo latente en 

el intestino del animal y que la enfermedad se desarrolla en respuesta al estrés 

(Hiney et al., 1997). 

VACUNAS CONTRA A. hydrophila EN ACUICULTURA 

Al contrario de lo que sucede en la acuicultura de especies de peces de aguas 

templadas y tropicales, el impacto de las infecciones causadas por A. hydrophila en 

especies piscícolas de aguas frías no ha recibido tanta atención, probablemente 
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debido a que se presentan de forma esporádica, bien de forma estacional o asociadas 

a otras infecciones prexistentes (Stevenson, 1988). 

Eso, unido a un diagnóstico muchas veces deficiente, que no llega a 

caracterizar al agente causal a nivel de especie y subespecie, así como a que muchas 

veces estas infecciones no producen mortandades agudas y a la gran variabilidad 

antigénica entre cepas, probablemente explica que, al contrario de lo que ha 

sucedido para prevenir la furunculosis causada por A. salmonicida mediante la 

vacunación (Gudding et al., 1999), no se haya puesto tanto interés en desarrollar una 

vacuna comercial contra A. hydrophila en salmónidos. 

Así, se han desarrollado diversos tipos de vacunas para peces frente a  A. 

hydrophila (Fang et al., 2004) conteniendo: organismos enteros (Lamers et al., 

1985; Leung et al., 1997), proteínas de membrana externa (Rahman et al., 2000), 

productos extracelulares, preparaciones de lipopolisacárido bacteriano (LPS) (Baba 

et al., 1988) y biofilms (Azad et al., 2000). A pesar de que se demostró que estos 

preparados proporcionan diferentes grados de protección en peces, aun no existe una 

vacuna comercial disponible para A. hydrophila (LaPatra et al., 2009), lo que en 

parte puede deberse a la incapacidad de esas vacunas de proporcionar una protección 

cruzada frente a distintas cepas de A. hydrophila. 

Vacuna aroA de A. hydrophila 

Debido al hecho de que, incluso en la acuicultura tropical y subtropical, las 

vacunas contra A. hydrophila que se utilizan son autovacunas de eficacia no  muy 

elevada (LaPatra et al., 2009; Poobalane et al., 2010), siguiendo el camino trazado 

por el interés despertado por el uso de vacunas bacterianas atenuadas que utilizan 

mutantes auxótrofos (Shoemaker et al., 2009), incluida la obtenida para A. 

salmonicida (Thornton et al., 1991; Vaughan et al., 1993), nuestro grupo de 

investigación, en colaboración con el dirigido por el Dr. German Naharro, del 

Departamento de Sanidad Animal de nuestra universidad, desarrollamos un vacuna 

atenuada aroA de A. hydrophila (Hernanz-Moral et al., 1998) y analizamos sus 
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características respecto a la producción, ecoseguridad y capacidad de inducir 

protección heteróloga (Vivas, 2003). 

La mutación en el gen aroA hace a las bacterias auxótrofas para ácido 

4-aminobenzoico (PABA), el ácido 2,3-dihidroxibenzoico (DHB) y para los 

aminoácidos aromáticos triptófano, tirosina y fenilalanina (Pollack et al., 1970; 

Hoiseth et al., 1981). Los estudios de virulencia y persistencia en truchas arcoíris 

(Hernanz-Moral, 2001) demostraron que la cepa aroA de A. hydrophila estaba 

altamente atenuada y que, utilizando un antisuero policlonal frente a  A. hydrophila, 

se observaban fragmentos inmunopositivos de las bacterias en riñón y bazo durante 

los 9 días posteriores a la vacunación (Hernanz-Moral, 2001). 

La vacunación con la cepa aroA de A. hydrophila proporciona un porcentaje 

de supervivencia relativa (RPS) del 75 %  a 18 ºC cuando las truchas son infectadas 

experimentalmente con una dosis equivalente a 20×DL50 de la cepa salvaje AG2 

por vía intraperitoneal (i.p.).  Además, esta vacuna es capaz de conferir protección 

cruzada, con una RPS del 60 %, contra dos cepas virulentas (Hooke y DK30) de A. 

salmonicida (Vivas et al., 2004a), estimulando eficazmente la respuestas 

inmunitarias innata y adquirida, como demuestran los experimentos de Vivas en los 

que se detectaron  aumentos en los niveles de lisozima y antiproteasa en el suero de 

los peces vacunados, estimulación de la respuesta de los leucocitos frente al 

antígeno-O de A. hydrophila y de A. salmonicida (Vivas et al., 2005) y el desarrollo 

de anticuerpos frente a ambas especies de Aeromonas (Hernanz-Moral et al., 1998; 

Vivas et al., 2005). 

La cepa aroA de A. hydrophila fue también caracterizada fenotípica y 

metabólicamente en mayor detalle (Vivas, 2003; Vivas et al., 2004a; Vivas et al., 

2004b). Igualmente, se estudió la influencia del medio y condiciones de cultivo del 

mutante en la eficacia de la vacuna (Vivas et al., 2005) y su comportamiento en 

microcosmos acuáticos (Vivas et al., 2004b). 

Todos estos trabajos demostraron que el mutante aroA de A. hydrophila 

puede ser utilizado en truchas arcoíris como una vacuna viva efectiva y segura 



Introducción 

31 

 

contra infecciones de A. hydrophila y de A. salmonicida, y estaban dirigido a 

establecer las bases de conocimiento sobre la vacuna aroA de A. hydrophila que 

pudieran ser usadas para la comercialización de esta vacuna, atendiendo al marco 

regulatorio para la licencia de este tipo de vacunas (EMEA 2004; Directiva 

2009/9/CE). 

PRINCIPALES CARACTERÍSTICAS DEL SISTEMA 

INMUNITARIO DE TELEÓSTEOS 

Los teleósteos muestran los principales mecanismos de defensa inmunitaria 

presentes en mamíferos (Alvarez-Pellitero, 2008). Son la primera clase de 

vertebrados que presentan elementos tanto de la respuesta inmunitaria innata como 

de la adaptativa (Whyte, 2007). Tradicionalmente se ha dividido el sistema 

inmunitario en innato (no específico) y adquirido (específico). Sin embargo, tanto la 

inmunología de peces como la de mamíferos muestran que estos son sistemas 

combinados. La respuesta innata generalmente precede a la respuesta adaptativa, y 

activa y determina la naturaleza de la respuesta adaptativa, así como coopera con 

ella en el mantenimiento de la homeostasis (Fearon et al., 1996; Fearon, 1997; 

Dixon et al., 2001). 

Al igual que en otros vertebrados la respuesta inmunitaria innata representa 

la primera línea de defensa frente al ataque de patógenos (Alvarez-Pellitero, 2008). 

Esta se fundamenta en el reconocimiento de estructuras moleculares que son únicas 

de los microorganismos, y que conocemos con el nombre de patrones moleculares 

asociados a patógenos (pathogen associated molecular patterns, PAMPs), por 

medio de una serie de receptores (pattern recognition receptors, PRRs) que 

presentan una amplia especificidad y que están codificados en la línea germinal 

(Janeway et al., 2002; Medzhitov et al., 2002; Palti, 2011; Boltaña et al., 2011). 

Los patrones moleculares que son reconocidos por los PRRs son, por 

ejemplo, peptidoglucanos y los lipopolisacáridos (LPS) de la pared bacteriana, el 

β1,3-glucano de hongos, el RNA vírico de doble cadena y el DNA bacteriano. 
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Patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs) es el término colectivo 

utilizado para estas moléculas altamente conservadas que, generalmente, no se 

expresan en organismos pluricelulares (Elward et al., 2003). 

Por otro lado, los PPRs también reconocen señales de peligro representadas 

por moléculas liberadas o expuestas debido a un daño, infección, inflamación o 

apoptosis normal de las células, pero que generalmente no se expresan en la 

superficie de estas (Matzinger, 1998). Esto incluye moléculas como DNA, RNA, 

proteínas de choque térmico y otras chaperonas y oligomanosas de glucoproteínas 

de secreción. 

La respuesta inmunitaria adaptativa recae en la generación de una serie de 

repertorios altamente variables de receptores antigénicos expresados por los 

linfocitos (células)-T (Laing et al., 2011) y -B (Edholm et al., 2009). La variabilidad 

de estos receptores antigénicos está incrementada por los productos de genes de 

activación de la recombinación (RAGs), que generan nuevas regiones de 

reconocimiento de determinantes antigénicos por recombinación somática, 

contribuyendo así  a una respuesta más específica y eficiente contra los patógenos 

(McGuinness et al., 2003; Medzhitov, 2007). 

A pesar de la diferenciación entre distintos tipos de respuesta inmunitaria, 

debemos tener en cuenta que esta es una clasificación artificial y que siempre que un 

agente patógeno ataca al organismo, este se defiende mediante la interacción de la 

mayoría de los elementos que conforman su sistema inmunológico (Flajnik et al., 

2004). 

Una característica de las respuestas inmunitarias en teleósteos, al igual que 

en otros vertebrados poiquilotermos, es su susceptibilidad a los cambios en la 

temperatura externa y a los relacionados con ciclos estacionales, incluyendo el 

fotoperiodo (Zapata et al., 1992; Tort, 2011). En peces, el descenso de la 

temperatura afecta a las respuestas T-dependientes en particular (Clem et al., 1984; 

Bly et al., 1997).  



Introducción 

33 

 

Órganos linfoides 

Los peces carecen de ganglios linfáticos y médula ósea y los principales 

órganos linfoides de teleósteos son el timo, el riñón (pronefros y mesonefros), el 

bazo y los tejidos linfoides asociados a mucosas. 

En teleósteos, el timo es un órgano par, lobulado, presente en la región 

dorsolateral de las cámaras branquiales. Esta rodeado por una cápsula de tejido 

conectivo (Pastoret et al., 1998) y recubierto por el epitelio faríngeo. Debido a su 

posición anatómica se dice que es un órgano intraepitelial, cuyo estroma está 

formado por células retículoepiteliales que forman una red tridimensional en la que 

se encuentran dispersos los timocitos y otras células libres, como son los 

macrófagos, otros leucocitos (granulocitos, células granulares eosinófilas) y células 

mioides (Chilmonczyk, 1983), definiendo los microambientes que permiten el 

desarrollo y producción de linfocitos T competentes (Chilmonczyk, 1992; 

Mohammad et al., 2007). 

La involución tímica que se da en vertebrados superiores no sucede en todos 

los peces, persistiendo en muchos individuos adultos y siendo dependiente también 

de la especie. Cuando se ha descrito, la involución puede darse en asociación al 

envejecimiento y la madurez sexual y puede verse inducida por el estrés, cambios 

estacionales y hormonales (Pastoret et al., 1998; Press et al., 1999). 

El riñón de los teleósteos, formado por el pronefros o riñón cefálico y el 

mesonefros (riñón troncal) es un órgano que tiene función linfohematopoyética, 

además de excretora en el caso del mesonefros (Zapata, 1979; Zapata et al., 1990). 

El tejido linfohematopoyético contiene un estroma y microvascularización formados 

respectivamente por células reticulares, asociadas a fibras conjuntivas reticulares, y 

sinusoides sanguíneos, formados por células endoteliales sinusoidales, de carácter 

fagocítico (Zapata, 1979; Zapata et al., 1990). Entre ellos se disponen las células 

hematopoyéticas, macrófagos y melanomacrófagos, linfocitos y células plasmáticas. 

Estos últimos tienden a estar dispersos, pero en ocasiones pueden formar pequeñas 

agrupaciones (Meseguer et al., 1991; Press et al., 1994). 
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El pronefros es el principal órgano hematopoyético de peces y tiene 

similitudes morfológicas y funcionales con la medula ósea de vertebrados superiores 

(Zapata, 1979; Meseguer et al., 1995). Además de ser el principal sitio de 

producción de células sanguíneas (Zapata, 1979; Zapata, 1981), el pronefros de 

peces tiene una alta capacidad fagocítica (Dannevig et al., 1994), de procesamiento 

de antígenos (Kaattari et al., 1985; Brattgjerd et al., 1996) y de producción de 

anticuerpos y es un locus asociado a la memoria inmunitaria humoral (Ye et al., 

2011), que se ha asociado a los centros melanomacrofágicos (Herraez et al., 1986; 

Tsujii et al., 1990). 

El bazo de teleósteos se localiza normalmente en posición caudoventral con 

respecto al estómago. Está encapsulado por tejido conjuntivo denso, pero no existen 

grandes trabéculas que compartimentalicen al órgano, como ocurre en mamíferos 

(Ellis, 1989). La pulpa roja ocupa la mayor parte del órgano y contiene linfocitos,  

macrófagos y granulocitos, así como sus precursores, dispuestos en una red de 

células reticulares y de sinusoides sanguíneos (Grace et al., 1980; Secombes et al., 

1980).  La pulpa blanca normalmente esta poco desarrollada y contiene centros 

melanomacrofágicos y elipsoides, asociados ocasionalmente a pequeños grupos de 

linfocitos (Press et al., 1994). 

El tejido linfoide asociado a mucosas (MALT) de teleósteos se localiza en la 

piel, branquias e intestino (Salinas et al., 2011). El intestino de los peces carece de 

placas de Peyer, pero presenta abundante tejido linfoide disperso en toda su longitud 

(Press et al., 1999). El MALT presenta poblaciones de células linfoides, células 

plasmáticas, granulocitos y macrófagos (Zapata, 1979; Temkin et al., 1986; Hart et 

al., 1988), algunas de los cuales son intraepiteliales, pero la mayoría se localizan en 

la lámina propia (McMillan et al., 1997; Moore et al., 1998). La respuesta 

inmunitaria asociada al MALT en peces no ha sido bien caracterizada, pero en los 

últimos años se ha descrito que existen clases e isotipos de inmunoglobulinas 

asociadas preferencialmente a la respuesta inmunitaria humoral secretora, 

incluyendo formas monoméricas y tetraméricas de bajo peso molecular de 

inmunoglobulina M (IgM) y en trucha y pez cebra (Danio rerio) también se ha 
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sugerido la presencia de inmunoglobulinas secretoras de la clase  IgT/IgZ (Salinas et 

al., 2011; Zhang et al., 2011). 

 Sistema inmunitario innato 

El sistema inmunitario innato es de gran importancia a la hora de combatir 

las infecciones en peces, debido, básicamente, a la ineficiencia intrínseca de la 

respuesta inmunitaria adquirida de peces y a su naturaleza poiquiloterma. Esto 

resulta en un repertorio de anticuerpos, afinidad de maduración y memoria limitadas 

y una lenta proliferación de linfocitos. La respuesta inmunitaria adquirida de peces 

es, por tanto, lenta en comparación con la instantaneidad y relativa independencia de 

la temperatura de la respuesta inmunitaria innata (Alexander et al., 1992; Ellis, 

2001) 

La activación de los componentes de reconocimiento innatos, a través del 

reconocimiento de los PAMPs por los correspondientes receptores PRRs (Dixon et 

al., 2001; Boltaña et al., 2011;), induce la activación de diversas poblaciones de 

leucocitos, con estimulación de la fagocitosis y de la actividad citotóxica natural, 

producción de citoquinas y de quimioquinas, y la activación del sistema del 

complemento y de otros productos con actividad microbicida, y varios receptores 

celulares (Magnadóttir, 2006). 

La inmunidad innata se divide tradicionalmente en tres compartimentos: 

barreras físicas, factores humorales y componentes celulares. 

Barreras físicas 

Las escamas, el mucus de las superficies de las branquias y la epidermis 

actúan como la primera barrera frente a la infección (Shephard, 1994; Ellis, 2001). 

Además de su eficiencia a la hora de atrapar y eliminar  los patógenos, el mucus de 

los peces contiene parámetros inmunitarios como las lectinas, pentraxinas, lisozima, 

proteínas de complemento, péptidos antibacterianos e Igs (Alexander et al., 1992; 

Rombout et al., 1993; Aranishi et al., 1997). 
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Factores humorales 

En las respuestas innatas intervienen una serie de factores solubles, cuyas 

concentraciones varían en respuesta a infecciones o daños tisulares, afectando a 

distintos procesos de la fase aguda de respuesta. La clasificación de los factores 

humorales se basa normalmente en sus patrones específicos de reconocimiento o en 

sus funciones efectoras (Magnadóttir, 2006; Zhu et al.,2012 ), destacando, agentes 

microbicidas (Nakanishi et al., 2011; Rieger et al., 2011) como la lisozima, el 

sistema del complemento (Nakao et al., 2011), proteína-C-reactiva, quitinasas, 

péptidos antimicrobianos, hemolisinas; productos bacteriostáticos, como la 

transferrina, lectinas (Vasta et al., 2011) y α-precipitina; antiproteasas como la 

α2-macroglobulina; los anticuerpos naturales, producidos en ausencia de 

reorganización génica y sin la estimulación aparente de ningún antígeno específico; 

y las citoquinas, principalmente factor de necrosis tumoral (TNF-α), interleuquina 1 

(IL-1β1), interleuquina 6 (IL-6) y quimioquinas. 

Componentes celulares  

Las células clave en el sistema inmunitario innato son las células fagocíticas 

(neutrófilos y monocito/macrófago) y las células citotóxicas no específicas (NCCs) 

(Frøystad et al., 1998; Neumann et al., 2001; Nakanishi et al., 2011). Además, otros 

leucocitos (dependiendo de la especie de teleósteo), como trombocitos y 

granulocitos acidófilos (Ainsworth, 1992), y células granulares eosinófilas/células 

cebadas (Press et al., 1994; Silphaduang et al., 2001), intervienen en estas respuestas 

con actividades microbicidas y/o proinflamatorias. Además, se ha considerado que 

las células epiteliales y las células dendríticas también participan en la defensa 

innata en peces (Press et al., 1994; Ganassin et al., 1996). 

Sistema inmunitario adaptativo 

La respuesta inmunitaria adaptativa engloba una red compleja de 

mecanismos que se caracterizan por su especificidad para distinguir determinantes 

antigénicos  y la facultad de elaborar memoria inmunológica frente a los mismos. En 
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ella participan una serie de células especializadas, proteínas, genes y mensajes 

bioquímicos que proporcionan los medios necesarios para que el organismo  

reconozca y responda específicamente frente a los antígenos (Uribe et al., 2011). 

Al igual que en mamíferos, en teleósteos la inmunidad adaptativa comprende 

dos tipos de respuestas: la respuesta humoral, mediada por linfocitos-B, que 

producen anticuerpos, y desarrollada básicamente en el medio extracelular, y la 

respuesta celular, mediada por linfocitos-T, incluyendo linfocitos T-colaboradores 

(Th) y citotóxicos (Tc) (Bernstein et al., 1998; Nakanishi et al., 2011). También, 

para la mayoría de los antígenos, el desarrollo de respuestas antígeno-específicas 

requieren de la presencia de APCs que actúan como procesadoras y presentadoras de 

los antígenos (Vallejo et al., 1992a; Vallejo et al., 1992b). De forma semejante, la 

generación de las respuestas inmunohumorales en peces está mediada por la 

cooperación entre linfocitos-B y linfocitos-Th (Miller et al., 1998; Warr, 1998; 

Watts et al., 2001; Laing et al., 2011). 

La existencia de memoria inmunológica en peces se pone de manifiesto por 

el hecho de que sea posible inmunizar o vacunar a los peces frente a diversos 

agentes infecciosos. Este proceso permite al organismo producir una respuesta 

inmunitaria mucho más rápida y eficaz en el segundo o posteriores encuentros con el 

antígeno. En general la respuesta secundaria es más débil en peces que en 

mamíferos, pero los títulos de anticuerpos en esta segunda respuesta alcanzan 

niveles entre 2 y 8 veces superiores a los de la primera, y la cantidad de antígeno 

necesaria para desencadenarla es menor (Arkoosh et al., 1991). No obstante, la 

producción de una respuesta secundaria está condicionada por numerosos factores, 

como la dosis de inmunización primaria, la ruta de administración, y el tiempo 

transcurrido entre los dos contactos con el antígeno. 

Los linfocitos-B de teleósteos poseen receptores superficiales para 

determinantes antigénicos (BCR) capaces de reconocer directamente algunos 

antígenos (como LPS de bacterias gram negativas) proliferando de forma policlonal, 

pero generalmente se requiere la colaboración entre linfocitos-B y -T para generar 
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respuestas inmunitarias humorales óptimas (Kaattari, 1992). La especificidad 

antigénica de los BCR y de las inmunoglobulinas generadas frente a los antígenos es 

debida a procesos de reordenación y mutación somática de los genes de las regiones 

variables de las Igs, mediada por la acción de diversos mecanismos, incluyendo las 

enzimas de recombinación Rag-1 y Rag-2 (Hansen et al., 1995; Hansen, 1997). En 

salmónidos se ha indicado que los linfocitos-B se generan fundamentalmente en el 

pronefros, existiendo diferencias funcionales entre las poblaciones de estas células y 

de las células plasmáticas derivadas de ellas que se alojan en otros órganos (bazo, 

mesonefros, MALT) o en la sangre (Ye et al., 2011).  

Los teleósteos poseen una clase principal de inmunoglobulina efectora, la 

IgM sérica,  formada por tetrámeros del monómero compuesto por cuatro cadenas 

polipeptídicas, dos pesadas (H) y dos ligeras (L), pero existe una considerable 

heterogeneidad inter- e intraespecífica, pudiendo encontrar distintos tipos de cadenas 

pesadas y ligeras. Los teleósteos también poseen  IgD, una clase de inmunoglobulina 

que está presente en todos los vertebrados a excepción de las aves (Bengten et al., 

2002; Edholm et al., 2010), a la que se ha atribuido, además de funcionar como 

receptor antigénico, el estar implicada en las respuestas inmunitarias frente a ciertos 

patógenos y ser mediadora de la respuesta inmunitaria innata (Chen et al., 2009). Por 

otra parte, en el pez cebra,  D. rerio y en O. mykiss se ha descrito la presencia de la 

denominada clase IgZ/IgT, cuyas características físicoquímicas y funcionales aun no 

han sido estudiadas en profundidad, excepto en trucha arcoíris (Zhang et al., 2010), 

donde la IgT sérica se presenta como un monómero y a la que se ha atribuido un 

papel en la defensa humoral específica secretora (Salinas et al., 2011; Zhang et al., 

2011).  

Una característica de la memoria inmunológica humoral adaptativa de 

teleósteos es la no existencia de un cambio de clase de inmunoglobulina en las 

respuestas secundarias, de forma que se ha atribuido la mayor eficiencia de estas 

respuestas a que se alcanza más rápidamente una mayor concentración de 

anticuerpos, fundamentalmente IgM, los cuales presentan, además, una mayor 

afinidad por el antígeno (Edholm et al., 2011; Salinas et al., 2011; Ye et al., 2011). 
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La presencia de linfocitos-T en peces y de sus capacidades funcionales, como 

la citotoxicidad antígeno-específica (Nakanishi et al., 2011) y la cooperación entre 

linfocitos Th y linfocitos-B (Miller et al., 1985), son hechos demostrados, aunque 

hasta muy recientemente no se ha contado con los medios o reactivos necesarios 

para su caracterización, la cual todavía es muy incompleta (Laing et al., 2011). Los 

linfocitos-T de peces expresan el receptor celular T (TCR), el marcador CD3  y las 

moléculas accesorias CD4 y CD8 (Laing et al., 2011; Toda et al., 2011). 

Fundamentalmente, los linfocitos-T de teleósteos se desarrollan en el timo, a partir 

de precursores procedentes del pronefros (Bowden et al., 2005). 

Uno de los aspectos menos caracterizados de las respuestas inmunitarias 

adaptativas celulares de teleósteos es la existencia o no de subpoblaciones de 

linfocitos Th, que generen respuestas de perfiles semejantes a las de tipo 

Th1/Th2/Th17 de mamíferos. Estudios genómicos y transcripcionales, incluyendo la 

identificación de los factores de transcripción maestros de Th1 (T-bet), Th2 

(GATA3) y Th17 (RORt) (Laing et al., 2011), así como la identificación de algunas 

citoquinas e interleuquinas (IL) características de las respuestas Th1, como IL-2, 

interferon (IFN)- y el factor de la necrosis tumoral (TNF)-, o de respuestas Th17 

(como la IL-17) (Secombes et al., 2011), indican esta posibilidad. No obstante, la no 

identificación de genes ortólogos o de actividades funcionales de interleuquinas 

características de los linfocitos Th2, como IL-4, IL-13 (en teleósteos existen dos 

genes parálogos de estos, denominados IL-4/IL-13A e IL-4/IL-13B, pero de función 

desconocida) o IL-5, así como los escasos métodos de detección y ensayos 

funcionales de la citoquinas, han impedido avanzar más en la delineación de estas 

subpoblaciones y de sus respuestas. La Figura 4 muestra un esquema de la situación 

comparada entre mamíferos y teleósteos respecto a los perfiles de respuestas tipo 

Th1/Th2/Th17.   
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Figura 4. Situación comparada entre mamíferos y teleósteos respecto a los perfiles 

de respuestas tipo Th1/Th2/Th17. Se muestran las moléculas características de cada 

subpoblación celular y las que comparten con otras poblaciones, así como los 

factores de transcripción propios de cada una de ellas. La existencia en peces de 

estas subpoblaciones de células T aun no está clara, sin embargo se han identificado 

muchos genes ortólogos a los de mamíferos. El ortólogo de IL-5 aun no identificado 

en teleósteos aparece tachado por un aspa roja. Modificado de Laing et al., 2011. 

Como se ha indicado, en peces la generación de anticuerpos, así como la 

inducción de respuestas T-citotóxicas específicas, requieren de la participación de 

APCs, tales como macrófagos, células dendríticas o linfocitos-B (Vallejo et al., 

1992b;  Bassity et al., 2012;), que capturan y procesan los antígenos para 

presentarlos a los linfocitos-T en asociación con moléculas del complejo principal de 

histocompatibilidad (MHC). La primera evidencia de la existencia de MHC en peces 

se describió en 1990 en carpa y desde entonces se ha demostrado en gran variedad 

de especies, incluido el salmón atlántico y la trucha arcoíris, la existencia de genes y 

moléculas del MHC-I (Grimholt et al., 1993; Hashimoto et al., 1999) y MHC-II  

(Hordvik et al., 1993; Rodrigues et al., 1995; Knight et al., 1998). 
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En mamíferos, MHC-I se expresa en todas las células nucleadas del 

organismo, está asociado a la respuesta celular y presenta antígenos de origen 

intracelular a las células Tc CD8 (Bjorkman et al., 1990; Okamura et al., 1993), 

mientras que MHC-II se expresa, principalmente, en la superficie de APCs y está 

asociado a una respuesta humoral, presentando antígenos de origen extracelular 

procedentes de bacterias, virus, etc. (Juul-Madsen et al., 1992; Godwin et al., 1997). 

En teleósteos, aunque las poblaciones de linfocitos-T están poco caracterizadas 

(Laing et al., 2011), se ha demostrado que los procesos de presentación antigénica 

son esencialmente semejantes (Vallejo et al., 1992b; Nakanishi et al., 2011). 

Los principales tipos de APCs, particularmente monocito/macrófagos, tienen 

también un papel fundamental en el inicio y regulación de las respuestas de tipo 

Th1/Th2/Th17.  Así, en mamíferos, los macrófagos activados presentan también 

perfiles tipo Th1  (o M1), caracterizado por la producción de IL-12, y Th2 (o M2) en 

el cual estas células producen IL-10. En teleósteos se ha propuesto también  la 

existencia de tres tipos de fenotipos de macrófagos activados (Forlenza et al., 2011), 

incluyendo: a) macrófagos activados de forma innata (“innate activated 

macrophages”), a través del reconocimiento de PAMPs por receptores PRRs, que 

tienen intensa actividad fagocítica, de producción de radicales oxidativos de oxígeno 

(ROS) y alta expresión del enzima oxido nítrico sintasa inducible (iNOS) y 

producción de óxido mítrico (NO); b) macrófagos activados de forma clásica 

(“classically activated macrophages”) en respuesta a la exposición combinada a 

IFN-γ, a PAMPs,  y a TNF-α, que son activos secretores de citoquinas asociadas al 

perfil de respuesta inmunitaria Th1 (IL-1, IL-6, IL-12, IL-23 y TNF-α), así como de 

producción de ROS, y tienen alta expresión de iNOS y de moléculas asociadas a la 

presentación antigénica vía MHC-II; y c)  macrófagos activados alternativamente 

(“alternatively activated macrophages”), que se producen en presencia de citoquinas 

tipo Th2 (IL-4, IL-3) y que se caracterizan por la expresión del enzima arginasa, lo 

que resulta en la producción de urea y L-ornitina y con baja expresión de NO. La 

Figura 5 muestra un esquema de estos fenotipos. 
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Figura 5. Activación de macrófagos. La estimulación con antígenos microbianos 

provoca la activación innata de los macrófagos. Un estímulo microbiano en 

combinación con IFN- induce la activación por la vía clásica. Los macrófagos 

activados alternativamente se desarrollan en presencia de las citoquinas IL-4 y/o 

IL-13. Los macrófagos reguladores se manifiestan en respuesta a IL-10 o por 

estimulación microbiana en combinación con una segunda señal, por ejemplo 

complejos inmunes. Modificado de Forlenza et al., 2011. 

RESPUESTA INFLAMATORIA 

Generalmente, la primera respuesta del sistema defensivo de los vertebrados 

a la exposición a un elemento extraño, como puede ser un patógeno, induce una 

cascada de reacciones tisulares y humorales, en las que interviene el sistema 

inmunitario innato, pero no únicamente, que desembocan en una respuesta de tipo 

inflamatorio (Medzhitov, 2008). La inflamación es un proceso complejo, marcado 

por la intervención de numerosas enzimas presentes en la sangre, células del sistema 

inmunitario, el sistema de coagulación sanguíneo y el sistema del complemento, 
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cuyo fin es la eliminación o contención de la dispersión del agente extraño (Whyte, 

2007; Nakao et al., 2011). 

Los mecanismos que median los procesos inflamatorios en los peces son 

menos conocidos que en los mamíferos, fundamentalmente por la falta de 

herramientas tales como anticuerpos o la disponibilidad de factores purificados,  

pero se considera que comparten con ellos muchas características (Plouffe et al., 

2005; Koppang et al., 2007). Así, aun con ciertas lagunas, el inicio y resolución de 

las respuestas inflamatorias en los teleósteos parece estar mediado por un conjunto 

de factores humorales, incluyendo citoquinas y metabolitos enzimáticos, originados 

a partir de leucocitos (macrófagos, granulocitos, células granulares eosinófilas y, 

probablemente, trombocitos) y de otras células, principalmente de las barreras 

físicas y del tejido conjuntivo  (Tort et al., 2003; Magnadóttir, 2006; Whyte, 2007; 

Nakao et al., 2011). Algunos de estos factores tienen actividad proinflamatoria y se 

liberan en la fase inicial de la respuesta, mientras que otros promueven la resolución 

del proceso inflamatorio. 

A continuación, se repasan los principales factores proinflamatorios que han 

sido caracterizados, génica o funcionalmente, en teleósteos y que se han utilizado en 

este trabajo. Para otras citoquinas no citadas aquí pueden verse otras  revisiones 

(Alejo et al., 2011; Secombes et al., 2011; Wiens et al., 2011; Zou et al., 2011). 

Citoquinas 

Las citoquinas son péptidos/glucopéptidos de bajo peso molecular, que 

sirven de factores de señalización a las células del sistema defensivo, pero que 

también tienen dianas fuera de este, incluyendo los sistemas nervioso y endocrino. 

Se consideran tres grupos fundamentales de citoquinas: a) interleuquinas, liberadas 

por leucocitos activados, principalmente linfocitos-T y macrófagos, pero no 

únicamente, y que tienen funciones reguladoras de las células inmunitarias 

(Secombes et al., 2011); b) quimioquinas, que incrementan la motilidad celular y/o 

tienen función quimiotáctica y son liberadas por numerosas células inmunitarias o 

no (Alejo et al., 2011); y c) interferones, que incluyen factores que tienen una 



Introducción 

44 

 

función de estimulación de la resistencia antiviral y son secretados por la mayoría de 

las células del organismo (interferones tipo I) y otros específicamente producidos 

por linfocitos-T y con función activadora de la actividad citotóxica mediada por 

linfocitos-Tc y macrófagos (interferones tipo II y III) (Zou et al., 2011). 

Los estudios genómicos, especialmente en pez cebra y en pez globo 

(Takifugu rubripes),  y en menor medida los de clonación de los genes, producción 

de citoquinas recombinantes y, en algunos casos, ensayos biológicos, han permitido 

describir y caracterizar mejor los diversos grupos de citoquinas de teleósteos  

(Whyte, 2007; Alejo et al., 2011; Secombes et al., 2011; Zhu et al.,2012).  Estos 

estudios han demostrado que, en general, los teleósteos poseen una red de citoquinas 

comparable a la de los mamíferos. No obstante, en muchos casos existe una baja 

homología entre las secuencias génicas de citoquinas que se consideran ortólogas,o 

no se han identificado en peces los genes de algunas citoquinas importantes, y 

aunque se han descrito homologías génicas para otras citoquinas no se ha podido 

clonar o determinar su función en peces (Secombes et al., 2011; Zhu et al., 2012). 

Durante las respuestas inmunitarias innatas, se libera una cascada de 

citoquinas, inicialmente proinflamatorias, que incluyen algunas interleuquinas (IL-1, 

IL-6, TNFs), quimioquinas (IL-8, MCP-1, CXCL8, CCL2, CCL3), que es seguida 

por la liberación de citoquinas reguladoras del proceso inflamatorio, como TGF-β, 

IL-4, IL-10 e IL-13 (Magnadóttir, 2006; Whyte, 2007; Alejo et al., 2011; Zhu et al., 

2012). En la Figura 6 se presenta un esquema de la red de citoquinas reguladoras de 

la respuesta inmunitaria en teleósteos. 
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Figura 6. Esquema de la red de citoquinas inmunorreguladoras en teleósteos. 

Tomado de Zhu et al., 2012. 
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Interleuquina-1 

El término interleuquina-1 comprende una familia de citoquinas pro-

inflamatorias (IL-1α (IL-1F1), IL-1β (IL-1F2), receptor antagonista de IL-1 

(IL-1ra/IL-1F3), IL-18 (IL-1F4), IL-1F5-10 y IL-33 (IL-1F11)) (Dinarello et al., 

2010), fundamentales en la respuesta inmunitaria temprana y que inducen una 

cascada de efectos, muchos de ellos mediados por otras citoquinas, de modo 

indirecto, a través de un incremento o una inhibición en su expresión, que llevan a la 

inflamación (Dinarello, 1997). De esta familia, solamente se han descrito  IL-1β e 

IL-18 en peces (Secombes et al., 2011; Zhu et al.,2012 ). 

La IL-1α y la IL-1β fueron los primeros miembros de la familia de la IL-1 

descubiertos (March et al., 1985). Comparten un receptor en las células diana y por 

tanto muchos efectos biológicos, aunque la IL-1β es más potente a la hora de activar 

las respuestas humorales inmunitarias (Nakae et al., 2001). 

IL-1α y IL-1β son sintetizadas principalmente en monocitos, pero también en 

macrófagos activados, neutrófilos periféricos, células endoteliales, fibroblastos, 

células de Langerhans de la piel, células de la microglía y muchos otros tipos 

celulares. Ambas se producen en respuesta a muchos estímulos, incluyendo 

lipopolisacárido bacteriano (LPS), otros productos microbianos, citoquinas (TNF, 

IFN-γ, GM-CSF, IL-2) y complejos inmunes (Stylianou et al., 1998). 

En mamíferos, tanto la IL-1α como la IL-1β, son sintetizadas como 

moléculas precursoras de 31 kDa, pero sólo la IL-1β es procesada por la enzima 

procesadora de interleuquina-1 (ICE) para convertirse en péptido maduro con 

actividad biológica (Thornberry et al., 1992). Sin embargo, en peces, los precursores 

de IL-1β clonados no presentan un sitio claro de corte de caspasa 1 (Zou et al., 

1999a; Fujiki et al., 2000). 

La actividad de la IL-1 se desencadena como consecuencia de la unión a su 

receptor (IL-1R) en la superficie celular de las células diana. La unión de la IL-1 a 
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su receptor desencadena una red compleja de respuestas celulares que provoca la 

activación de nuevos genes o la modificación de proteínas (Scapigliati et al., 2004). 

La IL-1β se ha identificado en 13 especies de teleósteos en los que 

desempeña un papel en la inmunorregulación a través de la estimulación de células 

T de modo análogo a lo que hace en mamíferos (Mathew et al., 2002). En algunas 

especies de teleósteos la IL-1β se expresa constitutivamente en macrófagos y 

neutrófilos (Engelsma et al., 2001; Fast et al., 2007) hecho observado en repetidas 

ocasiones en animales que no demuestran tener estimulación inmunitaria (Huising et 

al., 2004). 

La expresión del receptor de IL-1β en salmón parece ser constitutiva en todos 

los tejidos analizados y estaba sobre expresada en el pronefros, bazo, hígado y 

branquias tras la estimulación con LPS y TNF-α lo que sugiere la existencia de un 

papel del receptor de IL-1 en la regulación de IL-1β durante la respuesta 

inflamatoria (Sangrador-Vegas et al., 2000; Subramaniam et al., 2002). 

Factor de la necrosis tumoral  

Diversos productos de la familia del factor de la necrosis tumoral, 

incluyendo, entre otros TNF-α, TNF-β, ligando de FAS, ligando 4-1BB, ligando 

CD27, ligando CD40 7 y TRAIL (TNF related apoptosis inducing ligand),  tienen 

actividades defensivas, incluyendo proinflamatorias y proapoptóticas  (Ware, 2003). 

Comparaciones de las estructura génica, así como análisis filogenéticos de 

las secuencias de aminoácidos, han demostrado que varias especies de teleósteos (C. 

carpio, D. rerio, O. mykiss, Psetta máxima, Siniperca chuatsi) presentan diversas 

formas de genes homólogos del TNF de mamíferos, pero que están más próximos al 

TNF-α que al TNF-β (Goetz et al., 2004; Zhu et al., 2012). A diferencia de lo que 

pasa en mamíferos, en teleósteos existen múltiples isoformas de TNF-α (Zou et al., 

2002; Saeij et al., 2003a; Wiens et al., 2011;). El TNF-α se ha clonado y 

caracterizado en varios peces teleósteos, incluyendo trucha arcoíris (Laing et al., 

2001; Zou et al., 2002) y carpa (Saeij et al., 2003a), entre otros. 
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El TNF-α tiene funciones diversas que incluyen inflamación, apoptosis, 

proliferación celular y la estimulación de distintos aspectos del sistema inmunitario 

(Goetz et al., 2004). El TNF-α es una potente citoquina proinflamatoria liberada por 

distintos tipos celulares durante la infección o daño tisular y está implicada en 

distintas condiciones inflamatorias, infecciosas y malignas (Roca et al., 2008; Wiens 

et al., 2011). Probablemente, una de las principales funciones del TNF-α sea la 

regulación de las interacciones entre el endotelio y los leucocitos a través del 

incremento de la expresión de las moléculas de adhesión endoteliales, selectinas P y 

E y la ICAM-1, lo que provoca una reducción de la velocidad de los leucocitos en 

las vénulas poscapilares y su subsecuente extravasación (Mulligan et al., 1993; 

Henninger et al., 1997; Jung et al., 1997). 

En mamíferos el TNF-α es secretado por macrófagos, monocitos, neutrófilos, 

células citotóxicas naturales (NK) y células T tras su estimulación por el 

lipopolisacárido bacteriano (Whyte, 2007). En peces, se ha descrito que TNF-α 

presenta una alta expresión constitutiva en diferentes tejidos de peces sanos y que la 

expresión tras la realización de desafíos in vitro e in vivo apenas se ve incrementada 

(Laing et al., 2001; Garcia-Castillo et al., 2002; Zou et al., 2003b; Praveen et al., 

2006; Sepulcre et al., 2007). Pero la diferencia más llamativa con respecto a lo que 

ocurre en mamíferos está relacionada con el débil efecto que se da sobre fagocitos 

en estudios in vitro (Roca et al., 2008).  

Estudios con TNF-α recombinante de trucha han demostrado un incremento 

en la fagocitosis y quimiotaxis de los leucocitos de pronefros de trucha arcoíris, así 

como una inducción de la expresión de numerosos genes implicados en la respuesta 

inmunitaria, incluyendo IL-1β1, IL-8 y el enzima ciclooxigenasa (COX)-2 (Zou et 

al., 2003b). 

Quimioquinas: Interleuquina-8 

Las quimioquinas son una superfamilia de citoquinas, producidas por 

distintos tipos celulares, que regulan la migración celular de las células del sistema 

inmunitario tanto durante procesos inflamatorios como en situaciones fisiológicas 
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normales. Presentan propiedades quimioatrayentes estimulando el reclutamiento, 

activación y adhesión de los linfocitos a los sitios donde se da la infección o el daño 

(Kunkel et al., 1995; Esche et al., 2005). Las quimioquinas juegan un papel clave en 

el movimiento de las células efectoras inmunitarias a los sitios de infección y se las 

considera un puente de unión entre las respuestas innata y adaptativa (Whyte, 2007). 

Se caracterizan por la presencia de cuatro residuos de cisteína conservados y se 

dividen en cuatro subfamilias dependiendo de la posición de los dos primeros de 

estos residuos en su secuencia: CXC (α), CC (β), C (γ) y CX3C (δ) (Bacon et al., 

2002). 

Los teleósteos presentan, al menos a nivel de ortólogos genómicos, 

numerosas quimioquinas, pero sus funciones fisiológicas, incluyendo su 

participación en las respuestas inmunitarias, son desconocidas en la mayor parte de 

los casos (Alejo et al., 2011; Zhu et al., 2012). De ellas, la IL-8 fue la primera 

quimioquina descrita en peces (Lee et al., 2001) y está presente en todas las especies 

de teleósteos estudiadas y es de la que mejor se conoce su función (Montero et al., 

2008).  

La IL-8, perteneciente a la subfamilia CXC, atrae neutrófilos, linfocitos T y 

basófilos in vitro, aunque no a los macrófagos y monocitos. Muchos tipos celulares, 

incluyendo los macrófagos, producen IL-8 en respuesta a variedad de estímulos 

(LPS, citoquinas y virus) (Tafalla et al., 2005; Corripio-Miyar et al., 2007; Fast et 

al., 2007). Los efectos biológicos de la IL-8 en los neutrófilos incluyen el 

incremento del los niveles de calcio citosólico, estallido respiratorio, un cambio en 

la forma de los neutrófilos y quimiotaxis (Whyte, 2007). 

La expresión de IL-8 se ha demostrado en varias especies de teleósteos, por 

ejemplo, en trucha arcoíris, en respuesta a la vacunación con antígenos bacterianos, 

tras la infección con bacterias, virus y parásitos, así como en respuesta a un estímulo 

inflamatorio (Sigh et al., 2004a; Tafalla et al., 2005; Chen et al., 2005; 

Corripio-Miyar et al., 2007; Fast et al., 2007) . 
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Factor de crecimiento transformante β 

El factor de crecimiento transformante β (TGF-β) es una potente citoquina 

reguladora con una amplia variedad de funciones celulares, incluyendo proliferación 

celular, diferenciación, migración y apoptosis bajo condiciones fisiológicas y 

patológicas (Li et al., 2006). Dependiendo del tipo celular y de las diferentes 

condiciones, el TGF-β puede tener efectos estimulantes o inhibidores en las células 

inmunitarias (Li et al., 2006; Yang et al., 2012). A esta familia también pertenecen 

otras proteínas incluyendo activinas/inhibinas, proteínas morfogénicas de hueso y 

factores de diferenciación del crecimiento (Chang et al., 2002). En mamíferos se han 

identificado 3 isoformas de TGF-β (1-3) siendo el TGF-β1 el que predomina en el 

sistema inmunitario (Govinden et al., 2003), pero las tres isoformas presentan 

propiedades similares in vitro (Li et al., 2006).  

En peces, se ha demostrado que existen tres isoformas distintas de TGF-β 

(Zhu et al., 2012) y han sido clonadas en distintas especies. El  gen TGF-β1 se ha 

clonado en trucha arcoíris (Hardie et al., 1998), pez cebra, carpa y lubina rayada 

híbrida (Harms et al., 2000; Zhan et al., 2000). TGF-β2 se ha aislado en carpa 

común (Sumathy et al., 1997) y TGF-β3 se ha aislado en trucha arcoíris, anguila 

europea y esturión siberiano (Laing et al., 2000). 

En general, el TGF-β inhibe la proliferación de células T mediante el 

bloqueo de la producción de IL-2 y la expresión de ciclina (Li et al., 2006). Además, 

también bloquea la diferenciación celular de las células efectoras Th-1 y Th2 e 

inhibe el desarrollo de células T-citotóxicas (Li et al., 2007). Además, el TGF-β 

también lleva a cabo múltiples efectos en células B, macrófagos, células NK y 

células dendríticas, incluyendo la regulación de la quimiotaxis, activación y 

supervivencia de estas células (Yang et al., 2012). 

Aún no se conoce muy bien la función de esta citoquina en peces, pero 

existen algunas evidencias que sugieren que puede tener un papel similar al que 

desempeña en vertebrados superiores (Zhu et al., 2012). Así, se ha demostrado en 

trucha que la adición de TGF-β1 de mamíferos inhibe significativamente el estallido 
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respiratorio en macrófagos (Jang et al., 1994) y la producción de factores 

activadores de macrófagos por leucocitos de pronefros (Jang et al., 1995). En 

mamíferos, esta molécula está implicada en remodelación de tejidos, desarrollo y 

hematopoyesis, inhibiendo el crecimiento y proliferación celular y desactivando los 

macrófagos (Lawrence, 1996). Se sabe que inhibe el efecto positivo del IFN-γ en la 

producción de radicales de oxígeno y de nitrógeno en macrófagos, y por tanto su 

producción puede ser perjudicial cuando la protección es mediada por estos radicales 

(Bermudez, 1993). Aunque principalmente tiene un papel inhibitorio, se sabe que el 

TGF-β1, en estadios iniciales de la infección, puede facilitar las respuestas de 

linfocitos-T CD8
+
, así como la diferenciación y la secreción de IL-2 (Suda et al., 

1992). 

Interferón y proteínas Mx 

El IFN es una familia multigénica de citoquinas inducibles que poseen 

actividad antiviral y juegan un papel importante en la defensa frente a virus en los 

vertebrados. Son proteínas de secreción que inducen a las células de vertebrados a 

un estado de actividad antiviral mediante la transcripción de varios cientos de genes 

estimulados por IFN (ISGs) (Samuel, 2001). 

En mamíferos, se distinguen tres subfamilias de IFNs, el tipo I, II y III,  

basándose en los receptores a los que se unen y la subsecuente respuesta inmunitaria 

que inician, así como en su estructura génica y las células que los producen (Zou et 

al., 2007; Zou et al., 2011). Dentro de los IFNs tipo I o IFN viral  se encuentran  el 

IFN-α (producido por leucocitos) y el IFN-β (producido por fibroblastos),  que son 

inducidos por virus en la mayoría de las células. El IFN tipo II  conocido también 

como IFN inmunitario, está representado por el  IFN-γ y  es producido por células 

citotóxicas naturales y linfocitos-T en respuesta a IL-12, IL-18, mitógenos o 

antígenos (Børre, 2006). El IFN tipo III actúa también en respuesta a virus, siendo 

su principal representante el IFN-λ. 

La actividad antiviral del IFN tipo I esta mediada por proteínas inducidas por 

ISGs, siendo las proteínas Mx las más estudiadas (Goodbourn et al., 2000), 
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habiéndose establecido que estas proteínas Mx por si solas son capaces de bloquear 

la replicación de virus en ausencia de cualquier otra proteína inducible por IFNα/β 

(Haller et al., 1998). Las proteínas Mx se encuentran altamente conservadas y se han 

encontrado en peces teleósteos, aves y mamíferos (Horisberger et al., 1991; Lin et 

al., 2005; Zou et al., 2011). 

Además de la inducción de la actividad antiviral celular, los IFN-α/β de 

mamíferos presentan un gran número de efectos moduladores tanto de la respuesta 

inmunitaria innata como de la adaptativa. Así, promueven un incremento de la 

actividad de las células citotóxicas naturales para eliminar células infectadas con 

virus (Biron et al., 1999), aumentan la expresión del complejo principal de 

histocompatibilidad tipo I para promover la presentación antigénica (Fellous et al., 

1982), promueven  la supervivencia de las células T (Marrack et al., 1999) y 

estimulan la maduración de las células dendríticas (Buelens et al., 2002), median en 

la apoptosis de las células infectadas con virus (Samuel, 2001) e inhiben la 

proliferación celular (Stark et al., 1998).  

Las primeras secuencias de IFNs de peces teleósteos, implicados en la 

inmunidad innata frente a virus, fueron publicadas en 2003 en pez cebra (Altmann et 

al., 2003), pez globo (Lutfalla et al., 2003) y salmón atlántico (Robertsen et al., 

2003). Además, también se han clonado muchos ISGs de salmónidos, aunque sólo 

las proteínas Mx han demostrado tener actividad antiviral (Verrier et al., 2011).  

Se ha demostrado que la trucha arcoíris presenta al menos tres tipos distintos 

de genes IFNs (Zou et al., 2007). El gen para IFN1 de trucha (rtIFN1) y el rtIFN2 

presentan una alta similitud de secuencia con el IFN-α1 y el IFN-α2 de salmón 

atlántico. Mientras que el rtIFN3 presenta más afinidad con el IFN-α de mamíferos y 

peces. Ensayos con rtIFN1 y rtIFN2 recombinantes demostraron un aumento de la 

expresión de las proteínas Mx e inhibición de la replicación del virus VHSV en 

células RTG-2. Sin embargo, el rtIFN3 apenas inducía la expresión de Mx y la 

actividad antiviral. Además, se vio una expresión diferencial en células y tejidos de 
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los tres rtIFNs (Zou et al., 2007). Por tanto, estos rtIFNs presentan distintas 

funciones en el sistema inmunitario de la trucha. 

Enzimas con funciones regulatorias de la inflamación 

Enzima ciclooxigenasa 2 

Las prostaglandinas están implicadas en todas las etapas de la inflamación. 

Estas se producen tras la liberación del ácido araquidónico de los fosfolípidos de 

membrana. A continuación, el ácido araquidónico es metabolizado por la enzima 

ciclooxigenasa, que es la enzima limitante en la producción de prostaglandinas. La 

prostaglandina-H2 producida por la actividad de la COX es después metabolizada 

por gran variedad de enzimas para producir prostaglandinas, prostaciclinas y 

tromboxanos (Rowley et al., 1995), siendo la PGE2 la prostaglandina más relevante 

en el proceso inflamatorio (Knight et al., 1995). 

La enzima ciclooxigenasa tiene dos isoformas, una que se expresa 

constitutivamente y que se localiza en la mayoría de células y tejidos (COX-1) y otra 

inducible (COX-2) que se expresa en células endoteliales, fibroblastos y 

macrófagos. En estos últimos la COX-2 se expresa en respuesta a varias señales 

inflamatorias, incluyendo factores de crecimiento, citoquinas y LPS (Salvemini et 

al., 1993).  

En peces, al igual que en mamíferos, se ha visto que la liberación de PGE2 

por parte de macrófagos modula la reactividad inmunitaria y la respuesta 

inflamatoria (Knight et al., 1995; Rowley et al., 1995). Así por ejemplo, en trucha 

arcoíris se ha visto que la PGE2 reprime la explosión respiratoria de los macrófagos 

e inhibe la proliferación de leucocitos de pronefros (Secombes, 1994a; Novoa et al., 

1996). La existencia de un homólogo de COX en peces se confirmó con la clonación 

del cDNA de COX-2 en trucha arcoíris y trucha común  (Zou et al., 1999b; Roberts 

et al., 2000). 
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Enzima nítrico óxido sintasa inducible 

Las enzimas nítrico oxido sintasas (NOS) están presentes en todos los 

organismos vivos, incluidas las bacterias. Estas enzimas catalizan la oxidación de la 

L-arginina a óxido nítrico y citrulina (Hibbs et al., 1987). El óxido nítrico producido 

es una molécula de vida corta que tiene una gran importancia biológica, participando 

en transducción de señales, neurotransmisión y en la defensa del organismo (Nathan, 

1992). La actividad de NOS ha sido descrita en muchos organismos desde mohos 

unicelulares (Werner-Felmayer et al., 1994), hasta humanos (Nozaki et al., 1997), 

pasando por los  peces (Ostholm et al., 1994). 

En los mamíferos se han identificado tres isoformas de la enzima óxido 

nítrico sintasa (Knowles et al., 1994). Dos de ellas se expresan constitutivamente, 

principalmente en el cerebro (nNOS) (Bredt et al., 1990) y en las células 

endoteliales (eNOS) (Janssens et al., 1992). Estas isoformas son Ca
+2

/calmodulina 

dependientes, permitiendo una respuesta rápida y con la producción de unos niveles 

bajos de NO. La tercera isoforma es inducible (iNOS), y está presente 

principalmente en macrófagos, pero también puede encontrarse en hepatocitos, 

condrocitos, células renales epiteliales y osteoblastos. Esta isoforma es 

Ca
+2

/calmodulina independiente y requiere un estímulo por parte de productos 

bacterianos o citoquinas (TNF-α, IL-1, IL-6, IFN-γ) para expresarse (Stuehr et al., 

1985; Nussler et al., 1993). A diferencia de las nNOS y eNOS, la iNOS actúa más 

lentamente (porque se tiene que activar la expresión génica) pero produce unos 

niveles de NO más altos.  

La expresión de iNOS parece tener un papel en la vasodilatación bajo ciertas 

condiciones patológicas (Moncada et al., 1993) y juega un papel importante en la 

inmunidad frente a ciertos patógenos, como se ha visto con Leishmania major, y 

frente a células tumorales (Liew et al., 1990). Durante los ataques antimicrobianos y 

antitumorales, enzimas implicadas en las vías respiratorias y en la síntesis de DNA 

del organismo invasor son inhibidas mediante la combinación de NO con sus 

fracciones contenedoras de hierro. 
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En peces, la presencia de NOS se ha demostrado en tejidos nerviosos de 

diversas especies, como carpa (Hylland et al., 1995) y salmón atlántico (Ostholm et 

al.,1994). La presencia de un enzima NOS inducible  se ha demostrado en leucocitos 

de pez gato procedentes de desafíos con Edwardsiella ictaluri (Schoor et al., 1994) 

y líneas celulares de macrófagos de carpín dorado tras la estimulación con LPS o 

sobrenadantes de leucocitos estimulados (Neumann et al., 1995; Wang et al., 1995). 

En trucha, la enzima iNOS es inducible, tanto in vitro, en respuesta a LPS, 

como in vivo, como demuestran los análisis de RT-PCR de macrófagos de riñón y de 

branquias de truchas desafiadas con una cepa atenuada de A. salmonicida (Laing et 

al., 1996; Laing et al., 1999). 

En peces, al igual que en mamíferos, se ha descrito una asociación entre la  

expresión de iNOS y del enzima arginasa que compite con ella por la arginina como 

sustrato  (Vincendeau et al., 2003; Joerink et al., 2006a; Joerink et al., 2006b), y el 

fenotipo de diversas subpoblaciones de macrófagos activados, que presentan 

funciones distintas en las respuestas defensivas, como se ha indicado anteriormente 

en relación con las respuestas inmunitarias de tipo Th1/Th2/Th17, y en la reparación 

tisular (Gordon et al., 2005; Hanington et al., 2009). 

ESTUDIO DE LAS RESPUESTAS INMUNITARIAS DE PECES 

POR ANÁLISIS TRANSCRIPTÓMICO. 

Uno de los problemas esenciales para la caracterización de las respuestas 

inmunitarias en peces es la falta de herramientas adecuadas para los estudios 

funcionales, principalmente anticuerpos que reconozcan marcadores celulares 

específicos, para caracterizar subpoblaciones de leucocitos, y mediadores humorales 

como citoquinas, así como de ensayos biológicos adaptados a las diversas especies. 

Esto crea serios problemas, no solo para el estudio del sistema inmunitario de 

teleósteos, sino también para el desarrollo de medidas inmunoprofilácticas eficaces 

contra las enfermedades infecciosas para la acuicultura intensiva. En palabras de 

Sunyer (Sunyer, 2011): 
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“A good knowledge of fish immunity is a fundamental requirement for the 

rational design of novel fish vaccines, immunostimulants and other 

immunotherapeutics. … Yet, while advances in the field have been tremendous in 

the last decade, the field still lacks a long list of research tools that thwart its 

development in many areas. For example, with a few exceptions, fish immunologists 

lack antibodies against crucial cell markers for dendritic cells, macrophages, T and 

B cells, NK cells, among other important cell types. We lack also standardized 

protocols to measuring a number of cell immune responses (e.g., protocols to 

assess antigen-specific proliferation). Most research is carried out with the use of 

heterozygous fish, which introduce a lot of variability in the results, and preclude 

experimentation involving cell transfers from donor to recipient fish (e.g., leukocyte 

homing and migration studies). In addition, we still lack strategies to rationally 

produce knockout fish.”   

No obstante, la disponibilidad creciente de datos obtenidos a partir de 

estudios genómicos, incluyendo la secuenciación completa del genoma de varias 

especies de teleósteos, entre los cuales destaca el del pez cebra, está permitiendo 

identificar los genes de moléculas clave del sistema inmunitario de peces, 

homólogos en muchos casos de los de mamíferos (Laing et al., 2011; Zhu et al., 

2012). 

Estos conocimientos genómicos permiten también el estudio de los 

fenómenos que suceden en los peces durante el desarrollo de las respuestas 

defensivas, tanto innatas como adquiridas, en respuesta a inoculaciones 

experimentales con patógenos o a la inmunización. Así, el estudio del transcriptoma, 

mediante el uso de la técnica de retrotranscripción (RT) de mRNA seguida de la 

amplificación por la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), permite seguir 

variaciones en la expresión génica de mediadores de las respuestas inmunitarias (por 

ejemplo, citoquinas) y caracterizar – hasta cierto punto – la presencia de 

determinados tipos celulares a partir de la amplificación de transcritos de 

marcadores específicos (Martin et al., 2006; Mu et al., 2011; Raida et al., 2011). 

A pesar de ser un método indirecto, ya que las intensidades de variaciones en 

la expresión de un cierto gen no se corresponde siempre con la producción de la 

proteína correspondiente, debido a procesos de regulación postranscripcional, como 
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no traducción, degradación o maduración alternativa de los transcritos (Alberts et 

al., 2002), este tipo de estudios mediante RT-PCR, especialmente cuando se usa la 

técnica de PCR cuantitativa (qPCR, también conocida como PCR a tiempo real), 

proporciona resultados que pueden ser valiosos. Esto especialmente cierto en el caso 

de no disponer de herramientas como anticuerpos para la identificación directa y 

cuantificación de las moléculas de interés. Así, el método de RT-PCR se ha usado y 

se sigue utilizando actualmente en numerosos estudios de las respuestas inmunitarias 

de teleósteos. En las Tabla 3 y Tabla 4  se muestran ejemplos de los mismos, con 

particular atención a los referidos a las respuestas a infecciones experimentales y la 

inmunización. 

Especie Estímulo Genes  Referencia 

O. mykiss 
Vacunación con 

Ergosan 
IL-1β, IL-8, TNF-α (Peddie et al., 2002b) 

C. carpio 
Infección con 

T.borreli 

IL-1β, TNF-α, MHC-II, 

CXCR, C3… 
(Saeij et al., 2003b) 

O. mykiss 
Infección con 

I.multifiliis 

IL-1β, IL-8, TNF-α, 

IL-1RII 
(Sigh et al., 2004a) 

S.salar L. 
Vacuna experimental 

multivalente 

β1-M tipo1/2, IL- β1, 

Mx-1, MHC-II β 
(Haugland et al., 2005) 

O. mykiss Infección con VHSV 
IL-1β, IL-8, MHC-II, 

TGF-β, iNOS 
(Tafalla et al., 2005) 

O. mykiss 
Vacunación y desafío 

con Y.ruckeri 
Quimioquinas (Wiens et al., 2006) 

O. gorbuscha  
O. keta 

Vacunación con 
bacterina de 

A.salmonicida 

IL-1β, IL-8, TNF-α (Fast et al., 2007) 

O .mykiss 
Vacunación y desafío 

con Y.ruckeri 

IL-1, IL-6, IL-10, TGF, 

IFN-γ, TNF-α, IL-8, 

 MHC-II… 

(Raida et al., 2008a) 

Gadus morhua 

Vacunación con 

bacterina de 

L.anguillarum 

IL-1β, IL-8, transferrina, 

Apo-A, lisozima 
(Caipang et al., 2008) 

O.mykiss   

Infección con 

VHSV; vacuna de 

DNA; quimioquinas 

IL-8R (Montero et al., 2008) 

Puntius sarana 
Infección con 

A.hydrophila 

C3, transferrina, 

lisozima, IL-1β, IL-8 
(Das et al., 2011) 

 I. punctatus 

Vacunación con 

A.hydrophila 

atenuada y desafío 
con A.hydrophila 

IL-1β, IL-10, TLR-5, 

CXCL10… 
(Mu et al., 2011) 

Tabla 3. Algunos estudios transcriptómicos realizados para analizar respuestas 

defensivas/inmunitarias en peces 
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Línea Especie Estímulo Genes  Referencia 

Leucocitos  O. mykiss LPS IL-1β (Zou et al., 2000) 

RTS-11 O. mykiss LPS 
COX-2, IL-1β, 

TGF-β 
(Brubacher et al., 2000) 

Cultivos 

primarios de 

pronefros y 

RTS-11 

O. mykiss LPS y rIL-1β  TNF-α (Laing et al., 2001) 

RTS-11 O. mykiss rTNF-α  
IL-1β, IL-8, TNF-

α, COX-2 
(Zou et al., 2003a) 

SHK-1 S. salar LPS y PGE2 

IL-1β, MHC-I/II, 

TNF-α, COX-2, 

TGF-β 

(Fast et al., 2005) 

TO S. salar LPS 

MHC-I/II,  IL-1β, 

IL-10,TCR, IFN-

α/γ, Mx 

(Pettersen et al., 2008) 

Scavenger 

endothelial 

cells   

G. morhua 

Oligonucleótid
os-CpG, poly 

I:C y LPS 

 

IL-1 
(Martin-Armas et al., 

2008) 

Células 

adherentes de 

pronefros 

G. morhua  

Infección 

vírica, LPS y 

poly I:C  

IL-1β, IL-8, IL-10 (Seppola et al., 2008) 

RTS-11 O. mykiss 

Infección con 

VHSV, vacuna 

de DNA y 

quimioquinas 

IL-8R (Montero et al., 2008) 

Células 

epiteliales de 

branquia  

G. morhua 

V.anguillarum  

y  

A.salmonicida 

Genes de defensa 

bacteriana, 

interleuquinas, 

quimioquinas 

(Caipang et al., 2010) 

RTG-2, 
RTGill, RTL 

y RTS11 

O. mykiss S.parassitica 
IL-1β1, IL-8, IL-
11, TNF-α2, 

COX-2… 

(de Bruijn et al., 2012) 

Tabla 4. Algunos estudios transcriptómicos realizados para analizar respuestas 

defensivas/inmunitarias en cultivos celulares de peces. 
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En los últimos años, los métodos de la Biología Molecular, así como la 

secuenciación de genomas de algunas especies de teleósteos, bien de interés como 

modelos de biomedicina, como el pez cebra, o bien de interés comercial, como el 

pez fugu, han permitido caracterizar algunas de las citoquinas (interleuquinas, 

quimioquinas, factores de crecimiento...) y de otros productos (como enzimas y 

factores de transcripción) que intervienen en el control de las respuestas inmunitarias 

de peces, estudiar su expresión génica y, en algunos casos, obtener dichos productos 

como proteínas recombinantes (Alejo et al., 2011; Secombes et al., 2011; Verrier et 

al., 2011; Wiens et al., 2011; Zhu et al.,2012; Zou et al., 2011). Estos conocimientos 

y métodos han abierto la puerta al estudio de los mecanismos que regulan en los 

peces el inicio, la intensidad y la duración de los diversos tipos de respuestas 

inmunitarias innatas y adquiridas que se inducen frente a distintos tipos de 

antígenos, así como analizar en detalle los procesos inflamatorios. 

Una aplicación de estos conocimientos y herramientas de trabajo es el 

desarrollo racional de vacunas más eficaces para la acuicultura, para lo cual existe 

un gran interés en dilucidar las correlaciones entre las respuestas inflamatorias y el 

perfil de citoquinas inducido a tiempos cortos tras la vacunación, que también 

condicionan el tipo de inmunidad adquirida que se desarrolla (Zygmunt et al., 2011). 

Para un tipo dado de vacuna, la efectividad (protección) depende de que se induzca 

el tipo de respuesta inmunitaria celular o humoral apropiado, lo que depende de la 

generación de respuestas tipo Th1 o Th2 (Harun et al., 2011). 

En diversos estudios, nuestro grupo de investigación demostró que la vacuna 

aroA de A. hydrophila es muy efectiva en trucha arcoíris contra las infecciones 

producidas por cepas patógenas de esta especie, así como que confiere una 

protección cruzada significativa contra infecciones de cepas de A. salmonicida 

(Vivas et al., 2004a). Los estudios realizados por Vivas se centraron en la 

caracterización de la eficacia de esa vacuna, la persistencia del mutante aroA en los 

tejidos del pez y en la inducción de la respuesta inmunitaria (Vivas et al., 2005), en 

la influencia del medio y condiciones de cultivo del mutante en la eficacia de la 

vacuna (Vivas et al., 2005), así como en el estudio del comportamiento del mutante 
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en microcosmos acuáticos (Vivas et al., 2004b). Todo ello estaba dirigido a 

establecer las bases de conocimiento sobre la vacuna aroA de A. hydrophila que 

pudieran ser usadas para el desarrollo de una fórmula comercial de esta vacuna, 

atendiendo al marco regulatorio para la licencia de este tipo de vacunas  (EMEA 

2004; Directiva 2009/9/CE; Woodland, 2011). 

Siguiendo esa línea de trabajo, en el proyecto de esta tesis nos propusimos 

profundizar en el conocimiento de la respuesta inmunitaria inducida por la 

vacunación intraperitoneal con el mutante aroA de A. hydrophila y su relación con la 

protección obtenida, que en el caso de la protección cruzada contra A. salmonicida 

parece debida a mecanismos de inmunidad innata. Para ello, abordamos la 

caracterización transcriptómica de la respuesta temprana del sistema inmunitario de 

O. mykiss a la vacunación con el mutante aroA de A. hydrophila. 

Pero además,  dado que – al igual que sucede en mamíferos – en los pocos 

estudios realizados en peces las vacunas vivas atenuadas, tanto bacterianas 

(Vaughan et al., 1993; Norqvist et al., 1994; Harrison et al., 1997; Thune et al., 

1999) como virales (Yanong, 2008), obtenidas bien mediante métodos tradicionales 

o bien por manipulación génica, son más eficaces que las vacunas homólogas 

inactivadas y, a veces, las únicas que proporcionan una protección suficiente, en 

términos de grado y duración de la respuesta protectora, resultaba interesante 

analizar de forma comparada el tipo de respuesta producido por la vacunación con 

una vacuna frente a la misma vacuna inactivada. 

Por otra parte, el uso de métodos in vitro para desarrollar ensayos 

fisiológicos, especialmente los basados en cultivos celulares, que sean una 

alternativa a los estudios in vivo, se considera un requisito deseable para el futuro 

desarrollo de la experimentación clínica y farmacéutica humana y veterinaria, que 

está siendo fuertemente impulsada por numerosos organismos internacionales de 

investigación, incluyendo la Comisión Europea (Directiva 2010/63/EU; Stokes et 

al., 2011a; Stokes et al., 2011b; Woodland, 2011). Además, en el caso de los peces, 

los ensayos in vivo son particularmente complicados, por sus variaciones inter- e 
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intraespecíficas y su susceptibilidad al estrés y a cambios ambientales, por lo que 

resultaría muy ventajoso disponer de modelos in vitro que facilitasen, al menos, 

estudios preliminares en cualquier campo de interés para la acuicultura comercial 

intensiva (Villena, 2003). 

 En ese sentido, el grupo de investigación en  “Inmunología Comparada” de 

la Universidad de León, en el que se ha realizado esta tesis doctoral, tiene una 

amplia experiencia en el establecimiento de cultivos celulares de trucha arcoíris y de 

su utilización para su aplicación a estudios de caracterización del sistema 

inmunológico (Diago et al., 1993; Diago et al., 1995; Diago, 1996; Carracedo, 

2003), de patogenia y respuestas defensivas (Flaño, 1995; Flaño et al., 1996; Flaño 

et al., 1997; McIntosh et al., 1997) y, más recientemente, del uso de líneas celulares 

de estroma linfohematopoyético para analizar las respuestas a inmunoestimulantes 

(Fierro-Castro, 2009; Fierro-Castro et al., 2012). 

Considerando lo expuesto, el propósito de esta tesis doctoral es: 

1. Obtener nuevos conocimientos referidos a los mecanismos 

proinflamatorios y de regulación inmunitaria  que median las respuestas 

que se desarrollan tras la vacunación i.p. de O. mykiss con una vacuna 

viva atenuada y su homóloga inactivada, y que puedan contribuir a 

esclarecer los mecanismos inmunológicos que subyacen a la mejor 

protección conferida por las vacunas vivas en peces y, por tanto a 

mejorar o desarrollar nuevas vacunas “clásicas” o recombinantes que 

tengan un comportamiento semejante a las anteriores en su capacidad de 

inducir respuestas inmunitarias eficaces y protectoras. 

2. Seguir desarrollando modelos de estudio in vitro, que utilicen cultivos 

celulares de peces y puedan ayudar al cribado preliminar de candidatos 

de vacunas más eficaces para la acuicultura, contribuyendo así a la 

estrategia de reemplazamiento de los ensayos con animales. 
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Para ello se han utilizado dos modelos experimentales, empleando en ambos 

casos la misma metodología de análisis transcriptómico de la expresión de genes 

inmunorreguladores relacionados con las respuestas inflamatoria e inmunitaria tras 

la inoculación con la vacuna aroA de A. hydrophila viva o formalinizada, para 

alcanzar los siguientes 

OBJETIVOS: 

1. La caracterización de la respuesta transcriptómica en bazo y en pronefros 

de O. mykiss de los genes de las citoquinas IL-1β1, IL-8, TNF-α1, 

TGF-β, de la proteína Mx-1, los de las enzimas COX-2 e iNOS y el de la 

cadena β del MHC-II tras la vacunación intraperitoneal con la vacuna 

aroA de A. hydrophila viva o formalinizada, en comparación con truchas 

control, inoculadas también intraperitonealmente con la solución salina 

tamponada utilizada para preparar  las vacunas. 

2. La caracterización de la respuesta transcriptómica de los mismos genes 

indicados en el objetivo anterior en dos líneas celulares de O. mykiss, una 

derivada del estroma de bazo (línea TSS) y la otra del estroma de 

pronefros (línea TPS-2), expuestas a la vacuna aroA de A. hydrophila 

viva o formalinizada, en comparación con cultivos control, a los que solo 

se añadió el medio de cultivo utilizado para resuspender las bacterias. 

La elección de la vacuna formada por la cepa aroA de A. hydrophila y de 

estos dos modelos experimentales se fundamenta en los siguientes antecedentes: 

a) En el caso de la vacuna aroA y de la vacunación i.p. de O. mykiss, estudios 

previos, llevados a cabo en colaboración con el equipo dirigido por el Dr. 

German Naharro (Dpto. de Sanidad Animal de la Universidad de León), 

demostraron que esta vacuna es segura y eficaz en trucha arcoíris contra 

desafíos de otra cepa (PPD 70/91) virulenta de A. hydrophila, (Hernanz-

Moral et al., 1998), así como también era capaz de conferir cierto grado de 

protección cruzada contra una cepa virulenta de A. salmonicida (Vivas, 
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2003; Vivas et al., 2004a), induciendo la activación de mecanismos 

inmunológicos innatos, con incremento de actividades microbicidas (Vivas, 

2003; Vivas et al., 2004a), así como de la inmunidad adquirida con 

producción de anticuerpos específicos contra A. hydrophila (Hernanz-Moral 

et al., 1998). 

b) Estudios previos de J. Vivas (Vivas, 2003) en  los que se comparó la 

efectividad de la vacuna aroA viva con la de la formalinizada, usando como 

cepa de desafío la PPD 70/91 de A. hydrophila, y que demostraron que la 

protección conferida por la vacuna aroA viva era mayor (RPS60 = 46,9%) 

que la producida por la vacuna formalinizada (RPS60= 30,7%) . 

c) En cuanto al uso de las líneas celulares TSS y TPS-2 de estroma 

linfohematopoyético de O. mykiss para los estudios in vitro, en la 

demostración de que estas dos líneas, obtenidas por nuestro grupo 

(Carracedo, 2003),  son capaces de expresar genes inmunorreguladores, tales 

como IL-1β, IL-8, TNF-α, Mx-1, COX-2, iNOS, Arginasa-2 y MHC-IIβ, y 

factores de la respuesta inflamatoria (NO, ROS), tras su estimulación con 

PAMPs  (LPS, poly I:C) o el inmunoestimulante levamisol (Fierro-Castro, 

2009; Fierro-Castro et al., 2012) 

Por otra parte, la elección de los genes que se han estudiado (IL-1β1, IL-8, 

TNF-α1, TGF-β, Mx-1, COX-2, iNOS y MHC-IIβ) se realizó en función de  su 

expresión en los dos modelos experimentales utilizados, a fin de que se pudieran 

llevar a cabo comparaciones entre ambos. El modelo limitante, en cuanto a este 

aspecto, era el uso de las líneas TSS y TPS-2, razón por la cual no se incluyeron en 

este estudio algunos genes, como son los de IFN-II, IL-2, IL-6, IL-17 o los factores 

de transcripción T-bet, GATA3, todos ellos expresados por linfocitos-T y que 

regulan el perfil Th1/ Th2 / Th17 de las respuestas inmunitarias adquiridas (Laing et 

al., 2011;Secombes et al., 2011). 
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ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN 

Para los ensayos de vacunación realizados en la Universidad de León se 

utilizaron alevines de trucha arcoíris (n=90), Oncorhynchus mykiss (Walbaum), 

procedentes de la piscifactoría “Los Leoneses” (Castrillo del Porma, León). Los 

alevines se pesaron y midieron individualmente, arrojando un peso medio de 

48,2±11,7 g y una longitud media de 16,2±1,2 cm.  

Las truchas se alojaron en el acuario de Patología Infecciosa del 

Departamento de Biología Molecular (Área de Biología Celular), en la Facultad de 

Ciencias Biológicas y Ambientales de la Universidad de León. Se dispusieron en 

grupos de 40 individuos, en tanques de polietileno de 300 litros de capacidad, a los 

que se les suministraba de modo continuo agua no clorada procedente de un pozo 

artesiano situado en el Campus de Vegazana (León). Esta instalación dispone de un 

sistema de esterilización del agua efluente por ozonización. 

La temperatura del agua se termostatizó a 14±2 ºC y el fotoperiodo se 

mantuvo constante en un régimen de 12h luz/oscuridad. Los animales fueron 

alimentados cada 48 horas con pienso comercial granulado Trouw T-6 classic 3P 

(Trouw España S.A.), compuesto por un 40 % de proteína, 21 % grasa, 16 % de 

carbohidratos, 8 % de cenizas y 1,5 % de fibras. 

Previo a la realización de cualquier ensayo, los animales pasaron por un 

periodo de aclimatación de 2 semanas y fueron examinados diariamente, 

eliminándose cualquier individuo con signos de enfermedad. 

Para los ensayos de seguridad de la vacunación y de eficacia de la vacuna 

con bacterias vivas de la cepa aroA de A. hydrophila realizados en Instituto de 

Acuicultura de la Universidad de Stirling, Escocia, Reino Unido, se utilizaron  240 

truchas con un peso medio de 9±0,5 g y una longitud media de 10±0,5 cm que 

fueron mantenidas en el acuario del instituto en tanques de polietileno de 300 litros 

de capacidad con una temperatura constante de 14±2 ºC. 
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Para llevar a cabo los diferentes experimentos, los animales fueron 

anestesiados mediante inmersión en MS-222 (metil sulfonato de tricaína, Sigma) a 

una concentración de 60 mg/l para anestesiar o de 200 mg/l para el sacrificio por 

sobreanestesia. 

Todos los restos orgánicos y materiales de desecho procedentes de los 

ensayos de vacunación fueron esterilizados por autoclavado antes de su eliminación. 

LÍNEAS CELULARES 

Para los ensayos in vitro se han utilizado dos líneas celulares de trucha 

arcoíris derivadas del estroma del bazo y del pronefros, principales órganos 

linfohematopoyéticos de teleósteos, que fueron obtenidas en nuestro laboratorio. 

Línea TSS: esta línea celular, obtenida por Carracedo (Carracedo, 2003), se 

obtuvo a partir de subcultivos de explantes de bazo de O. mykiss y está formada por 

una población heterogénea de células del estroma esplénico, predominando las 

células epitelioides (Figura 7). Las células de esta línea se caracterizan por su alta 

capacidad endocítica, mostrando actividades enzimáticas lisosomales, así como 

marcaje positivo para la lectina de Ulex europaeus (UEAI), por lo que contiene 

células que se asemejan a células endoteliales de tipo sinusoidal (Bachetti et al., 

2000; Scoumanne et al., 2002; Unger et al., 2002). 

a b

 

Figura 7. Microfotografías en contraste de fases de cultivos de la línea celular TSS 

de bazo de trucha arcoíris en el pase 40 tras 5 días de cultivo. a) 100x y b) 200x. 
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Línea TPS-2: es una línea celular obtenida también por Carracedo 

(Carracedo, 2003) a partir de subcultivos de explantes de pronefros de O. mykiss y 

contiene diversas poblaciones del estroma hematopoyético de ese órgano, que se 

considera equivalente a la médula ósea de mamíferos (Zapata, 1979). Los cultivos 

de la línea TPS-2 contienen predominantemente células del sistema retículo 

endotelial (RES), incluyendo células epitelioides, células fibroblásticas y gigantes 

(Figura 8), las cuales presentan actividades enzimáticas lisosomales (Carracedo, 

2003). Esta línea celular se asemeja a la línea TPS obtenida y descrita por Diago 

(Diago et al., 1995), pero se distingue de ella por contener un menor número de 

células gigantes. 

a b

 

Figura 8. Microfotografías en contraste de fases de cultivos de la línea celular 

TPS-2 de pronefros de trucha arcoíris en el pase 42 tras 5 días de cultivo. a) 100x y 

b) 200x. 

Congelación y descongelación de las líneas celulares 

Para los ensayos se utilizaron pases jóvenes (30-40 pases) de las líneas 

celulares, procedentes de semillas madre almacenadas en nitrógeno líquido. Las 

células se  descongelaron en un baño a 37 ºC, se resuspendieron en medio de cultivo 

y se sembraron a una concentración de 2x10
4
 células/cm

2
 en frascos de 25 cm

2
 de 

superficie (Costar). Estos se mantuvieron a 18 ºC  en atmósfera de aire y humedad a 

saturación en un incubador termostatizado (modelo MPR 161D, Sanyo). 



Material y Métodos 

72 

 

Tras la descongelación, las células se subcultivaron varias veces para 

amplificar la población, mediante disgregación enzimática con una solución de 

tripsina/EDTA (Biochrom) al 0,05-0,02 % en tampón fosfato salino (PBS) 0,16 M, 

libre de Ca
+2

 y Mg
+2

. Tras un tiempo de incubación de unos 2-3 min en la solución 

enzimática, se añadió medio de cultivo completo con suero fetal bovino para 

inactivar la tripsina y las células se lavaron a 300 g durante 10 min a 4 ºC. Tras esto, 

las células se resuspendieron en medio de cultivo y se determinó la viabilidad 

mediante el método de exclusión con azul tripán al 0,1 %. Se sembraron 5x10
5
 

células viables en frascos de cultivo de 25 cm
2
 con 5 ml de medio. 

Medio de cultivo de las líneas celulares 

Se utilizaron los siguientes medios para el cultivo de las líneas TSS y TPS-2: 

a. Medio de cultivo rutinario (TCMD) descrito por Diago et al. (Diago 

et al., 1993; Diago et al., 1995), semejante al utilizado por Mishell y 

Dutton (Mishell et al., 1967) pero modificado por Carracedo 

(Carracedo, 2003) para sustituir el suero de trucha por suero bovino 

fetal, cuya formulación se muestra en la Tabla 5. 

b. Medio de estimulación de los cultivos, que se uso para los bioensayos 

de exposición a los preparados vacunales, cuya composición se 

muestra en la Tabla 6. Este medio se caracteriza por la ausencia de 

rojo fenol y contener un porcentaje de suero bovino fetal del 2%, para 

evitar la estimulación inespecífica de las células cultivadas.  
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Solución stock 
Concentración 

final 

Volumen 

para 100 ml 

Suero fetal (FCS) (Cultek) 20% v/v 20 ml 

L-Glutamina 200 mM (Biochrom) 2 mM 1 ml 

Piruvato sódico 100 mM (Merck) 2,5 mM 2,5 ml 

2-Mercaptoetanol 50 mM (Merk) 50 µM 0,1 ml 

Mezcla de nucleósidos (Sigma) 0,1% p/v 2,5 ml 

Adenosina 9,4x10-2 mM  

Citosina 22,5x10-2 mM  

Guanosina 8,8x10-2 mM  

Uridina 10,2x10-2 mM 
 

Gentamicina 100 mg/ml (Gibco) 50 µg/mml 500 µl 

Anfotericina 250 µg/ml (Gibco) 2 µg/ml 880 µl 

RPMI-1640 con HEPES 25 mM y 
L-Glutamina 2 µM (Gibco) 

 Hasta 100 ml 

El pH se ajustó a 7,2-7,4 y el medio se esterilizó por filtración (filtro de 0,22 µm) y se 

almacenó a 4ºC. 

Tabla 5. Formulación del medio de cultivo TCMD. 

Solución stock 
Concentración 

final 

Volumen para 

100 ml 

Suero fetal (FCS) (Cultek) 2 % v/v 2 ml 

Gentamicina 10mg/ml (Gibco) 50 µg/ml 500 µl 

Anfotericina 250 µg/ml (Gibco) 2 µg/ml 880 µl 

RPMI–1640 sin rojo fenol, con 

HEPES 25 mM y L–Glutamina 2 

µM (Gibco) 

 Hasta 100 ml 

El pH se ajustó a 7,2-7,4 y el medio se esterilizó por filtración (filtro de 0,22 µm) y se 

almacenó a 4ºC. 

Tabla 6. Formulación medio de estimulación de las líneas celulares usado para 

bioensayos. 
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VACUNAS aroA  DE LA CEPA aroA DE Aeromonas hydrophila 

Se han utilizado dos tipos de vacunas, preparadas como se indica 

posteriormente, de la cepa aroA de A. hydrophila (vacunas aroA): 

- Vacuna viva, consistente en bacterias viables, que habían sido  cultivadas 

en medio líquido, recogidas y lavadas por centrifugación con PBS y 

resuspendidas en el mismo tampón para su uso. 

- Vacuna formalinizada, en la que las bacterias recogidas del cultivo 

fueron  lavadas por centrifugación con PBS, inactivadas por exposición a 

formaldehido y, posteriormente, resuspendidas en PBS para su uso. 

Como se ha indicado en la introducción, la cepa aroA de A. hydrophila es 

mutante para el gen aroA de la cepa AG2 de A. hydrophila, obtenida a partir de la 

cepa silvestre AG2 mediante la inserción de un casete de resistencia al antibiótico 

kanamicina en el gen aroA, que codifica el enzima 5-enolpiruvilsiquimato-3-fosfato 

sintasa, esencial en la ruta de biosíntesis de aminoácidos aromáticos 

(Hernanz-Moral, 2001). 

Confirmación de la identidad de la cepa bacteriana 

Para confirmar la identidad de la cepa aroA de A. hydrophila utilizada para 

obtener las vacunas se llevaron a cabo dos tipo de procedimientos, según lo indicado 

por Vivas (Vivas, 2003): 

- Identificación fenotípica y bioquímica, incluyendo la tinción de Gram y 

un test API 20E
TM

. 

- Identificación por PCR para la amplificación específica del gen aroA, 

utilizando los cebadores descritos por Cascón y cols. (Cascon et al., 

1996), que permiten detectar la interrupción del gen debida a la inserción 

del casete de resistencia a kanamicina. De esa forma, mientras que en la 

cepa silvestre AG2 el tamaño del amplicón es de 1238 pb, en el mutante 
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el tamaño es de 2638 pb (Hernanz-Moral, 2001). En este estudio se 

utilizaron los cebadores descritos  en el trabajo original (Hernanz-Moral, 

2001): 

Delantero: PF1 5’ - TTT GGA ACC CAT TTC TCG TGT GGC -3’

  Reverso: PR1 5’- TCG AAG TAG TCC GGG AAG GTC TTG G -3’ 

La amplificación se llevó a cabo en un termociclador Mini Cycler
TM

 (MJ 

Research) empleando un kit de Taq DNA Polimerasa (Invitrogen) y siguiendo las 

instrucciones del fabricante. 

Para la obtención del DNA molde necesario para la realización de la PCR se 

siguió el protocolo que se describe a continuación: 

1. A partir de cultivo en placa, se resuspendieron varias colonias en 300 l 

de agua MilliQ estéril. 

2. Para romper las bacterias, la suspensión se dejó hervir durante 15 min e 

inmediatamente después se congeló a -20 ºC durante 10 min. 

3. Se centrifugó la suspensión de células fragmentadas a 13000 rpm durante 

5 min a temperatura ambiente y se recogió el sobrenadante que contiene 

el DNA que se utilizó como molde. 

El volumen final de la mezcla de reacción de PCR fue de 50 l, que 

contenían los reactivos indicados en la Tabla 7. 
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Concentración stock Volumen 

Tampón 10X Taq polimerasa  5 µl 

Cebador 5’ 10 µM 2,5 µl 

Cebador 3’ 10 µM 2,5 µl 

Mezcla dNTPs 10 µM 1,2 µl 

Taq DNA polimerasa 5 U/ µl 0,3 µl 

MgCl2 50 mM 2 µl 

cDNA  5 µl 

Agua estéril  Hasta 50 µl 

Tabla 7. Formulación de la mezcla de reacción de la PCR para amplificación del 

gen aroA. 

Las condiciones de la PCR que se utilizaron para la amplificación del gen 

aroA  fueron las siguientes (Tabla 8): 

Ciclo Tiempo Temperatura 

Desnaturalización inicial 2,5 min 94ºC 

Amplificación 

38 ciclos 

Desnaturalización 0,5 min 94ºC 

Anillamiento 0,5 min 65ºC 

Extensión 2 min 72ºC 

Extensión final 10 min 72ºC 

Tabla 8. Condiciones utilizadas para la amplificación del gen aroA. 

Los productos de las amplificaciones fueron visualizados en geles de agarosa 

de baja electroendósmosis (Agarose D-1 low EEO, Pronadisa) al 1,5 %  en tampón 

TAE pH=8,0 con 0,5 l/ml de bromuro de etidio (Fluka). Los amplicones obtenidos 

se mezclaron con tampón de carga y 16 l de esta mezcla fueron sometidos a 

electroforesis a 100 v durante 1 hora. Los geles fueron fotografiados en un 

transiluminador de luz UV conectado a una cámara fotográfica digital. 
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Preparación de la vacunas 

Las vacunas se obtuvieron a partir de un stock de las cepa aroA de 

A.hydrophila congelado a -80 ºC. Para su descongelación, los viales se mantuvieron 

15 min a temperatura ambiente y las bacterias se sembraron en placas de Petri con 

medio Agar de Soja Triptona (TSA, Cultimed), suplementado con los antibióticos 

Ampicilina (Amp, Sigma) y Kanamicina (Ka, Sigma) a una concentración de 200 y 

50 g/ml respectivamente. Las colonias fueron subcultivadas un máximo de 2 veces 

en TSA + Amp + Ka durante un periodo máximo de 2 semanas. 

Para obtener un número suficiente de bacterias para preparar las vacunas, se 

inoculó una colonia aislada de la cepa aroA, procedente de placas de TSA, en 100 

ml de medio Caldo de Soja Triptona (TSB, Cultimed) y se incubó a 25 ºC en 

agitación a 140 rpm durante 12 horas, hasta alcanzar una OD600=0,8. A partir de este 

cultivo, se recogieron las células por centrifugación y se lavaron con PBS, 

resuspendiéndolas a continuación en ese mismo tampón a una concentración de 10
9 

CFUs/ml. A continuación, se tomaron 100 μl de dicha suspensión y se inocularon en 

matraces que contenían 200 ml de TSB, que se  incubaron a 25 ºC en agitación a 140 

rpm.  

Puesto que, según resultados previos (Vivas, 2003; Vivas et al., 2004a), la 

producción de anticuerpos específicos contra A. hydrophila tras la vacunación i.p. 

con la vacuna aroA viva es mayor cuando esta se prepara a partir de bacterias 

recogidas de cultivos en la fase estacionaria, previamente a la preparación de las 

vacunas, se determinó la curva de crecimiento de la cepa aroA en medio TSB a 25 

ºC y en agitación (140 rpm). Además, se estableció la relación entre la OD600 y el 

número de CFUs/ml para facilitar la preparación de las vacunas. 

Para ello, se realizaron ensayos divididos en dos tramos, uno desde tiempo 0 

hasta las 12 horas y otro desde las 12 a las 24 horas. En cada tramo se  tomaron 

muestras (700 μl) de los matraces a intervalos regulares de tiempo (2 horas) y se 

determinó la OD600 en un espectrofotómetro GeneQuant (Amersham Pharmacia 
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Biotech), así como el número de CFUs/ml mediante recuento en placas de TSA, tras 

un periodo de incubación de 24 horas. 

Los resultados de estos estudios metodológicos se muestran en la Figura 9. 
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Figura 9. a) Crecimiento de la cepa aroA de A. hydrophila en medio TSB a 25ºC. b) 

Curva estándar de relación OD600 – CFUs/ml para la cepa aroA. 

Vacuna aroA viva 

Tras una incubación de 14-15 horas, en las condiciones anteriormente 

expuestas, se recogió el cultivo bacteriano y se lavó 3 veces en PBS mediante 

centrifugación (1600 g, 20 min, 4ºC).  

Las bacterias se resuspendieron en PBS para la vacunación de las truchas o 

en medio RPMI-1640 para los estudios de exposición de las líneas celulares, en los 

dos casos  a una concentración de 10
8
 CFUs/ml. 

Ensayo de seguridad de la vacuna viva 

Para confirmar la seguridad de la vacuna aroA viva se llevó a cabo un 

estudio de supervivencia de peces inoculados i.p. con dicha vacuna.  Este ensayo se 

realizó en el Instituto de Acuicultura de la Universidad de Stirling, Escocia. Se 

utilizaron dos lotes de peces, uno utilizado como control (n=10) y otro como grupo 

experimental (n=10). A los peces del grupo control se les inyectó i.p. 0,1 l de PBS 

mientras que los del grupo experimental fueron inyectados i.p. con 10
7 

CFUs/pez en  
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0,1 l de PBS. Los peces fueron controlados 3 veces al día durante 20 días para 

comprobar si existían signos de infección o mortalidad. 

Vacuna aroA formalinizada 

El protocolo seguido para la inactivación de la cepa por formalinización fue 

el siguiente: 

1. Tras una incubación de 14-15 horas, en las condiciones anteriormente 

expuestas, se recogieron las bacterias mediante centrifugación a 1600 g, 

20 min a 4º C. 

2. Se lavó el pellet 3 veces con PBS por centrifugación y se resuspendió el 

pellet en un volumen aproximado del 1 % (1 ml de pellet en 99 ml de 

líquido) en una solución al 8 % de formol-PBS. Esta solución se mantuvo 

en incubación en agitación durante 2 horas a temperatura ambiente y, 

posteriormente, a 4º C durante 48 horas. 

3. A continuación se lavó con PBS tres veces por centrifugación a 4 ºC, con 

un volumen 10 veces superior al del pellet. 

4. Finalmente, las bacterias formalinizadas se resuspendieron en 10 

volúmenes de PBS, se añadió 0,025 % de acida sódica, y se almacenaron 

a  4 ºC. 

Para comprobar la inactivación de las bacterias por la formalinización, se 

sembraron alícuotas de  100 l de las bacterias formalinizadas en placas de TSA y se  

incubaron a 25ºC, comprobando que no existía crecimiento bacteriano. 

Estudio comparado de la eficacia de la vacunas 

Se realizó un estudio de la eficacia de la vacuna aroA viva respecto a la 

formalinizada, en un ensayo de vacunación-desafío, utilizando como patógeno para 

el desafío la cepa IOA de A. hydrophila (aislada en el Instituto de Acuicultura de la 

Universidad de Stirling). Este ensayo se realizó en el Instituto de Acuicultura de la 
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Universidad de Stirling, Escocia. Se utilizaron un total 180 truchas divididas en 

nueve lotes de 20 peces cada uno, tres fueron utilizados como control, otros tres para 

la vacunación con la vacuna aroA viva y otros tres  para la vacunación con la vacuna 

aroA formalinizada. A los peces del grupo control se les inyectó i.p. 0,1 l de PBS 

mientras que los de los grupos experimentales fueron inyectados i.p. con 10
7 

CFUs/pez en  0,1 l de PBS, bien vivas o formalinizadas. Los peces fueron 

controlados 3 veces al día durante 20 días para comprobar si existían signos de 

infección o mortalidad. Pasados 30 días se procedió con el desafío de los animales 

vacunados mediante la inyección i.p. de 5x10
6
 CFUs/pez de la cepa IOA de A. 

hydrophila en PBS estéril. Los peces fueron controlados 3 veces al día durante 20 

días para comprobar si existían signos de infección o mortalidad. El Porcentaje de 

Supervivencia Relativa (RPS) se calculo según la siguiente fórmula: 

RPS   = 100 x 
% de mortalidad en peces vacunados 

% de mortalidad en peces control 

 

Estudio de la resistencia de A. hydrophila a gentamicina en medio 

TCMD 

Aunque previamente se había determinado que la cepa aroA de A. hydrophila 

es sensible a la gentamicina (Vivas, 2003) cuando crece en medio de cultivo 

bacteriano (TSA), para los estudios de exposición de los cultivos de las líneas TSS y 

TPS-2 a la vacuna aroA viva, se estudió su resistencia a ese antibiótico en el medio 

de cultivo de las líneas celulares TCMD. El propósito de este estudio era determinar 

si la concentración de la gentamicina en este medio es suficiente para evitar la 

proliferación de las bacterias que pudieran permanecer en el sobrenadante de los 

cultivos celulares, una vez pasado el tiempo inicial de exposición. 
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Para ello, se siguió el siguiente protocolo:  

1. En una placa de 96 pocillos, se sembraron 5x10
7
 CFUs/ml de la cepa 

aroA de A. hydrophila en 100 l de medio TCMD por pocillo en la 

siguiente configuración experimental (n=8): 

- Control negativo: medio TCMD con 50 g/ml de gentamicina 

- TCMD con 50 g/ml de gentamicina + bacterias 

- TCMD con 100 g/ml de gentamicina + bacterias 

- Control positivo: bacterias en TSB 

2. La placa se incubó durante 24 horas a 25º C. 

3. Se recogieron los 100 l de cada pocillo y se sembraron en placas de 

TSA + Amp + Ka. 

ENSAYOS DE VACUNACIÓN INTRAPERITONEAL 

Para los ensayos de vacunación de truchas utilizando los dos tipos de 

vacunas aroA,  las truchas fueron divididas en tres grupos de 30 animales cada uno, 

que se sometieron a los tratamientos que se indican a continuación: 

- Vacunación i.p. con la vacuna viva. 

- Vacunación i.p.  con la vacuna formalinizada 

- Administración i.p. de PBS estéril (grupo control).  

Las truchas de los grupos vacunados recibieron una dosis de 10
7 

CFUs/pez, 

en 0,1 ml de PBS, de la vacuna correspondiente. Los peces del grupo control fueron 

inyectados con 0,1 ml de PBS estéril. En el caso de la vacuna viva, Vivas (Vivas, 

2003; Vivas et al., 2004a) demostró que esa dosis es suficiente para inducir un 

protección elevada frente a cepas virulentas de A. hydrophila, con un porcentaje de 

supervivencia relativa superior al  60%. 
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El proceso de vacunación se llevo a cabo por inyección intraperitoneal, 

utilizando una jeringa repetidora SOCOREX (Mod.187) de 1 ml de capacidad, 

provista de agujas estériles de calibre 25G, desechables. Antes de cada uso la jeringa 

repetidora se esterilizó en autoclave y la aguja se cambió tras inyectar un máximo de  

10 individuos. 

Todas las experiencias de vacunación se llevaron a cabo en las instalaciones 

del acuario de Patología Infecciosa de la Facultad de Ciencias Biológicas y 

Ambientales, en las condiciones de estabulación, suministro y eliminación de agua, 

alimentación, manejo y anestesia indicadas anteriormente. Tras la vacunación, los 

animales se mantuvieron en los tanques del acuario controlando la aparición de 

individuos enfermos o que mostrasen lesiones cutáneas o un comportamiento 

alterado. 

A las 4, 8, 12, 24, 36, 48 y 72 horas posinyección se recogieron cuatro 

truchas de cada uno de los grupos de peces vacunados y tres del grupo control, que 

fueron sacrificadas por sobreanestesia en MS-222. De cada uno de ellos se tomaron 

muestras de bazo y pronefros, que fueron pesadas, congeladas inmediatamente 

mediante inmersión en nitrógeno líquido y, posteriormente, almacenadas a -80 ºC 

hasta el momento de su procesado. 

ENSAYOS DE EXPOSICIÓN IN VITRO 

Para los ensayos de exposición in vitro de las líneas celulares TSS y TPS-2 a 

las vacunas aroA, se consideraron también los grupos de tratamiento formados por 

cultivos celulares expuestos a la vacuna viva o la vacuna formalinizada, así como 

cultivos control no expuestos a las vacunas. 

El protocolo seguido para la exposición de los cultivos de las líneas celulares 

a las vacunas fue el siguiente: 
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1. Se sembraron  8x10
5
 células/frasco en frascos de cultivo de 25 cm

2 

(Costar) 48 horas antes de la realización del ensayo, para permitir que las 

células se adhiriesen bien a la superficie.  

2. A continuación, se retiró el medio, se lavó el cultivo con PBS y se 

añadieron 5 ml de RPMI-1640 sin rojo fenol conteniendo las bacterias, 

bien vivas o bien formalinizadas, en una proporción de 50 bacterias por 

célula sembrada. En el caso de los controles sólo se añadió RPMI-1640 

sin rojo fenol. 

3. Inmediatamente después, se centrifugaron los frascos a 300 g durante 5 

min, para que las bacterias contactasen con las células, y se incubaron los 

frascos durante 1 hora a 18 ºC. 

4. Cumplido ese tiempo, se retiró el sobrenadante con las bacterias y los 

frascos se lavaron 3 veces con RPMI-1640 sin rojo fenol + gentamicina 

para eliminar las bacterias no endocitadas o fuertemente adheridas. 

5. A continuación se añadió medio TCMD y se prosiguió la incubación de 

los cultivos a 18 ºC en atmósfera de aire. 

A las 4, 8, 12 y 24 horas posexposición se utilizaron cuatro frascos de cada 

uno de los tratamientos con las vacunas aroA y cuatro de  los controles para la 

extracción del RNA, como se indica posteriormente, que fue almacenado a -80 ºC 

hasta su uso. 

ENSAYOS DE EXPLOSIÓN RESPIRATORIA 

Como un indicador del efecto de la exposición de las líneas celulares TSS y 

TPS-2 a las vacunas aroA se utilizó un bioensayo para medir la activación de la 

explosión respiratoria, puesto que ambas presentan este tipo de respuesta 

inmunitaria innata cuando son estimuladas por PAMPs  (Fierro-Castro, 2009; 

Fierro-Castro et al., 2012). 



Material y Métodos 

84 

 

Para ello se midió la producción de O2
- 
utilizando el método de la reducción 

del azul de nitrotetrazolio (NBT), que detecta la presencia intracelular de O2
- 
(Rook 

et al., 1985). La especificidad del método se demostró utilizando la enzima 

superóxido dismutasa (SOD)  exógena, que convierte el O2
- 

 en H2O2. 

Las células se sembraron en placas de 96 pocillos con fondo plano (Costar) a 

una densidad de 2x10
4 

células/pocillo para la línea TSS y de 3x10
4 

células/pocillo 

para la línea TPS-2 en medio TCMD. Las placas se incubaron a 18 ºC y 24 horas 

antes del ensayo se lavaron con RPM-1640 para eliminar las células no adheridas y 

se añadió medio de estimulación fresco conteniendo solo un 2 % de suero para evitar 

la estimulación debida al suero. 

El protocolo seguido para la realización del ensayo fue el siguiente:  

1. Se lavó la placa con solución salina Hanks (HBSS 10X). 

2. A continuación se añadieron a cada pocillo 100 µl de RPMI-1640 sin rojo 

fenol que contenían 1 mg/ml de NBT y el correspondiente preparado vacunal 

(vacuna formalinizada o viva) en una proporción de 50 bacterias por célula, 

utilizando 8 pocillos para cada preparado. A los pocillos utilizados como 

control se les añadió únicamente  el medio de incubación. Como blanco para 

las medidas espectrofotométricas se dispuso una columna más con los 

pocillos sin células a los que se añadió medio sin bacterias. 

3. Se incubó la placa durante 1 hora a 18 ºC. 

4. Tras el periodo de incubación se retiró la solución de los pocillos  y se fijó 

con metanol (Merk) durante 15 min. 

5. Se hizo un lavado con metanol al 70% y se dejó secar al aire. 

6. Una vez seco se añadieron 120 µl de KOH (Panreac) 2 M y 140 µl de DMSO 

(Sigma) a cada pocillo para disolver los depósitos de formazán reducido en 

las células. 
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7. Finalmente se determinó la densidad óptica de cada pocillo en un 

espectrofotómetro (Synergy HT, Bio-Tek) a 620 nm de longitud de onda 

frente al blanco con KOH/DMSO. 

Los resultados se expresaron como “índice de estimulación” frente a los 

controles, calculados siguiendo la fórmula que se muestra a continuación:  

Índice de estimulación =
X experimental – X blanco

X control – X blanco
- 1 

 

ESTUDIO DE LA EXPRESIÓN DE GENES 

INMUNORREGULADORES 

El análisis de las expresión de genes inmunorreguladores, relacionados con 

las respuestas inmunitarias innata y específica tempranas que se indican en la Tabla 

9, se realizó mediante la determinación del número de transcritos de los mismos 

utilizando el método de la retrotranscripción (RT) seguida de la reacción en cadena 

de la polimerasa (PCR). 

Se utilizaron dos métodos de RT-PCR:  

a. RT seguida de PCR semicuantitativa, que comprendió la visualización 

del resultado de la PCR en geles de agarosa con bromuro de etidio y 

cuantificación por densidad óptica (Sambrook et al., 2001). Este método 

se utilizó inicialmente para poner a punto los métodos de amplificación y 

confirmar la detección de la expresión de los genes, así como que si su 

expresión variaba en respuesta a las condiciones experimentales. 
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Gen Cebador Secuencia 
Tamaño 

amplicón 
Referencia 

β-actina Actin F ATCGTGGGGCGCCCCAGGCACC 

543 pb 
(Bridle et al., 

2006)  Actin R 
CTCCTTAATGTCACGCACGATTT

C 

β-actina* 
β-actin F ATGGAAGGTGAAATCGCC 

260 pb 
(Lindenstrøm et 

al., 2004) β-actin R TGCCAGATCTTCTCCATG 

IL1-β1 
IL-1 F10 GGATTCACAAGAACTAAGGAC 

399 pb  
(Brubacher et 

al., 2000) IL-1 R5 ACTGTGATGTACTGCTGAAC 

IL-8 
IL-8 F3 GAATGTCAGCCAGCCTTGTC 

226 pb 
(Laing et al., 

2002) IL-8 R3 TCCAGACAAATCTCCTGACCG 

TNF-α1 
TNFα1 F AGCATGGAAGACCGTCAACGAT 

131 pb 
(Purcell et al., 

2004) TNFα1 R ACCCTCTAAATGGATGGCTGCTT 

TGF-β1 
TGF-β F5 GAAGAAACGACAAACCACTAC 

365 pb 
(Bridle et al., 

2006) TGF-β R8 GACATGTGCAGTAATTCTAGC 

TGF-β* 
TGF-β F 

GGAAGAAACGACAAACCACTAC

TGA 70 pb 
(Zhang et al., 

2009)  
TGF-β R GTTTTCGCACACAGCAACTCT 

Mx-1 
Mx-1 

ATGAATAATACGCTCAACCAAC

ATTA 1852 pb 
(Fierro-Castro, 

2009) 
Mx-1 CTAGAACTCAACTAGGTAGC 

Mx-1* 
Mx-1 GGTTGTGCCATGCAACGTT 

102 pb 
(Purcell et al., 

2004) Mx-1 GGCTTGGTCAGGATGCCTAAT 

COX-2 

COX-2 F6 ATCCTTACTCACTACAAAGG 

386 pb 
(Zou et al., 

1999b) COX-2 

R3 
GCTGGTCCTTTCATGAAGTCTG 

iNOS 

iNOS F4 
CATACGCCCCCAACAAACCAGT

GC 
746 pb 

(Lindenstrøm et 

al., 2004) 
iNOS R5 

CCTCGCCTTCTCATCTCCAGTGT

C 

iNOS* 

iNOS F CCAACCATGCACATCAAAAGTT 

98 pb 
(Fierro-Castro, 

2009) iNOS R 
CCTGAGGTAGGATTTCAAGAGT

AGAAA 

MHC-IIβ 
OMNY F ATGTCGATGCCAATTGCCTTCTA 

336 pb 
(Glamann, 

1995) OMNY R TGTCTTGTCCAGTATGGCGCT 

MHC-

IIβ* 

OMNY F GTCGATGCCAATTGCCTTCTA 

84 pb 
(Fierro-Castro, 

2009) OMNY R 
ACCGATGTTCAAAATATCCATCT

GT 

Tabla 9. Secuencia de oligonucleótidos utilizados como cebadores para la detección 

por RT-PCR semicuantitativa y por qPCR de la expresión de genes. Estas 

secuencias fueron diseñadas o tomadas a partir de las secuencias y datos indicados 

en las referencias bibliográficas que se muestran y sintetizados por Invitrogen. 

*Cebadores específicos para qPCR. 
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b. RT seguida de PCR cuantitativa (qPCR o PCR a tiempo real), una técnica 

altamente sensible que permite la cuantificación de transcritos raros y de 

pequeños cambios en la expresión de genes (Pfaffl, 2001).  Este método 

se utilizó para evaluar los cambios en la expresión de los genes a lo largo 

del tiempo posvacunación en los peces o posexposición en las líneas 

celulares. 

En ambos casos, el gen utilizado como referencia para la normalización de 

los datos de expresión de un gen dado fue el de la -actina, que se expresa de modo 

constitutivo en los tejidos y células analizados. 

A continuación se describen los métodos utilizados en cada caso. 

Extracción de RNA 

En las muestras de pronefros y de bazo y en las células cultivadas se llevó a 

cabo la extracción del RNA total, para lo cual se utilizó el reactivo TRIZOL 

Reagent (Invitrogen) siguiendo las directrices del fabricante. El protocolo utilizado 

fue el siguiente: 

1. Homogenización del tejido o células: 

a. Tejidos: se tomaron un mínimo de 30 mg de tejido y se  sumergieron 

en 1 ml de Trizol en un tubo Eppendorf de 2 ml,  homogeneizando a 

continuación el tejido mediante el uso de un Politrón  (T10 Basic 

Homogenizer Workcentre, IKA
®
). Este homogeneizado se incubó 

durante 5 min a temperatura ambiente antes de seguir el procesado. 

b. Células: se eliminó el medio de cultivo de los frascos y se añadió 1 ml 

de Trizol a cada uno. Inmediatamente después, se recogió el Trizol 

conteniendo el disgregado celular y se pasó a un tubo Eppendorf de 2 

ml, que se incubó durante 5 min a temperatura ambiente antes de 

seguir el procesado. 
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2. A cada tubo conteniendo el homogenizado se añadieron 200 l de 

cloroformo y se incubó durante 15 min a temperatura ambiente. Tras la 

incubación, los tubos se  centrifugaron  a 12000 g, 15 min a 4 ºC. 

3. Se recogió  la fase acuosa, donde se encuentra el RNA, y se pasó a un 

tubo Eppendorf de 1,5 ml y se añadió la misma cantidad de isopropanol 

(Sigma) frío. Se dejó incubar durante 10 min a temperatura ambiente y se 

centrifugó a 12000 g durante 20 min a 4 ºC. 

4. Se eliminó el sobrenadante y se lavó el “pellet” con etanol al 75 % en 

agua DPEC centrifugando a 7600 g, 5 min a 4 ºC. Tras eliminar el 

sobrenadante, se dejó secar el pellet al aire y se resuspendió en 30 l de 

agua libre de RNasas (Sigma). 

El RNA obtenido se cuantificó utilizando un equipo NanoDrop


 ND-1000 

(NanoDrop Technologies) considerándose como aceptables aquellas muestras que 

presentaban unos ratios 260/280 entre 1,5-2. 

Además se determinó la integridad del RNA obtenido mediante 

electroforesis en gel de agarosa con bromuro de etidio, como se describe más 

adelante. Un ejemplo de los resultados obtenidos se muestra en la Figura 10. 

 

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa de muestras de RNA obtenidas del 

pronefros de truchas control (carriles 2 y 3). En el carril 1 se cargó un marcador de 

peso molecular (1Kb). 
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Retrotranscripción 

Para poder llevar a cabo los análisis de expresión génica mediante PCR se 

realizó una retrotranscripción de los RNAs obtenidos previamente, obteniéndose el 

cDNA que sirvió como molde de la reacción. Para ello se utilizó la enzima 

retrotranscriptasa M-MLV (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse 

Transcriptase, Invitrogen) y como cebadores oligo-dT (Invitrogen). El protocolo 

seguido fue el siguiente: 

1. Desnaturalización del RNA, añadiendo a un tubo libre de RNasas los 

siguientes reactivos 

a. RNA molde: 5 g 

b. 1 l de oligo-dT (Invitrogen) 

c. 1 l de dNTPs Mix (Invitrogen) 

d. Agua libre de RNasas (Sigma) suficiente para ajustar el volumen de 

la reacción hasta 12 l. 

La mezcla de reacción se incubó a 65 ºC durante 5 min y continuación se 

puso el tubo en hielo durante al menos 1 min para evitar que el RNA se replegase. 

2. Síntesis del cDNA, añadiendo a la mezcla anterior: 

a. 4 l de buffer de reacción 5X de la retrotranscriptasa (Invitrogen) 

b. 2 l de DTT (dithiothreitol, Invitrogen) 

c. 1 l de RNasaOUT (Invitrogen) 

d. 1 l de M-MLV RT (Invitrogen) 

La mezcla se incubó a 37 ºC durante 1 hora y a continuación se mantuvo a 

72ºC durante 15 min para parar la reacción. 
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Las muestras de cDNA se diluyeron 10 veces y se almacenaron a -20 ºC 

hasta su uso. 

PCR semicuantitativa 

Las reacciones de PCR semicuantitativa se llevaron a cabo en un 

termociclador Mini Cycler
TM

 (MJ Research), empleando un kit con Taq DNA 

Polimerasa (Invitrogen) y siguiendo un protocolo general de PCR que comprendía la 

mezcla de reacción indicada en la Tabla 10, con un volumen final de 25 µl, en tubos 

Eppendorf de 0,6 ml, y siguiendo las condiciones de amplificación indicadas en la 

Tabla 11. 

Solución stock Concentración stock Volumen  

Tampón 10X Taq polimerasa  2,5 µl 

Cebador 5’ 10 µM 1,25 µl 

Cebador 3’ 10 µM 1,25 µl 

Mezcla de dNTPs 10 µM 0,75 µl 

Taq DNA polimerasa 5 U/µl 0,15 µl 

MgCl2 50 mM 1 µl 

cDNA  1,1 µl 

Agua estéril  Hasta 25 µl 

Tabla 10. Formulación general de la mezcla de reacción para la PCR 

semicuantitativa. 
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PROTOCOLO PCR SEMICUANTITATIVA 

Gen Desnaturalización Anillamiento Elongación Nº de ciclos 

β-actina 

94ºC/5min - - 1 

94ºC/1min 55ºC/1min 72ºC/1min 30 

- - 72ºC/8min 1 

IL-1β1 

94ºC/5min - - 1 

94ºC/4s 59ºC/45s 72ºC/1min 35 

- - 72ºC/7min 1 

IL-8 

94ºC/3min - - 1 

94ºC/45s 59ºC/45s 72ºC/45s 35 

- - 72ºC/5min 1 

TNF-α1 

94ºC/4min - - 1 

94ºC/4 s 58ºC/45s 72ºC/45s 30 

- - 72ºC/7min 1 

TGF-β1 

94ºC/5min - - 1 

94ºC/45s 58ºC/45s 72ºC/1min 35 

- - 72ºC/8min 1 

Mx-1 

94ºC/1min - - 1 

94ºC/30s 50ºC/30s 72ºC/1min 35 

- - 72ºC/10min 1 

COX-2 

94ºC/5min - - 1 

94ºC/45s 60ºC/45s 72ºC/45s 38 

- - 72ºC/10min 1 

iNOS 

94ºC/4min - - 1 

94ºC/1min 62ºC/1min 72ºC/2min 35 

- - 72ºC/5min 1 

MHC-IIβ 

94ºC/5min - - 1 

94ºC/1min 54ºC/1min 72ºC/2min 30 

- - 72ºC/5min 1 

Tabla 11. Condiciones de amplificación para la PCR semicuantitativa de los genes 

indicados en la tabla. 

En todos los casos se utilizaron controles negativos, a los que no se añadía 

cDNA, y un control del origen del DNA molde consistente en muestras de RNA 

procesadas para RT-PCR en paralelo con las otras muestras, pero a las que no se 

había añadido la retrotranscriptasa (controles RT-), para observar si había 

contaminación por DNA genómico. 
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Electroforesis en geles de agarosa 

Los productos obtenidos de las PCRs se visualizaron en geles de agarosa de 

baja electroendosmosis (Agarose D-1 low EEO Pronadisa) al 1,5 % en tampón TAE 

pH 8,0 (Tabla 12) con 0,5 μg/ml de bromuro de etidio (Fluka). En los geles se 

cargaron las muestras de los amplicones obtenidos de cada gen a estudiar en las 

diversas condiciones experimentales, junto con los amplicones del gen de la β-actina 

correspondientes, a fin de evitar variaciones inter-geles en la semicuantificación por 

densitometría. 

Los geles se cargaron con 12 μl de la PCR del gen objeto de estudio junto 

con 6 μl de la amplificación de β-actina. A las muestras a cargar en el gel se les 

añadió tampón de carga, 2 μl por pocillo del gel, para dar densidad a las muestras y 

visualizarlas en el mismo. En cada gel se incluyeron marcadores de peso molecular 

(1 Kb Plus DNA ladder, Invitrogen) en el rango de 100 pb a 12 Kb.  

La electroforesis se llevó a cabo en tampón TAE mediante la aplicación de 

un diferencial de potencial de entre 1 y 5 V/cm y se detuvo cuando el frente de 

avance, marcado por el azul de bromofenol, se aproximó a final del gel. 

Tampón Composición 

TAE 50X 

57 ml de ácido acético glacial 

100 ml de EDTA 0,5 pH8 

242 g de Tris base 

Agua destilada hasta 1litro 

Tampón de carga 

12,5 mg de azul de bromofenol (0,025%) 

25 ml de glicerol 

Agua destilada hasta 50 ml 

Tabla 12. Composición de los tampones utilizados para la electroforesis en geles de 

agarosa. 
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Análisis densitométrico 

Para el análisis densitométrico, los geles se fotografiaron usando el sistema 

Uvitec (Witel LTD), que consta de un transiluminador con luz UV, cámara 

fotográfica digital y analizador de imagen. La intensidad de las bandas fue analizada 

usando el programa Quantity One (BioRad). La estimación de los niveles de 

expresión de los genes de interés fue expresada como la expresión relativa respecto a 

la del gen de la β-actina usando la siguiente fórmula (Sigh et al., 2004a):  

Expresión relativa   = 

(densidad del gen de interés – densidad del fondo) 

(densidad del gen de β-actina – densidad del fondo) 

PCR cuantitativa 

Los análisis de expresión se llevaron a cabo mediante PCR cuantitativa 

(qPCR) utilizando como marcador fluorescente SYBR Green (Brilliant Sybr Green 

QPCR Master Mix, Strategene) siguiendo el protocolo del fabricante y según se 

indica en la Tabla 13. Los experimentos se llevaron a cabo en un termociclador 

StepOne Plus (Applied Biosystems) del Laboratorio de Técnicas Instrumentales 

(LTI) de la Universidad de León. 

Solución stock Concentración stock Volumen  

2X Master Mix Sybr Green 2X 12,5 µl 

Cebador 5’ 10 µM 0,5 µl 

Cebador 3’ 10 µM 0,5 µl 

Reference dye (1:50) 0,375 µl 

cDNA (1:10) 2 µl 

Agua estéril  Hasta 25 µl 

Tabla 13.  Formulación general de la mezcla de reacción para la qPCR. 
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Las condiciones de la PCR se indican en la Tabla 14. 

Ciclo Tiempo Temperatura 

Desnaturalización inicial 10 min 95ºC 

Amplificación 

45 ciclos 

Desnaturalización 15 s 95ºC 

Anillamiento 30 s 55-60ºC 

Extensión 30 s 72ºC 

Curva de disociación 

Tabla 14. Condiciones de amplificación de la qPCR. 

Para determinar los niveles de expresión relativa de los genes estudiados con 

respecto a la -actina se empleó el método de Pfaffl (Pfaffl, 2001), aplicando la 

siguiente fórmula: 

Ratio = 

(E target)
ΔCt target (control-experimental)

ΔCt βactina (control-experimental)
(E βactina )

 

Donde Ct es el ciclo umbral  en el cual la intensidad de fluorescencia de 

nuestro gen es mayor que la fluorescencia del background. Este valor es 

inversamente proporcional a la cantidad inicial de moléculas molde, de modo que 

cuanto mayor sea nuestra cantidad de cDNA inicial antes se dará un incremento 

significativo de la fluorescencia de modo que obtendremos un valor de Ct menor. 

Ct es igual al valor de Ct obtenido en la muestra control menos el valor de Ct de la 

muestra experimental. 

La eficiencia de amplificación (E) para cada cebador fue determinada usando 

diluciones seriadas (1, 10, 100, 1000) siendo la dilución madre una mezcla de todos 

los cDNAs obtenidos de las muestras control y de las muestras experimentales. La 

eficiencia fue calculada como E=10
(-1/m)

 donde m es la pendiente de la recta que se 

genera al representar el logaritmo de las concentraciones de los cDNAs diluidos 

frente a los Ct obtenidos para estos. 
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ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS RESULTADOS 

El análisis de los resultados del estudio de vacunación-desafío se realizó 

mediante un test ANOVA, seguido de un test de Fisher, considerando la existencia 

de diferencias significativas para un valor de p<0,05. 

En el estudio de la expresión cuantitativa por qPCR de los genes así como en 

los ensayos de explosión respiratoria, para comprobar si existían diferencias 

significativas entre los distintos tratamientos empleados se utilizó un test de 

ANOVA seguido de un análisis posthoc de Tukey, considerándose que existían 

diferencias significativas para valores p<0,05 y altamente significativas para valores 

de p<0,01. 

En ambos casos se utilizó el programa estadístico SPSS 10.0. 
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IDENTIFICACIÓN BACTERIANA Y SEGURIDAD DE LA 

VACUNA 

Como ensayos previos a la realización de las vacunaciones de trucha arcoíris 

y de las exposiciones de las líneas celulares TSS y TPS-2 a las vacunas aroA se 

realizaron diferentes comprobaciones relacionadas con la identificación bacteriana 

de la cepa aroA de Aeromonas hydrophila así como de su seguridad a la hora de ser 

utilizada como vacuna viva. 

Confirmación de la identidad de la cepa aroA de A. hydrophila 

La identificación de la cepa aroA se realizó tanto fenotípica y 

bioquímicamente como molecularmente. Los resultados de la identificación 

fenotípica se muestran en la Tabla 15.  La correcta identificación de las especies de 

Aeromonas es complicada mediante el uso de tests como el API 20E y en nuestro 

caso este test sólo nos permitió identificar nuestra cepa como una aeromonas móvil, 

pero la identificación a nivel de especie no es concluyente. Por ello llevamos a cabo 

una identificación molecular mediante un análisis de PCR semicuantitativa para 

detectar la presencia del gen aroA de A. hydrophila. 

Características fenotípicas aroA 

Tinción de Gram Negativa 

Motilidad + 

Oxidasa + 

Test O-F Fermentativo 

Tabla 15. Características fenotípicas de la cepa aroA de A. hydrophila. 

En la Figura 11 se ve claramente la diferencia de tamaño del amplicón del 

gen aroA entre la cepa AG2, donde el gen tiene un tamaño de 1238 pb, y la cepa 

aroA, cuyo gen presenta un tamaño mayor (2638 pb) debido a la inserción del casete 

de resistencia a kanamicina. 
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Figura 11. Análisis en gel de agarosa de los productos de PCR del gen aroA de 

distintas cepas de A. hydrophila. Los carriles 1 y 6 corresponden a dos marcadores 

de peso molecular: X  (0,07 – 12,2 kpb) y 1 Kb (0,1 – 12 kpb). En el carril 2 muestra 

de DNA de la cepa AG2 (1238 pb)  y el carril 4 muestra de DNA de la cepa aroA-  

(2638 pb). Carril 5 control negativo. 

Ensayo de la seguridad y eficacia de la vacuna 

Para corroborar la seguridad de la vacuna aroA viva descrita por Vivas 

(Vivas, 2003; Vivas et al., 2004a) se realizó un test de seguridad de la vacuna que 

reportó unos datos de supervivencia de los animales vacunados del 100%. Así 

mismo, durante los ensayos de vacunación ningún animal presentó signos de 

enfermedad. 

Además, se realizó un estudio de la eficacia de la vacuna aroA viva respecto 

a la formalinizada, en un ensayo de vacunación-desafío, utilizando como patógeno 

para el desafío la cepa IOA de A. hydrophila (aislada en el Instituto de Acuicultura 

de la Universidad de Stirling) (Figura 12). Aunque durante este ensayo se presentó 

un problema de mortalidad no esperada en todos los peces, los resultados obtenidos 

indicaron la existencia de una protección significativamente mayor (p=0,036) de la 

vacuna aroA viva frente a la formalinizada. En las condiciones ensayadas, el 

porcentaje de supervivencia relativa (RPS) fue del 36% para la vacuna aroA viva y 

del 4% para la vacuna formalinizada.  
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Figura 12. Mortalidades en truchas control (   ) y vacunadas con 107 CFUs/pez 

de la vacuna aroA formalinizada (    ) y viva (     ) y desafiadas i.p. con 

5x107 CFUs/pez de la cepa IOA de A.hydrophila un mes después de la vacunación. 

ENSAYOS IN VIVO 

Expresión de genes inmunorreguladores tras la vacunación: 

análisis semicuantitativo 

Antes de proceder con los ensayos de expresión utilizando la técnica de 

qPCR se llevaron a cabo ensayos de PCR semicuantitativa con el fin de comprobar 

que existía expresión de los genes de estudio en los tejidos y células analizados, así 

como para comprobar que se daban diferencias en expresión como consecuencia del 

uso de los distintos preparados vacunales. 

A modo de ejemplo, en la Figura 13 se muestran imágenes de algunos geles 

de agarosa obtenidos para cada uno de los genes estudiados tras realizar PCR 

semicuantitativa de los mismos, acompañados siempre de la β-actina como gen de 

referencia. 
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Figura 13. Análisis en gel de agarosa de los productos de PCR de los genes IL-1β1, 

IL-8, TNF-α1, Mx-1, iNOS, MHC-IIβ, TGF-β y COX-2, utilizando como gen de 

referencia la β-actina (543pb). M: marcador de peso molecular de 1 Kb (0,1 – 12 

kpb); C: controles; Formal.: vacuna formalinizada; Viva: vacuna viva; C-: control 

negativo. 

Expresión de genes inmunorreguladores tras la vacunación: 

análisis cuantitativo 

Se describen a continuación los resultados obtenidos para los estudios de 

expresión de los genes de citoquinas (IL-1β1, IL-8, TNF-α1, TGF-β, Mx-1), de las 

enzimas COX-2 e iNOS así como del MHC-IIβ en el bazo y pronefros de truchas 

vacunadas con los preparados vacunales de la cepa aroA de A. hydrophila, a las 4, 8, 

12, 24, 36, 48 y 72 horas tras la vacunación. 

En primer lugar, como referencia del valor de la expresión de dichos genes 

en los animales no vacunados (control) usados en los experimentos, la Figura 14 

muestra los resultados de los ensayos de qPCR en las muestras de bazo y pronefros 

de dichos animales, expresados como valores de ciclo umbral (Ct). Se observó 

expresión basal de todos los genes estudiados en los peces control.  
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Figura 14. Expresión de los genes considerados en el estudio, incluyendo el gen 

normalizador β-actina, en el bazo (a,c) y pronefros (b,d) de los animales no 

vacunados (control). Se representa la media de los valores de Ct, calculada a partir 

de los datos de todos los animales (n= 21) más el error estándar, obtenidos en los 

ensayos de qPCR (a,b) y la dispersión de los datos (c,d). 

Los resultados de los ensayos comparativos entre animales vacunados y no 

vacunados se muestran como las medias de las ratios de la expresión del gen objeto 

de estudio, normalizadas respecto al gen de la β-actina aplicando la fórmula de 

Pfaffl (ver apartado “PCR cuantitativa”, pág. 93), en la que las muestras de animales 

vacunados proporcionan los datos experimentales y las muestras de los no 

vacunados los datos control. De esta forma, en las gráficas la media de la ratio de 

expresión de un gen dado en los animales no vacunados tiene un valor igual a uno. 
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Expresión del gen  IL-1β1 

Tras la vacunación, tanto con la vacuna viva como con la formalinizada, se 

observaron cambios en la expresión del gen de IL-1β1 en el bazo y en el pronefros 

de los animales vacunados, que siguieron patrones de variación a lo largo del tiempo 

semejantes para ambos tratamientos, con un valor máximo de ratio de 

aproximadamente 120.000 veces el control (Figura 15). 

Bazo  

En el caso del bazo (Figura 15a), tanto tras el tratamiento con  la vacuna 

viva como con la formalinizada, las medias de las ratios de expresión de este gen 

frente a los controles eran muy bajas a las 4 horas posvacunación y se elevaron 

bruscamente a las 8 horas, cuando se alcanzaron los máximos valores para ambos 

tipos de tratamiento. Desde las 12 horas posvacunación hasta las 24 se produjo un 

notable descenso, seguida de una moderada recuperación a las 36 horas y posterior 

descenso hasta las 72 horas. En todos los casos, a excepción de las 4 horas 

posvacunación, y para ambos tratamientos, se obtuvieron diferencias significativas 

con respectos a los correspondientes controles.  

Comparando las respuestas a ambos tipos de vacunas, las diferencias 

principales se observaron entre las 8 y 24 horas posvacunación, tiempos en los que 

se obtuvieron valores más altos de expresión del gen en los animales vacunados con 

la vacuna viva (Figura 15a). 

Pronefros 

Para el pronefros (Figura 15b), las medias de las ratios de expresión del gen 

IL-1β1 se elevaron más rápidamente, y alcanzaron valores superiores, que en el 

bazo. Así, a las 4 horas posvacunación se observó una expresión alta, especialmente 

tras el tratamiento con la vacuna viva. Los valores máximos de expresión también se 

alcanzaron a las 8 horas, especialmente para la vacuna viva (100.000 veces respecto 

al control). Para este órgano, en ambos tratamientos y a excepción de 4 horas 
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posvacunación para la vacuna formalinizada, se obtuvieron diferencias significativas 

respecto a los controles en todos los puntos estudiados.  

En el pronefros, excepto a las 12 y 72 horas posvacunación, se observaron 

diferencias significativas entre ambos tratamientos, con mayores diferencias a las 4 

y 36 horas posvacunación, tiempos en los que la vacuna viva indujo una expresión 

mucho mayor del gen IL-1β1 que la formalinizada (Figura 15b). 
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Figura 15. Expresión del gen IL1-β1 en muestras de bazo (a) y de pronefros (b) 

recogidas a las 4, 8, 12, 24, 36, 48 y 72 horas posvacunación de truchas vacunadas 

i.p. con la vacuna aroA formalinizada o viva. El eje de las ordenadas muestra las 

ratios de expresión IL1-β1/β-actina respecto a la expresión en los controles (=1). 

Cada columna representa la media (n=4) más el error estándar. Se indican las 

diferencias significativas con respecto a los controles (* = p<0,05; ** = p<0,01) y 

entre ambos tratamientos (§ = p<0,05;  §§ = p<0,01). 
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Expresión del gen IL-8 

Se observaron cambios en la expresión del gen IL-8 en el bazo y en el 

pronefros de los animales vacunados, tanto con la vacuna viva como con la 

formalinizada, con patrones de variación a lo largo del tiempo semejantes para 

ambos tratamiento. El valor máximo alcanzado fue de aproximadamente 290 veces 

el control (Figura 16). 

Bazo 

En el bazo (Figura 16a), tanto tras el tratamiento con  la vacuna viva como 

con la formalinizada, las medias de las ratios de expresión de este gen frente a los 

controles eran muy bajas a las 4 horas posvacunación y se elevaron bruscamente a 

las 8 horas, cuando se alcanzaron los máximos valores para ambos tipos de 

tratamiento, con diferencias significativas frente a los controles. A partir de las 12 

horas posvacunación los valores sufrieron un notable descenso para ambos 

tratamientos, pero a las 72 horas aún existían diferencias significativas en la 

expresión respecto a los controles. 

Para el bazo, las principales diferencias entre los dos tratamientos se 

observaron a las 8 horas, tiempo en el que la media de la expresión de IL-8 en las 

muestras de bazo de peces vacunados con la vacuna viva alcanzó un valor 3 veces 

superior al de los que recibieron la vacuna formalinizada (Figura 16a). También se 

obtuvieron valores de expresión significativamente más altos para la vacuna viva a 

las 24, 36 y 72 horas posvacunación. 

Pronefros  

En el pronefros las medias de las ratios de expresión del gen IL-8 alcanzaron 

también su máximo valor a las 8 horas posvacunación (130 veces con respecto al 

control), con un acusado descenso a tiempos posteriores (Figura 16b). Esta 

expresión fue significativamente más alta que en los controles para ambos 

tratamientos a las 8, 12, 24 y 48  horas posvacunación. 
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La comparación entre los dos tipos de tratamiento en las muestras del 

pronefros mostró que en los animales que recibieron la vacuna viva la expresión de 

IL-8 se iniciaba antes, ya a las 4 horas había diferencias significativas frente a la 

vacuna formalinizada, y a tiempos posteriores a las 8 horas se mantenía más elevada, 

especialmente a las 12-24 horas (Figura 16b).   
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Figura 16. Expresión del gen IL-8 en muestras de bazo (a) y de pronefros (b) 

recogidas a las 4, 8, 12, 24, 36, 48 y 72 horas posvacunación de truchas vacunadas 

i.p. con la vacuna aroA formalinizada o viva. El eje de las ordenadas muestra las 

ratios de expresión IL-8/β-actina respecto a la expresión en los controles (=1). Cada 

columna representa la media (n=4) más el error estándar. Se indican las diferencias 

significativas con respecto a los controles (* = p<0,05; ** = p<0,01) y entre ambos 

tratamientos (§ = p<0,05;  §§ = p<0,01). 
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Expresión del gen TNF-α1 

La expresión del gen TNF-α1 se vio aumentada en las muestras de bazo y de 

pronefros de los animales vacunados, pero con diferencias entre ambos órganos y 

entre los dos tipos de vacunas en el perfil  de expresión a lo largo del tiempo, siendo 

el valor máximo alcanzado de aproximadamente 80 veces el control (Figura 17). 

Bazo 

En las muestras de bazo (Figura 17a), tanto tras el tratamiento con  la 

vacuna viva como con la formalinizada, las medias de las ratios de expresión de este 

gen frente a los controles eran muy bajas a las 4 horas posvacunación y se fueron 

elevando hasta alcanzar los máximos valores a las 12 horas. A partir de las 24 horas 

posvacunación los valores de expresión sufrieron un notable descenso para ambos 

tratamientos, que en el caso de los animales vacunados con la vacuna viva se 

extendió, con diferencias significativas frente a los controles, hasta las 72 horas 

posvacunación. 

Cuando se comparan ambos tratamientos, las principales diferencias entre 

ambos tratamientos se observaron a 8 y 12  horas posvacunación (Fig. 3a), pero en 

las muestras de truchas tratadas con la vacuna viva las medias de las ratios de 

expresión de TNF-α1 fueron significativamente más elevadas que en las de los 

animales tratados con la vacuna formalinizada en todos los tiempos, excepto a las 48 

horas.  

Pronefros 

En el caso del pronefros (Figura 17b), los valores máximos de las ratio de 

expresión del gen TNF-α1 se obtuvieron a las 8 horas posvacunación para ambos 

tratamientos y se mantuvieron significativamente más elevados frente a los controles 

a las 8 y 12 horas para la vacuna formalinizada y a las 8, 12, 24 y 72 horas para la 

vacuna viva.  
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La expresión del gen TNF-α1 fue significativamente mayor a las 8, 12, 24 y 

72 horas posvacunación en las muestras de pronefros de peces vacunados con la 

vacuna viva que en las procedentes del tratamiento con la formalinizada. Esta 

diferencia se prolongó en el tiempo, con repuntes de expresión a las 24 y 48 horas 

(Figura 17b). 
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Figura 17. Expresión del gen TNF-α1 en muestras de bazo (a) y de pronefros (b) 

recogidas a las 4, 8, 12, 24, 36, 48 y 72 horas posvacunación de truchas vacunadas 

i.p. con la vacuna aroA formalinizada o viva. El eje de las ordenadas muestra las 

ratios de expresión TNF-α1/β-actina respecto a la expresión en los controles (=1). 

Cada columna representa la media (n=4) más el error estándar. Se indican las 

diferencias significativas con respecto a los controles (* = p<0,05; ** = p<0,01) y 

entre ambos tratamientos (§ = p<0,05;  §§ = p<0,01). 
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Expresión del gen Mx-1 

Tras la vacunación, se observaron incrementos en la expresión del gen de 

Mx-1 en ambos órganos, con valores que en la mayoría de los casos no superaban 5 

veces a los de los controles, existiendo grandes variaciones entre las muestras, y los 

valores más elevados se observaron en el pronefros, especialmente para la vacuna 

viva, con un máximo de aproximadamente 11 veces el control (Figura 18). 

Bazo 

En el caso del bazo (Figura 18a), en general, tras la vacunación la expresión 

del gen Mx-1 se incrementó entre 2 y 4 veces respecto a los controles, con 

variaciones no significativas en el tiempo, excepto a las 24 horas, para ambos tipos 

de vacunas.  

De igual forma, al comparar ambos tratamientos en las muestras de bazo, 

solamente existían diferencias significativas a las 24 horas posvacunación, con un 

mayor incremento en el caso de la vacuna viva (Figura 18a). 

Pronefros 

Para el pronefros (Figura 18b), las medias de las ratios de expresión del gen 

Mx-1 en los individuos tratados con la vacuna formalinizada se incrementaron frente 

a los controles, con valores más altos a las 72 horas, pero solamente existían 

diferencias significativas a las 8 y 48 horas posvacunación. Por el contrario, en el 

caso de la vacuna viva, excepto a las 12 y 36 horas, la expresión del gen Mx-1 era 

significativamente más elevada que en los controles (Figura 18b). Para este tipo de 

vacuna, la expresión se incrementaba rápidamente y luego descendía, con repunte 

moderado a las 24  horas y mucho más elevado a las 72 horas posvacunación. 

Comparando los resultados obtenidos entre los dos tratamientos, la expresión 

del gen Mx-1 fue significativamente superior en las muestras de pronefros de peces 

vacunados con la vacuna viva a las 4 y 72 horas (Figura 18b). 
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Figura 18. Expresión del gen Mx-1 en muestras de bazo (a) y de pronefros (b) 

recogidas a las 4, 8, 12, 24, 36, 48 y 72 horas posvacunación de truchas vacunadas 

i.p. con la vacuna aroA formalinizada o viva. El eje de las ordenadas muestra las 

ratios de expresión Mx-1/β-actina respecto a la expresión en los controles (=1). Cada 

columna representa la media (n=4) más el error estándar. Se indican las diferencias 

significativas con respecto a los controles (* = p<0,05; ** = p<0,01) y entre ambos 

tratamientos (§ = p<0,05;  §§ = p<0,01). 
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Expresión del gen iNOS 

Tras la vacunación, se observaron cambios en la expresión del gen iNOS en 

el bazo y en el pronefros de los animales vacunados, que siguieron patrones de 

variación a lo largo del tiempo muy diferentes en ambos órganos y para los dos tipos 

de vacunas, con picos de expresión mucho más altos en el pronefros (hasta casi 

6000) y para la vacuna viva  (Figura 19). 

Bazo 

En lo que se refiere al bazo (Figura 19a) y en el caso de la vacuna 

formalinizada, a las 4 horas no se detectó expresión de iNOS en ningún caso y las 

medias de las ratios de expresión de iNOS frente a los controles fueron siempre 

bajas, con valores no superiores a 5. Las únicas diferencias significativas frente a los 

controles se encontraron a las 12 horas, con un valor inferior al de los controles, y a 

las 72 horas, con sobreexpresión frente a ellos. Para la vacuna viva, tampoco se 

detectó expresión de iNOS a las 4 horas y a las 12 horas también existía un descenso 

significativo respecto a los controles (Figura 19a). A las 36 horas posvacunación 

con la vacuna viva la expresión de iNOS mostró una fuerte elevación, para 

posteriormente descender, pero siempre con valores significativamente más elevados 

respecto a los controles. 

Para el bazo existían diferencias significativas para la expresión de iNOS 

entre los dos tratamientos a las 36, 48 y 72 horas posvacunación,  con valores 

mayores en las muestras de los animales tratados con la vacuna viva (Figura 19a). 

 Pronefros 

Respecto al pronefros (Figura 19b), las medias de las ratios de expresión del 

gen iNOS en las muestras correspondientes a la vacuna formalinizada mostraron una 

tendencia a aumentar gradualmente a lo largo del tiempo, pero sin diferencias 

significativas respecto a los controles hasta las 72 horas, tiempo en el que aparecía 

un pico de expresión, que alcanzaba un valor superior a 200 veces el de los 

controles. En el caso de la vacuna viva las ratios de expresión de iNOS frente a los 
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controles fueron siempre significativamente mayores, excepto a las 36 horas, y se 

alcanzó un elevado pico de expresión a las 48 horas (5800 veces superior). 

En cada uno de los tiempos considerados, las muestras del pronefros de 

peces tratados con la vacuna viva presentaron valores de expresión mayores que las 

correspondientes a la vacuna formalinizada, observándose la diferencia más notable 

a las 48 horas posvacunación (Figura 19b). 
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Figura 19. Expresión del gen iNOS en muestras de bazo (a) y de pronefros (b) 

recogidas a las 4, 8, 12, 24, 36, 48 y 72 horas posvacunación de truchas vacunadas 

i.p. con la vacuna aroA formalinizada o viva. El eje de las ordenadas muestra las 

ratios de expresión iNOS/β-actina respecto a la expresión en los controles (=1). 

Cada columna representa la media (n=4) más el error estándar. Se indican las 

diferencias significativas con respecto a los controles (* = p<0,05; ** = p<0,01) y 

entre ambos tratamientos (§ = p<0,05;  §§ = p<0,01). 
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Expresión del gen MHC-IIβ 

La expresión del gen MHC-IIβ también presentó modificaciones a lo largo 

del tiempo tras la vacunación, con perfiles diferentes entre los dos órganos y ratios 

muy variables a lo largo del tiempo, tanto para la vacuna viva como con la 

formalinizada, con valores máximos no superiores a 12 veces el control (Figura 20). 

Bazo 

Considerando el bazo (Figura 20a), la expresión del gen MHC-IIβ en las 

muestras de las truchas vacunadas presentó un perfil de expresión a lo largo del 

tiempo semejante para ambos tipos de vacunas. Así, tanto para la vacuna viva como 

para la formalinizada, la expresión se elevaba rápidamente frente a los controles a 

las 4 horas posvacunación, descendiendo por debajo del valor de los controles a las 

8 horas y elevándose posteriormente hasta las 24 horas, para volver a descender 

finalmente. Sin embargo, en el caso de la vacuna formalinizada las diferencias frente 

a los controles solo fueron significativas a las 4 y 24 horas, mientras que en el caso 

de la vacuna viva lo fueron a las 4, 24, 36 y 72 horas (Figura 20a). 

Comparando las respuestas a ambos tratamientos en las muestras de bazo, las 

diferencias principales se observaron a las 24, 36 y 72 horas posvacunación, tiempos 

en los que se obtuvieron valores más altos de expresión de MHC-IIβ para la vacuna 

viva (Figura 20a). 

Pronefros 

Los perfiles de expresión de MHC-IIβ a lo largo del tiempo en las muestras 

de pronefros también fueron semejantes para ambos tipos de vacunas (Figura 20b). 

La expresión de este gen se elevaba respecto a los controles a las 4 horas 

posvacunación y seguía un patrón de altibajos, con incrementos a las 12, 36 y 72 

horas para los dos tipos de vacunas. No obstante, los valores eran más elevados en el 

caso de la vacuna viva y las diferencias significativas frente a los controles se 

encontraron a todos los tiempos, menos a las 8 horas, mientras que para la 

formalinizada lo fue solo a 36 horas (Figura 20b).   
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La intensidad de la respuesta, en cuanto a la expresión de MHC-IIβ, en las 

muestras de pronefros fue siempre significativamente mayor para la vacuna viva que 

para la formalinizada, particularmente a las 36 y 72 horas posvacunación (Figura 

20b). 
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Figura 20. Expresión del gen MHC-IIβ en muestras de bazo (a) y de pronefros (b) 

recogidas a las 4, 8, 12, 24, 36, 48 y 72 horas posvacunación de truchas vacunadas 

i.p. con la vacuna aroA formalinizada o viva. El eje de las ordenadas muestra las 

ratios de expresión MHC-IIβ/β-actina respecto a la expresión en los controles (=1). 

Cada columna representa la media (n=4) más el error estándar. Se indican las 

diferencias significativas con respecto a los controles (* = p<0,05; ** = p<0,01) y 

entre ambos tratamientos (§ = p<0,05;  §§ = p<0,01). 
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Expresión del gen TGF-β 

Tras la vacunación, en ambos órganos la expresión del gen TGF-β se vio 

poco modificada, con valores medios de ratio TGF-β/β-actina inferiores a 5 veces 

sobre los controles en la mayoría de los casos, y en algunos tiempos se observaron 

valores inferiores a 1, indicando en este caso una represión de la expresión en el 

bazo y pronefros de las truchas vacunadas. El valor máximo alcanzado fue de 

aproximadamente 12 (Figura 21). 

Bazo 

Ese patrón de baja inducción de la expresión del gen TGF-β fue general en 

las muestras de bazo, en todos los tiempos estudiados y tanto para la vacuna viva 

como para la formalizada (Figura 21a). A las 36 horas posvacunación la expresión 

de este gen en los peces vacunados, independientemente del tipo de vacuna, fue 

significativamente inferior a la encontrada en los controles. A tiempos posteriores, 

solo se observó un incremento significativo de la expresión para la vacuna viva a las 

72 horas. 

En el bazo, solo se encontraron diferencias significativas entre ambos 

tratamientos a las 72 horas, con una mayor expresión para la vacuna viva (Figura 

21a). 

Pronefros 

En las muestras de pronefros (Figura 21b) se observaron diferencias claras 

entre ambos tratamientos, de forma que mientras que para la vacuna formalinizada el 

perfil de expresión del gen TGF-β era semejante al descrito para el bazo, tras la 

vacunación con la vacuna viva la media de la ratio de expresión del gen se 

incrementó significativamente a las 4 horas, alcanzando un máximo de expresión a 

las 12 horas, y se mantenía así hasta las 24 horas posvacunación. A las 36 horas para 

la vacuna viva y para ambos tratamientos a las 72 horas se observó un descenso 

significativo de la expresión en las truchas vacunadas frente a los controles (Figura 

21b). 
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La comparación entre ambos tratamientos, en el pronefros, demostró que la 

expresión del gen TGF-β se incrementaba significativamente en los peces vacunados 

con la vacuna viva  frente a la observada para la vacuna formalinizada, a las 4, 8 y 

12 horas posvacunación (Figura 21b).  
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Figura 21. Expresión del gen TGF-β en muestras de bazo (a) y de pronefros (b) 

recogidas a las 4, 8, 12, 24, 36, 48 y 72 horas posvacunación de truchas vacunadas 

i.p. con la vacuna aroA formalinizada o viva. El eje de las ordenadas muestra las 

ratios de expresión TGF-β/β-actina respecto a la expresión en los controles (=1). 

Cada columna representa la media (n=4) más el error estándar. Se indican las 

diferencias significativas con respecto a los controles (* = p<0,05; ** = p<0,01) y 

entre ambos tratamientos (§ = p<0,05;  §§ = p<0,01). 
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Expresión del gen COX-2 

El gen COX-2 presentó un fuerte incremento en su expresión tras la 

vacunación, con ratios medias máximas superiores a las 1500 veces frente a los 

controles en las muestras de ambos órganos, pero con valores más elevados y 

sostenidos en el tiempo para la vacuna viva en el bazo (Figura 22). 

Bazo 

En este órgano (Figura 22a), la expresión de COX-2 mostraba un perfil de 

cambio frente a los controles a lo largo del tiempo semejante para ambos tipos de 

vacunas, aunque con valores más elevados para la vacuna viva, de forma que se 

incrementaba rápidamente y se mantenía elevada hasta las 48 horas posvacunación, 

descendiendo a las 72 horas. Las diferencias respecto a los controles fueron 

significativas a todos los tiempos, excepto para la vacuna formalinizada a las 4 y 8 

horas. 

Comparando las respuestas a ambos tipos de vacunas en el bazo, los valores 

obtenidos para la vacuna viva fueron significativamente mayores, excepto a las 36 

horas posvacunación, con valores mucho más altos a las 48 y 72 horas (Figura 22a). 

Pronefros 

El patrón de expresión del gen COX-2 en el pronefros fue marcadamente 

distinto del observado en el bazo, ya que los valores máximos, para ambos 

tratamientos, se encontraron a las 8 horas, descendiendo bruscamente a las 12 horas 

y manteniéndose bajos hasta las 72 horas posvacunación (Figura 22b). Para la 

vacuna formalinizada las diferencias frente a los controles fueron significativamente 

distintas a las 8, 12 ,24 y 36 horas, mientras que para la vacuna viva lo fueron a 

todos los tiempos. 
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Figura 22. Expresión del gen COX-2 en muestras de bazo (a) y de pronefros (b) 

recogidas a las 4, 8, 12, 24, 36, 48 y 72 horas posvacunación de truchas vacunadas 

i.p. con la vacuna aroA formalinizada o viva. El eje de las ordenadas muestra las 

ratios de expresión COX-2/β-actina respecto a la expresión en los controles (=1). 

Cada columna representa la media (n=4) más el error estándar. Se indican las 

diferencias significativas con respecto a los controles (* = p<0,05; ** = p<0,01) y 

entre ambos tratamientos (§ = p<0,05;  §§ = p<0,01). 
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El estudio de las diferencias entre ambos tratamientos en las muestras del 

pronefros reveló que los valores de expresión del gen COX-2 fueron 

significativamente más elevados para la vacuna viva, con diferencias 

estadísticamente significativas entre las 4 y las 24 horas posvacunación, ambas 

inclusive (Figura 22b).  

ENSAYOS IN VITRO 

Para el estudio del efecto de la exposición a los preparados vacunales en la 

expresión de los genes estudiados en las líneas celulares TSS y TPS-2, cultivos de 

estas células se incubaron con una concentración de bacterias de la cepa aroA de A. 

hydrophila, bien viables (vacuna viva) o inactivadas  (vacuna formalinizada) 

equivalente a una multiplicidad de infección (M.O.I.) 50, durante 1 hora. A 

continuación, se lavaron los cultivos con medio, para eliminar las bacterias libres. 

Posteriormente, se procedió a extraer el RNA a los tiempos posexposición de 4, 8, 

12 y 24 horas. 

Para evitar el crecimiento de las bacterias de la vacuna viva, que hubieran 

podido permanecer en los cultivos tras el lavado, el medio de cultivo TCMD 

contenía 50μg/ml del antibiótico gentamicina. Esta concentración del antibiótico 

impide el crecimiento de  la cepa aroA en dicho medio, como demostró el ensayo de 

inhibición del crecimiento que realizamos (Tabla 16). 
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Nº de CFUs/ml 

Tratamiento 12 h 24 h 

TCMD 0 0 

TCMD(50μg/ml)+aroA 0 0 

TCMD(100μg/ml)+aroA  0 0 

TSB+aroA 1,0x108 3,87x108 

Tabla 16. Ensayo de inhibición del crecimiento de la cepa aroA de A. hydrophila en 

el medio TCMD en presencia de 50 μg/ml de gentamicina El ensayo se realizó 

sembrando  5x107 CFUs/ml en placas de 96 pocillos en un volumen de 100 μl de 

medio TCMD conteniendo 50 μg/ml de gentamicina, a 25ºC.  

Efectos de la exposición de los cultivos a las vacunas aroA 

En primer lugar se estudio el efecto de la presencia de las bacterias vivas o 

formalinizadas sobre la morfología de los cultivos de ambas líneas. En comparación 

con los cultivos control, que no estaban expuestos a las bacterias, no se  observaron 

cambios apreciables en los cultivos de las dos líneas inoculados con bacterias aroA 

de A. hydrophila, independientemente de si eran formalinizadas o vivas, ni tampoco 

a lo largo del tiempo de estudio (Figura 23 y Figura 24) 

No obstante, a las 24 y 48 horas, en los cultivos de las líneas TSS y TPS-2 

que contenían bacterias se pudo observar frecuentemente que grupos de éstas 

aparecían en contacto con la superficie de las células o internalizadas (Figura 23 

inset, Figura 24 inset).  
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Figura 23. Microfotografías de 

cultivos de la línea celular TSS 

de bazo de trucha arcoíris en 

contraste de fases (200x) 

expuestos a los distintos 

preparados vacunales 

(formalinizada y viva), y 

cultivos control, a las 0, 24 y 

48 horas posexposición. Los 

insets de las fotografías 

correspondientes a las 48 horas 

de exposición a la vacuna 

formalinizada y de 24 h con la 

vacuna viva muestran a mayor 

aumento la presencia de 

bacterias en contacto con la 

superficie de las células o 

internalizadas. 
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Figura 24. Microfotografías de 

cultivos de la línea celular 

TPS-2 de bazo de trucha 

arcoíris en contraste de fases 

(200x) expuestos a los distintos 

preparados vacunales 

(formalinizada y viva), y 

cultivos control, a las 0, 24 y 

48 horas posexposición. Los 

insets de las fotografías 

correspondientes a las 48 horas 

de exposición a la vacuna 

formalinizada y viva muestran 

a mayor aumento la presencia 

de bacterias en contacto con la 

superficie de las células o 

internalizadas 
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Ensayo de explosión respiratoria  

Utilizando la técnica de la reducción del NBT, tras una hora de incubación 

con cualquiera de los preparados vacunales, los cultivos de las líneas TSS y TPS-2 

experimentaron incrementos en los índices de estimulación de la explosión 

respiratoria (Figura 25).  

En la línea TSS, el incremento del índice de estimulación era 

estadísticamente significativo, tanto en los cultivos expuestos a la vacuna 

formalinizada como en los expuestos a la vacuna viva (Figura 25). 

Sin embargo, en la línea TPS-2 tan solo se observaron diferencias 

significativas en la respuesta a la vacuna viva (Figura 25). 

En todos los casos, el índice de estimulación fue mayor en los cultivos 

tratados con la vacuna viva que en aquellos tratados con la vacuna formalinizada, 

pero existían diferencias significativas entre tratamientos en el caso de la línea TSS 

(Figura 25). 
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Figura 25. Efecto de los distintos  preparados vacunales sobre la reducción de NBT 

en cultivos de las líneas celulares TSS y TPS-2. En la gráfica se muestran los índices 

de estimulación obtenidos en los ensayos tras la exposición a las vacunas durante 1 

hora. Cada columna representa la media aritmética de 8 pocillos más el error 

estándar. Las diferencias significativas con respecto a los controles se representan 

como: * p < 0,05 y ** p < 0,01. Las diferencias significativas entre los distintos 

preparados vacunales se representan como: § p < 0,05 y §§ p < 0,01. 

Expresión de genes inmunorreguladores en los cultivos expuestos 

a las vacunas 

Se describen a continuación los resultados obtenidos para los estudios de 

expresión de los genes de citoquinas (IL-1β1, IL-8, TNF-α1, TGF-β, Mx-1), de las 

enzimas COX-2 e iNOS, así como del MHC-IIβ en las líneas celulares de trucha 

TSS y TPS-2 expuestas a los preparados vacunales de la cepa aroA de A. 

hydrophila, a las 4, 8, 12 y 24 horas tras la exposición. Los cebadores utilizados en 

los ensayos de PCR son los  indicados en la Tabla 9 del apartado de Material y 

Métodos. 

Como referencia del valor de la expresión de dichos genes en los cultivos 

control de las líneas celulares, es decir, no expuestos a los preparados vacunales, la 

TSS 

TPS-2 

Macrófagos 
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Figura 26 muestra los resultados de los ensayos de qPCR en dichos cultivos, 

expresados como valores de ciclo umbral (Ct). Todos los genes mostraron expresión 

basal en las dos líneas celulares. 
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Figura 26. Expresión de los genes considerados en el estudio, incluyendo el gen 

normalizador β-actina, en los cultivos control de las líneas celulares TSS (a,c) y 

TPS-2 (b,d). Se representa la media de los valores de Ct, calculada a partir de los 

datos de  los cultivos control  (n=16) más el error estándar (a,b) y la dispersión de 

los datos (c,d). 

Los cambios en la expresión génica en los ensayos se muestran como las 

medias de las ratios de la expresión del gen objeto de estudio, normalizada respecto 
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al gen de la β-actina aplicando la fórmula de Pfaffl (ver apartado “PCR cuantitativa” pág. 

93), en la que los datos experimentales corresponden a los de los cultivos celulares 

expuestos a los preparados vacunales y los datos control a los de los cultivos no 

expuestos.  De esta forma, en las gráficas la media de la ratio de expresión de un gen 

dado en los cultivos no expuestos tiene un valor igual a 1. 

Expresión del gen IL-1β1 

La expresión de la IL-1β1 se vio aumentada en los cultivos de las líneas TSS 

y TPS-2 tras la exposición a los preparados vacunales, especialmente en el caso de la 

vacuna viva alcanzándose un valor máximo de aproximadamente 100 (Figura 27). 

La respuesta a la vacuna formalinizada fue similar en ambas líneas, mientras que se 

dieron diferencias en el patrón de expresión frente a la vacuna  viva a lo largo del 

tiempo (Figura 27). 

Línea celular TSS 

En la línea TSS, la exposición a la vacuna formalinizada no indujo cambios 

estadísticamente significativos en la expresión del gen IL-1β1, en ninguno de los 

tiempos considerados (Figura 27a). No obstante, a las 4 horas se observó un 

pequeño incremento de la ratio de expresión (aproximadamente 4 veces mayor que 

en los controles), que retornaba a valores muy próximos a los de controles en el 

resto de los tiempos (Figura 27a). 

En cambio, en esta línea celular el tratamiento con la vacuna viva produjo un 

notable incremento de la expresión del gen IL-1β1, con valores estadísticamente 

significativos más altos que los de los controles, en todos los tiempos posexposición 

(Figura 27a). La media de la ratio de expresión se elevaba bruscamente ya a las 4 

horas, con valores de aproximadamente 30 veces los de los controles, alcanzando un 

valor máximo (aproximadamente 100 veces el control) a las 8 horas, para descender 

notablemente a tiempos posteriores. 
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Comparando la respuesta a ambos tipos de preparados vacunales en la línea 

TSS, las medias de las ratios de expresión del gen IL-1β1 fueron siempre 

significativamente mayores para la vacuna viva (Figura 27a). 

Línea celular TPS-2 

Los cultivos de la línea TPS-2 expuestos a la vacuna formalinizada 

presentaron una respuesta similar a la de la línea TSS en la expresión del gen 

IL-1β1, de forma que no existían diferencias significativas frente a los controles en 

ninguno de los tiempos ensayados (Figura 27b), observándose un pequeño aumento 

a las 4 horas (aproximadamente 2 veces el valor de los controles) y un retorno 

posterior a valores semejantes a los controles. 

Sin embargo, tras la exposición a la vacuna viva la expresión del gen IL-1β1 

en la línea TPS-2 se incremento de forma relevante y estadísticamente significativa 

frente a los controles en todos los tiempos posexposición (Figura 27b). A lo largo 

del tiempo, la expresión del gen se elevó rápidamente, con valores aproximadamente 

17 veces los de los controles a las 4 horas. A tiempos posteriores, se observo un 

brusco descenso en la expresión a las 8 horas y una recuperación a las 12 horas con 

valores semejantes a los observados a las 4 horas. La expresión volvía  a descender a 

valores aproximadamente 5 veces los de los controles a las 24 horas posexposición 

(Figura 27b). 

Comparando la respuesta a ambos tipos de tratamiento, en todas las horas 

estudiadas los niveles de expresión del gen IL-1β1 siempre fueron 

significativamente mayores en los cultivos tratados con la vacuna viva (Figura 

27b).  
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Figura 27. Expresión del gen IL-1β1 en cultivos de las líneas TSS (a) y TPS-2 (b) 

recogidos a las 4, 8, 12 y 24 horas posexposición  a la vacuna aroA formalinizada o 

viva. El eje de ordenadas muestra las ratios de expresión IL1-β1/β-actina respecto a 

los controles (=1). Cada columna representa la media (n=4) más el error estándar. Se 

indican las diferencias significativas con respecto a los controles (* = p<0,05; ** = 

p<0,01) y entre ambos tratamientos (§ = p<0,05;  §§ = p<0,01). 
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Expresión del gen IL-8 

La ratio de expresión del gen de IL-8 se vio claramente incrementada en los 

cultivos de las líneas TSS y TPS-2 tras la exposición a la vacuna viva, alcanzándose 

un valor máximo de 45 veces con respecto al control, mientras que para la vacuna 

formalinizada la respuesta fue mínima  en ambas líneas celulares (Figura 28). 

Línea celular TSS 

Tras la exposición a la vacuna formalinizada,  las medias de las ratios de 

expresión en los cultivos de la línea TSS no variaron significativamente frente a las 

de los controles a lo largo del tiempo (Figura 28a).  

En los cultivos expuestos a la vacuna viva, por el contrario, la expresión del 

gen IL-8 fue siempre significativamente más alta que en los controles, presentando 

ya a las 4 horas valores aproximadamente 12 veces superiores, alcanzándose un 

valor medio máximo de la ratio de expresión IL-8/β-actina respecto a los controles 

de aproximadamente 25 veces a las 8 horas, con un retorno a valores próximos 10 a 

tiempos posteriores (Figura 28a). 

Para este gen, los valores de expresión fueron siempre significativamente 

más altos tras la exposición a la vacuna viva que a la formalinizada (Figura 28a).  

Línea celular TPS-2 

El análisis de los resultados obtenidos en el estudio de la expresión del gen 

IL-8 en la línea TPS-2, tras la exposición a la vacuna formalinizada, no demostró 

diferencias significativas entre los valores de las muestras experimentales y los de la 

muestras control (Figura 28b). 

Por otro lado, los cultivos de esta línea celular expuestos a la vacuna viva 

presentaron un marcado incremento de las medias de las ratios del gen IL-8 frente a 

los controles, con valores significativamente más altos en todos los tiempos 

considerados (Figura 28b). Tras la exposición, la expresión se elevó ya a las 4 
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horas, con aproximadamente un valor medio 11 veces el del control, alcanzando un 

pico (aproximadamente 46 veces el control)  a las 12 horas (Figura 28b). 

El estudio comparativo del efecto de ambos tratamientos en la expresión del 

gen IL-8 en la línea TPS-2 demostró que las medias de las ratio de expresión fueron 

siempre significativamente mayores para la vacuna viva (Figura 28b). 
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Figura 28. Expresión del gen IL-8 en cultivos de las líneas TSS (a) y TPS-2 (b) 

recogidos a las 4, 8, 12 y 24 horas post exposición a la vacuna aroA formalinizada o 

viva. El eje de ordenadas muestra las ratios de expresión IL-8/β-actina respecto a los 

controles (=1). Cada columna representa la media (n=4) más el error estándar. Se 

indican las diferencias significativas con respecto a los controles (* = p<0,05; ** = 

p<0,01) y entre ambos tratamientos (§ = p<0,05;  §§ = p<0,01). 
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Expresión del gen TNF-α1 

Tras la exposición in vitro, se observaron marcadas diferencias en las 

respuestas de ambas líneas celulares a los dos tipos de preparados vacunales (Figura 

29). En ambas líneas celulares, las medias de las ratios de expresión del gen TNF-α1 

fueron mayores para la vacuna viva, especialmente en la línea TPS-2, cuyo valor 

máximo fue de 18. 

Línea celular TSS 

En los cultivos de la línea TSS expuestos a la vacuna formalinizada, a las 4 

horas posexposición se observó un pequeño descenso (aproximadamente 3 veces), 

pero estadísticamente significativo, de la expresión del gen TNF-α1 frente al control 

(Figura 29a). Posteriormente, las ratios de expresión del gen se recuperaron en los 

cultivos expuestos, alcanzando valores semejantes a las de los controles. 

Por otro lado, las medias de las ratios de expresión de este gen en los cultivos 

tratados con la vacuna viva siempre fueron significativamente superiores a las de los 

controles, con un máximo de expresión (aproximadamente 6 veces sobre el control) 

a las 8 horas posexposición y un segundo repunte de esta a las 24 horas (Figura 

29a). 

La diferencia entre las respuestas a ambos tipos de preparados vacunales era 

patente en todos los tiempos estudiados, siendo siempre significativamente más alta 

la expresión de TNF-α1 en los cultivos de TSS expuestos a la vacuna viva (Figura 

29a). 

Línea celular TPS-2 

Las medias de las ratios de expresión del gen TNF-α1 en los cultivos de 

TPS-2 expuestos a la vacuna formalinizada no mostraron diferencias significativas 

respecto a los controles a excepción de los cultivos de 24 horas que presentaron un 

máximo que fue significativamente mayor a sus controles (Figura 29b). 
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En el caso de los cultivos tratados con la vacuna viva,  la expresión del gen 

TNF-α1 aumentó rápidamente, alcanzando un primer pico a las 8 horas 

posexposición y un segundo, más alto, a las 24 horas (Figura 29b). Las diferencias 

entre las muestras experimentales y los controles fueron siempre significativas. 

Comparando la respuesta a los dos tipos de preparados vacunales en los 

cultivos de TPS-2, las medias de las ratios de expresión del gen TNF-α1 siempre 

fueron significativamente mayores en los cultivos tratados con la vacuna viva 

(Figura 29b). 
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Figura 29. Expresión del gen TNF-α1 en cultivos de las líneas TSS (a) y TPS-2 (b) 

recogidos a las 4, 8, 12 y 24 horas post exposición a la vacuna aroA formalinizada o 

viva. El eje de ordenadas muestra las ratios de expresión TNF-α1/β-actina respecto a 

los controles (=1). Cada columna representa la media (n=4) más el error estándar. Se 

indican las diferencias significativas con respecto a los controles (* = p<0,05; ** = 

p<0,01) y entre ambos tratamientos (§ = p<0,05;  §§ = p<0,01). 
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Expresión del gen Mx-1 

La media de la ratio de expresión del gen Mx-1 en las líneas celulares TSS y 

TPS-2 se modificó tras la exposición a los dos tipos de vacunas aroA, presentando 

claras diferencias entre ambas líneas celulares y dependiendo del tipo de preparado 

vacunal (Figura 30). La máxima ratio de expresión se encontró en la línea TPS-2 

expuesta a la vacuna viva, no superándose en ningún caso un valor medio de 15. 

Línea celular TSS 

En los cultivos de la línea TSS expuestos a la vacuna formalinizada (Figura 

30a), la media de la ratio de expresión del gen Mx-1 se incrementó respecto a la de 

los controles significativamente a las 4 horas (aproximadamente 4 veces mayor) y 

posteriormente descendió, presentando valores similares a los de los controles.  

Por otro lado, los cultivos expuestos a la vacuna viva también mostraron un 

incremento (aproximadamente 7 veces sobre los controles) temprano de la expresión 

del gen Mx-1, pero esta mayor ratio de expresión se mantuvo significativamente más 

elevada con respecto a los controles hasta 24 horas posexposición (Figura 30a).  

La comparación de las medias de las ratios de expresión del gen Mx-1 en 

cultivos de la línea TSS expuestos a uno u otro tipo de preparado vacunal demostró 

que, a todos los tiempos analizado,  los valores fueron significativamente mayores 

en los cultivos expuestos a la vacuna viva (Figura 30a). 

Línea celular TPS-2 

En la línea TPS-2, la exposición a la vacuna formalinizada no indujo 

cambios significativos frente a los controles en las ratios de expresión del gen Mx-1, 

a ningún tiempo posexposición (Figura 30b). 

Tras 4 horas de exposición a la vacuna viva, se produjo un descenso 

significativo de la media de la ratio de expresión del gen Mx-1 en la línea TPS-2 

respecto a los controles, seguido de una recuperación a valores próximos a 1 y un 
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notable incremento (aproximadamente 14 veces mayor), con diferencias 

significativas frente al control, a las 24 horas (Figura 30b).  

Solo se encontraron diferencias significativas entre ambos tratamiento en las 

medias de las ratios de expresión del gen Mx-1 en la línea TPS-2 a las 24 horas 

posexposición con valores mayores en los cultivos tratados con la vacuna viva 

(Figura 30b). 
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Figura 30. Expresión del gen Mx-1 en cultivos de las líneas TSS (a) y TPS-2 (b) 

recogidos a las 4, 8, 12 y 24 horas posexposición  a la vacuna aroA formalinizada o 

viva. El eje de ordenadas muestra las ratios de expresión Mx-1/β-actina  respecto a 

los controles (=1). Cada columna representa la media (n=4) más el error estándar. Se 

indican las diferencias significativas con respecto a los controles (* = p<0,05; ** = 

p<0,01) y entre ambos tratamientos (§ = p<0,05;  §§ = p<0,01). 
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Expresión del gen iNOS 

Tras la exposición a los preparados vacunales de la cepa aroA de A. 

hydrophila, la expresión del gen iNOS en las líneas celulares TSS y TPS-2 presentó 

marcadas variaciones a lo largo del tiempo, con notables incrementos sobre los 

controles para la vacuna viva y la línea TPS-2 y mucho menores para la 

formalinizada (Figura 31). Los valores medios máximos (145 veces el control) de 

las ratios de expresión de este gen se encontraron en la línea TPS-2, a las 8 horas 

posexposición a la vacuna viva. 

Línea celular TSS 

Para esta línea, la exposición a la vacuna formalinizada no produjo cambios 

notables en las medias de las ratios de expresión del gen iNOS y únicamente a las 4 

horas posexposición existía un sobreexpresión significativamente mayor respecto al 

control, pero con un valor muy próximo al de este (Figura 31a). 

En los ensayos de exposición a la vacuna viva, se observaron incrementos 

estadísticamente significativos de las medias de las ratio de expresión frente a los 

controles a las 4, 12 y 24 horas posexposición, pero no a las 8 horas (Figura 31a). 

La media de las ratios de expresión del gen iNOS se incrementaba con el tiempo, 

alcanzando su valor máximo (aproximadamente 20 veces sobre el control) a las 24 

horas. 

La comparación entre la respuesta a los tipos de preparados vacunales en la 

línea TSS indicó que las medias de las ratios de expresión del gen iNOS eran 

significativamente mayores en los cultivos expuestos a la vacuna viva a las 12 y 24 

horas (Figura 31a). 

Línea celular TPS-2 

Respecto a la línea TPS-2, la exposición a la vacuna formalinizada no causó 

una variación significativa de las medias de las ratios de expresión del gen iNOS 

respecto a los controles hasta las 12 horas posexposición, tiempo en el que se elevó 
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leve (2,5 veces) pero significativamente sobre el control (Figura 31b). Los valores 

medios de la ratio de expresión descendieron a valores semejantes a los de los 

controles a tiempos posteriores. 

En cambio, la exposición a la vacuna viva provocó incrementos 

significativos de la expresión de este gen en la línea TPS-2 a partir de las 8 horas 

posexposición (Figura 31b). A este tiempo se alcanzó el máximo valor 

(aproximadamente 150 veces mayor que el control), para luego descender a valores 

próximos a 4 veces sobre el control, siempre con diferencias significativas respecto a 

ellos. 

El estudio de las diferencias entre ambos tipos de tratamientos demostró que 

las medias de las ratios de expresión fueron significativamente mayores en los 

cultivos de TPS-2 expuestos a la vacuna viva, a las 8, 12 y 24 horas posexposición 

(Figura 31b). 
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Figura 31. Expresión del gen iNOS en cultivos de las líneas TSS (a) y TPS-2 (b) 

recogidos a las 4, 8, 12 y 24 horas posexposición  a la vacuna aroA formalinizada o 

viva. El eje de ordenadas muestra las ratios de expresión iNOS/β-actina  respecto a 

los controles (=1). Cada columna representa la media (n=4) más el error estándar. Se 

indican las diferencias significativas con respecto a los controles (* = p<0,05; ** = 

p<0,01) y entre ambos tratamientos (§ = p<0,05;  §§ = p<0,01). 
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Expresión del gen MHC-IIβ 

La expresión del gen MHC-IIβ en los cultivos de las líneas celulares TSS y 

TPS-2 se vio modificada tras la exposición a los preparados vacunales, lo que indujo 

tanto aumentos como disminuciones de las medias de las ratios a lo largo del 

tiempo, con marcadas diferencias entre las dos líneas y entre los dos tipos de 

vacunas (Figura 32). El valor medio máximo de ratio de expresión se encontró en 

los cultivos de la línea TPS-2 expuestos a la vacuna viva, alcanzando un valor de 

aproximadamente 27 veces sobre el control. 

Línea celular TSS 

En esta línea celular, tras la exposición a la vacuna formalinizada, la única 

variación significativa frente a los controles se encontró a las 4 horas posexposición, 

con marcado descenso del valor medio de la ratio de expresión (10 veces inferior al 

control) de este gen (Figura 32a).  

En los cultivos de la línea TSS expuestos a la vacuna viva también se 

produjo un descenso de la media de la ratio de expresión del gen MHC-IIβ, 

estadísticamente significativo frente al control, a las 4 horas posexposición (Figura 

32a). Posteriormente la media de la ratio de expresión del gen se elevaba 

notablemente, alcanzando un pico a las 8 horas, y manteniéndose significativamente 

mayor a las 24 horas. 

La media de la ratio de expresión del gen MHC-IIβ fue significativamente 

mayor en los cultivos de la línea TSS expuestos a la vacuna viva a las 8 y 24 horas 

posexposición (Figura 32a). 

Línea celular TPS-2 

En el caso de la línea TPS-2 (Figura 32b),  la exposición a la vacuna 

formalinizada indujo una disminución pequeña (entre 2-3 veces), pero 

estadísticamente significativa, respecto a los controles de las medias de las ratios 
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expresión del gen MHC-IIβ a las 8 y 12 horas posexposición y un incremento, 

también significativo, a las 24 horas (Figura 32b). 

En los cultivos expuestos a la vacuna viva la media de las ratios de expresión 

del gen MHC-IIβ  se mantuvo sin cambios respecto a los controles hasta las 24 

horas, tiempo en el cual la ratio se elevó notable (27 veces) y bruscamente por 

encima del control (Figura 32b). 

Al comparar los resultados obtenidos con ambos tratamientos en los cultivos 

de la línea TPS-2, solo existían diferencias significativas entre los valores medios de 

las ratios de expresión del gen MHC-IIβ a las 24 horas posexposición, con valores 

10 veces mayores para la vacuna viva (Figura 32b). 
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Figura 32. Expresión del gen MHC-IIβ en cultivos de las líneas TSS (a) y TPS-2 (b) 

recogidos a las 4, 8, 12 y 24 horas posexposición a la vacuna aroA formalinizada o 

viva. El eje de ordenadas muestra las ratios de expresión MHC-IIβ/β-actina  respecto 

a los controles (=1). Cada columna representa la media (n=4) más el error estándar. 

Se indican las diferencias significativas con respecto a los controles (* = p<0,05; ** 

= p<0,01) y entre ambos tratamientos (§ = p<0,05;  §§ = p<0,01). 
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Expresión del gen TGF-β 

Las medias de las ratios de de expresión del gen TGF-β en los cultivos 

celulares de las líneas TSS y TPS-2 expuestos a las vacunas aroA se modificaron 

poco respecto a las de los cultivos control, presentando valores muy semejantes en 

ambas líneas celulares, así como para  los distintos preparados vacunales (Figura 

33). El valor medio máximo de la ratio de expresión de este gen no superó, en 

ningún caso, un valor de 2. 

Línea celular TSS 

Los cultivos de línea TSS expuestos a la vacuna formalinizada presentaron 

ratios de expresión del gen TGF-β muy próximos a uno, sin diferencias 

significativas respecto a los cultivos control (Figura 33a).  

En aquellos cultivos expuestos a la vacuna viva, únicamente existían 

diferencias significativas frente a los controles a las 8 horas posexposición, cuando 

la medias de la ratio de expresión en los cultivos expuestos a la vacuna alcanzó un 

valor de aproximadamente 1,8 veces el de los controles (Figura 33a). 

Al comparar los cambios en la expresión del gen TGF-β de la línea TSS tras 

la exposición a uno u otro de los dos tipos de preparados vacunales, solo había 

diferencias significativas entre ambos tratamientos a las 8 horas posexposición 

(Figura 33a). 

Línea celular TPS-2 

Las medias de las ratios de expresión del gen TGF-β en los cultivos de la 

línea TPS-2 expuestos a la vacuna formalinizada fueron muy similares a los de los 

controles, salvo a las 12 horas posexposición, punto en el que la ratio de expresión 

se reducía significativamente por debajo de la de los controles (Figura 33b). 

En los cultivos de TPS-2 expuestos a la vacuna viva se produjo una respuesta 

semejante a la descrita en el párrafo anterior, entre la 4 y 12 horas posexposición 

incluyendo una disminución significativa de la expresión del gen TGF-β con 
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respecto a los controles a las 12 horas (Figura 33b). Por otra parte, se encontró un 

elevación significativa de la media de la ratio de expresión a las 24 horas 

posexposición (Figura 33b). 

En esta línea celular, la única diferencia significativa encontrada al comparar 

las respuestas de expresión del gen TGF-β tras la exposición a los dos preparados  

vacunales se encontraron a las 24 horas posexposición, con una ratio media  superior 

en los cultivos expuestos a la vacuna viva (Figura 33b). 
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Figura 33. Expresión del gen TGF-β en cultivos de las líneas TSS (a) y TPS-2 (b) 

recogidos a las 4, 8, 12 y 24 horas posexposición a la vacuna aroA formalinizada o 

viva. El eje de ordenadas muestra las ratios de expresión TGF-β/β-actina  respecto a 

los controles (=1). Cada columna representa la media (n=4) más el error estándar. Se 

indican las diferencias significativas con respecto a los controles (* = p<0,05; ** = 

p<0,01) y entre ambos tratamientos (§ = p<0,05;  §§ = p<0,01). 
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Expresión del gen COX-2 

La expresión del gen COX-2 también se modificó en los cultivos de las líneas 

TSS y TPS-2 expuestos a los preparados vacunales, pero con claras diferencias entre 

las dos líneas y entre la forma vacunal (Figura 34). Los valores más elevados de la 

media de la ratio de expresión para este gen se encontraron en los cultivos de la línea 

TPS-2 tras 8 horas de exposición a la vacuna viva (hasta 240 veces sobre el control). 

Línea celular TSS 

En la línea TSS la exposición a la vacuna formalinizada no indujo cambios 

estadísticamente significativos respecto a los controles en las madias de  las ratios de 

expresión del gen COX-2 (Figura 34a). 

En cambio, la exposición a la vacuna viva produjo una respuesta temprana, 

con un aumento de las medias de las ratio de expresión del gen COX-2 

significativamente mayores que las de los controles a todos los tiempos (Figura 

34a). En los cultivos expuestos a la vacuna viva, la ratio se elevó ya a las 4 horas y  

alcanzó su máximo  valor (aproximadamente 5 veces sobre el control) a las 12 horas 

posexposición. 

En todos los tiempos estudiados, las medias de las ratios de expresión del gen 

COX-2 en los cultivos de la línea TSS expuestos a la vacuna viva fueron 

significativamente mayores que las de los expuestos a la formalinizada (Figura 

34a). 

Línea celular TPS-2 

En la línea TPS-2, la exposición a la vacuna formalinizada solamente indujo 

ratios medias de expresión superiores a los de los controles a las 8 (hasta 80 veces el 

valor de los controles) y 12 horas posexposición (Figura 34b). 

Los cultivos de la línea TPS-2 expuestos a la vacuna viva presentaron valores 

medios de ratios de expresión del gen COX-2 significativamente superiores a los de 
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los controles a todos los tiempos, con valores muy altos a las 8  (aproximadamente 

250 veces) y 12 horas, seguido de un brusco descenso a las 24 horas (Figura 34b). 

Comparando las respuestas tras la exposición de los cultivos de la línea 

TPS-2 a los dos tratamientos, la vacuna viva inducía valores mayores que la 

formalinizada, con diferencias estadísticamente significativas en todos los tiempos 

(Figura 34b). 
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Figura 34. Expresión del gen COX-2 en cultivos de las líneas TSS (a) y TPS-2 (b) 

recogidos a las 4, 8, 12 y 24 horas post exposición a la vacuna aroA formalinizada o 

viva. El eje de ordenadas muestra las ratios de expresión COX-2/β-actina  respecto a 

los controles (=1). Cada columna representa la media (n=4) más el error estándar. Se 

indican las diferencias significativas con respecto a los controles (* = p<0,05; ** = 

p<0,01) y entre ambos tratamientos (§ = p<0,05;  §§ = p<0,01). 
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Uno de los propósitos generales de esta tesis es contribuir al conocimiento de 

los mecanismos inmunitarios que puedan explicar por qué una vacuna viva 

atenuada, en este caso formada por un mutante auxótrofo aroA de A. hydrophila, es 

capaz de inducir una respuesta defensiva más eficaz en trucha arcoíris (O. mykiss), 

en términos de protección frente a cepas virulentas de ese patógeno y también 

cruzada frente a otras bacterias del mismo género, como A. salmonicida, que la 

correspondiente vacuna inactivada formada por la misma cepa bacteriana 

formalinizada. 

Aunque se han realizado algunos estudios con el propósito de analizar las 

respuestas a vacunas en peces atendiendo a la expresión de genes relacionados con 

la inflamación y la inmunidad, tanto con vacunas bacterianas (Martin et al., 2006; 

Raida et al., 2007; Caipang et al., 2009; Harun et al., 2011), como virales (Cuesta et 

al., 2009; de las Heras et al., 2009; Zheng et al., 2010), y se han realizado 

comparaciones entre la eficacia (grado de protección en ensayos de vacunación– 

desafío) entre vacunas formadas por bacterinas o bacterias atenuadas por métodos de 

biología molecular de la misma especie y/o cepa  (Locke et al., 2010), en nuestro 

conocimiento, no se ha realizado una comparación entre el efecto de la misma 

vacuna viva e inactivada en cuanto a la expresión de genes inmunorreguladores. 

A continuación se discuten los resultados obtenidos en nuestro trabajo, 

poniendo el foco en las dos áreas de interés que hemos indicado como justificación 

de la Tesis. Por una parte, la posibilidad de que los conocimientos obtenidos en el 

estudio in vivo puedan contribuir a esclarecer los mecanismos inmunológicos que 

subyacen a la mejor protección obtenida con las vacunas vivas en peces y, también, 

al desarrollo de vacunas clásicas, formadas por bacterinas o por productos 

subcelulares, que igualen la capacidad inmunoactivadora de la vacuna viva 

correspondiente. De esta forma, mientras se mantenga en vigor la normativa europea 

que prohíbe el uso de vacunas vivas atenuadas para uso comercial en acuicultura 

(EMEA 2004; Directiva 2009/9/CE), estos conocimientos podrían contribuir a 

obtener vacunas clásicas más eficaces. 



Discusión 

160 

 

Por otra parte, la comparación entre los resultados obtenidos en los ensayos 

in vivo con los obtenidos utilizando los cultivos celulares puede ayudar al desarrollo 

de sistemas in vitro para el cribado preliminar de candidatos de vacunas e 

inmunoestimulantes para peces, contribuyendo así a la estrategia de aplicación de 

métodos para reemplazar (así como de reducir y refinar) la utilización de animales 

vivos en procedimientos con fines científicos, que en el caso de los peces son 

particularmente complicados por su susceptibilidad al estrés y a cambios 

ambientales (Villena, 2003), por ensayos in vitro, tal como indica el considerando 

(10) de la Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo y del Consejo  (Directiva 

2010/63/EU). 

COMPROBACIÓN DE LA IDENTIDAD DEL MUTANTE aroA 

Y DE LA SEGURIDAD Y EFICACIA DE LA VACUNA VIVA 

Los primeros estudios que abordamos se dirigieron a comprobar la identidad 

del mutante aroA de A. hydrophila que se iba a utilizar en los diversos ensayos, lo 

cual se realizó confirmando sus características fenotípicas y la identificación 

mediante PCR del gen aroA de A. hydrophila mutado debido a la inserción del 

casete de resistencia a kanamicina. Los resultados obtenidos confirman que la cepa 

utilizada para preparar las vacunas y para inocular los cultivos de las líneas celulares 

es el mutante aroA de A. hydrophila, ya que todos ellos coinciden con los descritos 

en los trabajos previos de obtención y caracterización fenotípica y por PCR del 

mismo (Hernanz-Moral et al., 1998; Vivas, 2003; Vivas et al., 2004a). 

Por otra parte, los resultados de los trabajos que realizados durante la 

estancia en el Instituto de Acuicultura de la Universidad de Stirling (Escocia), que 

incluyeron un ensayo de bioseguridad y de eficacia de la vacuna aroA viva respecto 

a la formalinizada, ratifican que a la dosis de 10
7
 CFUs/pez de esta vacuna es segura 

en O. mykiss y, además, que la vacuna viva confiere una protección 

significativamente mayor que la vacuna formalinizada frente a un desafío con la 

cepa virulenta IOA de A. hydrophila, distinta de la cepa PPD 70/91 de esta especie 

que se había utilizado en los estudios previos (Hernanz-Moral et al., 1998; Vivas, 
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2003; Vivas et al., 2004a; Vivas et al., 2004b). De esta forma, nuestros resultados 

confirman también la capacidad de la vacuna aroA de A. hydrophila para inducir 

protección frente a otras cepas de A. hydrophila.  

EXPRESIÓN DE GENES INMUNORREGULADORES TRAS 

LA VACUNACIÓN 

Atendiendo a sus funciones más reconocidas en la respuesta inmunitaria 

innata de teleósteos, los genes cuya expresión hemos analizado pueden agruparse en 

tres categorías: 

1. Genes de productos con actividad proinflamatoria y/o microbicida, que se 

expresan en la fase temprana de la respuesta y que promueven o resultan de la 

activación y el reclutamiento de leucocitos, incluyendo las citoquinas IL-1β1  

IL-8 (revisado por Secombes et al., 2011), el TNF-α1, la proteína Mx-1 

inducible por IFN-I (revisado por Secombes et al., 2011 y Zhu et al.,2012) y la 

enzima iNOS (Rieger et al., 2011). 

2. El gen de la cadena  del MHC-II, componente de las moléculas MHC-II que 

median el proceso de la presentación antigénica por esa vía, cuya expresión 

sucede durante la activación de células presentadoras de antígenos, incluyendo 

macrófagos que se activan de forma clásica cuando, además de PAMPs, se 

encuentra en un ambiente de factores asociados al perfil de respuesta inmunitaria 

tipo Th1 (revisado por Forlenza et al., 2011). 

3. Genes cuyos productos tienen una actividad anti-inflamatoria o 

inmunosupresora, incluyendo el TGF-β (Zhu et al.,2012 ) y la enzima COX-2 

(Ingerslev et al., 2006), cuyas funciones atenúan la activación de los leucocitos 

activados, evitando así daños colaterales en los propios tejidos y órganos 

derivados de la liberación de productos microbicidas (ROS, NO, enzimas 

hidrolíticas...) e impidiendo la exacerbación de las respuestas inflamatoria e 

inmunitarias. 
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Las  vacunas aroA inducen una respuesta proinflamatoria en O. 

mykiss. 

En nuestro estudio, encontramos expresión basal de los genes para IL-1β1, 

IL-8, TNF-α1, Mx-1 e iNOS en el bazo y el pronefros de los animales no vacunados. 

Aunque todos estos genes se consideran inducibles, un cierto nivel de expresión 

basal in vivo es esperable y así ha sido descrito en la mayoría de los estudios de 

vacunación o infección experimental en teleósteos (Tabla 3) en los que se ha 

analizado la expresión basal de genes inmunorreguladores en los animales control 

(ver, por ejemplo, Raida et al., 2009; Harun et al., 2011). 

No obstante, la inoculación i.p. de bacterias de la cepa aroA de A. 

hydrophila, tanto vivas como formalinizadas, indujo incrementos de las ratios de 

expresión de esos genes, que median en mamíferos y en peces la respuesta 

proinflamatoria (Martin et al., 2007b; Secombes et al., 2011; Zou et al., 2011). Así, 

tras la vacunación con cualquiera de los dos preparados vacunales se observaron, 

tanto en el bazo como en el pronefros, incrementos significativos de la expresión de 

los genes de IL-1β1 (hasta 120.000 veces los controles para el pronefros), de IL-8 

(hasta 290 veces el control en el bazo), de TNF-α1 (hasta 80 veces el control en el 

bazo), de iNOS (hasta 6.000 veces los controles en el pronefros) y con menores 

diferencias, no siempre significativas, para el gen de Mx-1 (de hasta 11 veces los 

controles en el pronefros). 

Además, estos incrementos en la expresión de los genes proinflamatorios se 

iniciaban a tiempos cortos tras la vacunación, particularmente para la vacuna viva, 

de forma que a las 4 horas ya se encontraban ratios de expresión significativamente 

elevados respecto a los controles de los genes de IL-1β1, Mx-1 e iNOS, todos ellos 

en el pronefros, y a las 8 horas de los genes de IL-8 (en bazo y pronefros) y TNF-α1 

(también en ambos órganos). 

Más tardíamente, pasadas las 36 horas tras la vacunación, se observó una 

modulación de la intensidad de la respuesta inicial, que en términos de expresión 

génica estaba marcada por una extinción más temprana de la sobreexpresión de los 
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genes de las citoquinas, de forma que a las 48 horas las ratios de expresión de los 

genes de IL-1β1 y del TNF-α1 eran comparables, en bazo y pronefros, a los de los 

controles e igual sucedía para el gen de IL-1β1 a las 72 horas. Por el contrario, la 

expresión de los genes de Mx-1 (en pronefros) y de iNOS (en ambos órganos) se 

mantenía por encima de los valores de los controles a las 72 horas, indicando que la 

expresión de los productos mediadores de la respuesta se mantiene más allá de la de 

los genes de las citoquinas inductoras de la misma. 

Tanto la inducción de la expresión de esos genes, como su cinética, que 

observamos tras la vacunación con cualquiera de los dos tipos de vacunas aroA en 

O. mykiss, han sido también descritas en esta y en otras especies de teleósteos, bien 

tras la vacunación con vacunas clásicas o bien durante la infección con patógenos 

bacterianos o parasitarios, como se indica a continuación. 

En cuanto al gen de IL-1β1, se ha descrito que su expresión se incrementaba 

en el bazo de O. mykiss a los 4 horas y en el pronefros a las 4 y 8 horas tras la 

vacunación con una bacterina de Y. ruckeri  (Raida et al., 2007; Harun et al., 2011), 

a las 6 horas en el hígado y en pronefros de salmones Oncorhynchus gosbuscha y O. 

keta tras la vacunación i.p. con una bacterina de A. salmonicida (Fast et al., 2007) y 

en el pronefros del salmón atlántico (S. salar) a los dos días posvacunación con una 

vacuna comercial formada por A. salmonicida var salmonicida,  L.  anguillarum O1 

y O2, y M. viscosa (Haugland et al., 2005). 

 También, en cuanto a la respuesta a patógenos, en O. mykiss infectados i.p. 

con Y. ruckeri se observó un incremento significativo de la expresión de este gen en 

el bazo a las 6 horas posinoculación i.p. (Harun et al., 2011) y en el hígado a los 3 

días (Raida et al., 2009). La infección  con una cepa virulenta de A. hydrophila 

indujo un incremento de la expresión de IL-1β en el pronefros del barbo Puntius 

sarana tras 1, 3 y 6 horas posinfección (Das et al., 2011) y se ha descrito que la 

infección de trucha arcoíris con el parásito I. multifiliis (Sigh et al., 2004a; Sigh et 

al., 2004b) y de carpa común con Trypanoplasma borreli (Saeij et al., 2003b) 

provoca el aumento de los niveles de expresión de esta citoquina a las 24 horas 
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posinoculación en piel, bazo, pronefros e hígado. En aquellos estudios en los que se 

analizó la expresión de este gen a tiempos comparables a los utilizados en este 

trabajo, también se describió un descenso de su expresión a tiempos posteriores a las 

36 horas cuando el patógeno era eliminado del huésped, como por ejemplo, en 

modelos experimentales de vacunación-desafío (Harun et al., 2011) o de reinfección 

de peces supervivientes con Y. ruckeri (Raida et al., 2008b). 

Respecto a la expresión temprana del gen de la IL-8, en otros estudios 

también se ha descrito este fenómeno a tiempos cortos tras la vacunación y/o la 

infección experimental de teleósteos, a veces de forma dependiente del patógeno y 

del tejido (Alejo et al., 2011). Por ejemplo, la expresión del gen de la IL-8 se 

incrementaba en el pronefros y el bazo de O. mykiss tras la vacunación por baño con 

una bacterina de Y. ruckeri  y/o inoculada con este patógeno, pero no si se inoculaba 

con el virus de la septicemia hemorrágica viral (Wiens et al., 2006). Igualmente, en 

el bazo de O. mykiss la infección con Y. ruckeri provocaba un aumento de la 

expresión de IL-8 a las 8 horas posinfección (Raida et al., 2008b). 

El incremento de la expresión del gen de TNF-α1 en el bazo y pronefros 

también se ha descrito en salmones (O. gosbuscha y O. keta) vacunados i.p. con una 

bacterina de A. salmonicida a las 6 horas posvacunación (Fast et al., 2007) y a las 24 

horas en el bazo de O. mykiss infectados i.p. con Y. ruckeri (Raida et al., 2009; 

Harun et al., 2011), así como en pez cebra tras la inoculación con bacterias vivas e 

inactivadas de A. hydrophila (Rodríguez et al., 2008). Del mismo modo, se ha 

demostrado una expresión incrementada del gen de TNF-α durante infecciones con 

IHVN, I. multifiliis y G. derjavini en trucha arcoíris (Lindenstrøm et al., 2004; 

Purcell et al., 2004; Sigh et al., 2004a). 

En referencia a la expresión de la proteína Mx-1, al igual que lo descrito en 

nuestro estudio, en distintos ensayos realizados en salmón atlántico,  vacunados con 

una vacuna multivalente (con bacterinas de A. salmonicida var salmonicida, L. 

anguillarum O1 y O2 y M. viscosa), infectados con virus (ISAV o IPNV) o 

expuestos a poly I:C, se ha visto como la inducción de los genes de las proteínas Mx 
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se produce rápidamente, alcanzándose los máximos niveles de expresión en los 

primeros tiempos de muestreo (24-48 horas) (Jensen et al., 2002a; Jensen et al., 

2002b; Haugland et al., 2005). Así mismo, estos autores también observaron 

grandes diferencias interindividuales en los niveles de expresión de los genes de Mx, 

tanto en los individuos control como en los experimentales. 

El papel de la enzima iNOS en trucha ha sido materia de discusión, porque 

los niveles de NO producidos por los leucocitos de esta especie son muy bajos 

(Bridle et al., 2006). No obstante, tras su identificación (Laing et al., 1999) y  

clonación del gen de iNOS en trucha O. mykiss (Wang et al., 2001), se ha descrito su 

expresión en macrófagos estimulados con LPS (Laing et al., 1999) y en pronefros y 

branquias  de esta especie a las 48 horas tras la inoculación i.p. con una cepa 

atenuada de A. salmonicida (Laing et al., 1999) y a las 24 horas tras la inoculación 

i.p. o por baño con R. salmoninarium (Campos-Perez et al., 2000b). 

En conjunto, podemos afirmar que, a tiempos entre 4 y 36 horas tras la 

inoculación i.p, con las vacunas aroA de A. hydrophila, los perfiles de expresión de 

los genes de la citoquinas IL-1β1, IL-8, TNF-α1, de la proteína Mx-1 y de la enzima 

iNOS se corresponden con los descritos previamente para la inducción de una 

respuesta proinflamatoria, que participan en los mecanismos de la defensa 

inmunitaria innata, pero también de inducción de la respuesta inmunitaria específica 

(Forlenza et al., 2011). 

Así, el incremento temprano de la producción de IL-1β1, producida 

principalmente por macrófagos, es uno de los procesos claves en el inicio de la 

respuesta inflamatoria y junto con el TNF-α estimula la fagocitosis y el estallido 

respiratorio en macrófagos y granulocitos tras la exposición a LPS y bacterias gram 

negativas (Secombes et al., 2001; Peddie et al., 2002a). Además, se ha demostrado 

que la estimulación in vitro de leucocitos de pronefros de trucha arcoíris con IL-1β 

recombinante aumenta la fagocitosis y la expresión de COX-2, lisozima y MHC-IIβ 

(Hong et al., 2001). 
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Por su parte, al igual que en mamíferos, la actividad de la IL-8 en peces se ha 

asociado al reclutamiento de neutrófilos, y en menor medida de macrófagos y 

linfocitos-T, y a su activación y adhesión a los sitios de infección o daño (Zhang et 

al., 2002; Jimenez et al., 2006). Esto se ha demostrado in vitro utilizando leucocitos 

de O. mykiss estimulados con IL-8 recombinante (Harun et al., 2011). Por  otro lado, 

los neutrófilos, que son los leucocitos infiltrantes predominantes durante una 

respuesta inflamatoria aguda en la cavidad peritoneal de peces (Afonso et al., 1998), 

también liberan IL-8, lo que incrementa el reclutamiento de más neutrófilos y así se 

refuerza la respuesta inflamatoria (Fast et al., 2007). 

En mamíferos, el TNF-α – para cuya producción se requiere del estímulo 

combinado de IFN-, producido por linfocitos Th1, y de algún tipo de PAMPs 

(Mosser et al., 2008) – es uno de los factores clave para la activación de macrófagos 

por la vía clásica, los cuales son activos productores de citoquinas proinflamatorias, 

incluyendo IL-1, IL-6, IL-12, IL-23, además de potenciar la producción de más 

TNF-α (Forlenza et al., 2011). En teleósteos se ha descrito el efecto de TNF-α y de 

IFN- recombinantes sobre la activación de macrófagos (revisado por Forlenza et 

al., 2011).  La actividad de IFN- solo o de este junto con TNF-α en la inducción de 

la producción de citoquinas proinflamatorias, activación de la fagocitosis y de la 

producción de NO en macrófagos parece bastante comprobada, pero la del TNF-α 

solo parece ser mucho más débil, al menos en C. carpio, D. rerio  y S. aurata (Roca 

et al., 2008; Forlenza et al., 2009). 

Aunque en nuestro estudio no se ha incluido el estudio de la expresión del 

gen de IFN-, si que hemos observado incrementos significativos de la expresión del 

gen de la proteína Mx-1, que es un reflejo de la estimulación celular inducida por 

IFN-I  (α/β), el cual – al menos en estudios in vitro en la línea de células de 

pronefros SHK-1 de salmón atlántico – es capaz de inducir  la activación de genes 

para citoquinas y quimioquinas (Martin et al., 2007a). A pesar de que Mx-1 se 

produce fundamentalmente en respuesta a infección viral y tiene una importante 

función antiviral, se ha descrito que la expresión de proteínas Mx también puede ser 

inducida tras la inyección de bacterinas de Vibrio sp., de L. anguillarum y LPS en 
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salmón atlántico (Acosta et al., 2004; Salinas et al., 2004; Haugland et al., 2005). En 

esos casos, las moléculas responsables de la activación de la vía de IFN podrían ser 

tanto el LPS como el DNA bacteriano. Así, el DNA bacteriano presenta motivos 

CpG no metilados capaces de inducir IFN a través de la unión a TLR9, que está 

presente en teleósteos (Palti, 2011). 

Por otra parte, mientras que el LPS bacteriano induce la producción de IFN 

en mamíferos a través del TLR4 (Kawai et al., 2006), en la mayoría de los 

teleósteos, con la excepción de ciprínidos, no se ha encontrado un gen ortólogo de 

TLR4 (Palti, 2011) y en las especies en las que se ha descrito un  parálogo de ese 

gen, como el pez cebra, la respuesta a LPS es independiente del mismo (Sepulcre et 

al., 2009). No obstante, se ha indicado que la activación de macrófagos de trucha 

arcoíris con LPS, al menos in vitro, podría deberse a la presencia de pequeñas 

cantidades de  peptidoglucanos en los preparados no ultrapurificados de LPS 

(MacKenzie et al., 2010). 

En cuanto a la expresión del gen de iNOS, esta es inducida en macrófagos y 

granulocitos por citoquinas proinflamatorias, tal como se ha demostrado en 

ciprínidos y en rodaballo (Scophthalmus maximus) para IFN-, TNF-, y la 

citoquina M17, miembro de la familia de IL-6 (Rieger et al., 2011). La actividad de 

iNOS se ha asociado típicamente a respuestas defensivas frente a patógenos 

intracelulares, puesto que el NO tiene una potente actividad microbicida  en 

macrófagos y granulocitos de peces contra patógenos bacterianos y virales (Campos-

Perez et al., 2000a) y revisado por (Rieger et al., 2011). No obstante, al igual que en 

mamíferos, en peces el NO extracelular, además de poder producir daños en los 

tejidos cuando se libera en cantidades importantes, tiene importantes funciones 

mediadoras de la inflamación, incluyendo el aumento de la permeabilidad vascular 

(Eddy, 2005; Koppang et al., 2007). 

En conclusión, nuestros resultados referidos a la expresión de los genes  

IL-1β1, IL-8, TNF-α1, Mx-1 e iNOS en O. mykiss tras la administración i.p. de las  

vacunas aroA de A. hydrophila, viva o formalinizada, coinciden con los descritos en 
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otros trabajos, tanto para trucha arcoíris como otras especies de teleósteos, en los 

que se analizó la expresión de esos genes tras la vacunación con bacterinas o la 

infección experimental con patógenos bacterianos o virales, en los cuales los 

cambios de intensidad de la expresión génica y sus patrones de variación temporal se 

interpretaron como reflejo de la inducción de una respuesta inflamatoria. 

Expresión del gen de la cadena MHC-II y su posible relación 

con la inducción de la respuesta inmunitaria adaptativa.  

En nuestro estudio los peces control, no vacunados, mostraban expresión 

basal de gen de MHC-II, pero en los vacunados – con cualquiera de las dos 

vacunas – se observaron incrementos significativos de la misma, tanto en el bazo 

como en el pronefros,  con valores de hasta 12 veces (en el bazo) superiores a los de 

los controles. En ambos órganos, el incremento de la expresión en los peces 

vacunados ya ocurría a las 4 horas posvacunación, pero en el bazo la expresión 

mostró un patrón de subidas y bajadas alternadas a lo largo del tiempo, con picos de 

expresión a las 36 horas, mientras que en el pronefros el patrón tendía a ser en 

escalera con los valores más elevados a las 72 horas. 

La expresión basal de moléculas MHC-II es un hecho descrito también en 

otros trabajos en los que se estudió su expresión en peces control, no vacunados ni 

inoculados experimentalmente con patógenos (Tafalla et al., 2005; Raida et al., 

2008a; Raida et al., 2008b), y se atribuye a la presencia en los órganos linfoides de 

diversas poblaciones de células presentadoras de antígenos, incluyendo, 

fundamentalmente, monocito-macrófagos (Rodrigues et al., 1995) y células 

dendríticas  (Koppang et al., 2003), aunque también se puede inducir su expresión 

en otros tipos celulares, como las células endoteliales (Roca et al., 2008). 

 Los incrementos en la expresión del gen de MHC-II también han sido 

descritos en otros trabajos tras la vacunación y/o la infección de peces. Así, la 

vacunación de trucha arcoíris con una bacterina de  Y. ruckeri  provocó un aumento 

de los niveles de expresión de MHC-II en el bazo en todos los tiempos 
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posvacunación analizados, desde las 8 hasta las 72 horas (Raida et al., 2008a) y 

resultados semejantes se observaron en esa especie vacunada i.p con una cepa de A. 

salmonicida (Kollner et al., 2002). Sin embargo, se ha descrito que tras la 

vacunación de salmón atlántico con una vacuna multivalente formada por A. 

salmonicida  var salmonicida, L. anguillarum O1 y O2, y M. viscosa, los niveles de 

MHC-II en pronefros no variaron entre los 2 y los 19 días posvacunación (Haugland 

et al., 2005). 

La alternancia entre picos y descensos en la expresión de este gen a lo largo 

del tiempo también ha sido descrita en el pronefros y bazo de trucha arcoíris 

infectadas con IHNV (Hansen et al., 2002), en la sangre de salmón atlántico 

vacunadas con una vacuna multivalente formada por A. salmonicida  var 

salmonicida, L. anguillarum O1 y O2, y M. viscosa (Haugland et al., 2005) y en 

dorada (S. aurata) tras la inyección i.p. de cepas vivas de L. anguillarum 

(Chaves-Pozo et al., 2005). En todos estos trabajos, las variaciones se atribuyeron a 

la migración de las células que expresan MHC-II (macrófagos activados, células 

dendríticas y otras células, como linfocitos-B) desde el punto de inoculación o hacia 

el mismo. 

La expresión aumentada del MHC-II se relaciona con el potencial 

incremento de la estimulación antigénica de células Th, a través del fenómeno de la 

presentación antigénica vía MHC-II,  y la consecuente inducción de una respuesta 

inmunitaria adquirida (Haugland et al., 2005). No obstante, es interesante considerar 

el tipo de respuesta inducida en cuanto a los tipos Th1 y Th2 de respuesta 

inmunitaria adquirida, asociados a diferentes perfiles de expresión de citoquinas y el 

tipo de respuesta efectora. En mamíferos, las respuestas de tipo Th1 median 

fundamentalmente la inmunidad celular adquirida y están implicadas en las 

respuestas contra patógenos intracelulares, mientras que las de tipo Th2 se 

relacionan con la inmunidad humoral adquirida y tienen actividad antiparasitaria 

(Amsen et al., 2009).  
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En las respuestas Th1 predomina la producción de IFN- y TNF-, mientras 

que en las Th2 predominan IL-4, IL-5 y IL-13 (Zygmunt et al., 2011). El origen de 

estas citoquinas son las propias células Th, pero la diferenciación de las mismas 

parece estar dirigida por las APCs, las cuales presentan también perfiles tipo Th1 

(con producción de IL-12) y Th2 (que producen IL-10), además de células NK (que 

liberan IFN-) (Jankovic et al., 2001; Manickasingham et al., 2003). 

En teleósteos la existencia de respuestas Th1 y Th2 parece demostrada, 

aunque no se han identificado subpoblaciones de linfocitos Th (Laing et al., 2011) y 

no se conocen bien los detalles de la inducción de las mismas debido a que no se ha 

podido estudiar conclusivamente el efecto biológico de la citoquinas mediadoras de 

las mismas, bien porque no se han clonado o porque sus efectos  no son tan claros y 

a veces son distintos según la especie utilizada (Secombes et al., 2011). No obstante, 

se ha demostrado que en O. mykiss se expresan los genes de los factores de 

transcripción T-bet y GATA3 (Wang et al., 2010; Laing et al., 2011), que en 

mamíferos son reguladores maestros de las respuestas Th1 y Th2 respectivamente 

(Zheng et al., 1997; Szabo et al., 2003). 

En nuestro trabajo no hemos analizado la expresión de los genes de T-bet y 

GATA3 ni de IFN-, pero los resultados referidos a las citoquinas, aun 

indirectamente, indican que las vacunas aroA de A. hydrophila inducen una 

respuesta de tipo Th1 en O. mykiss cuando son administradas intraperitonealmente. 

Así, además de la expresión aumentada de los genes de TNF-α1 y Mx-1 (este último 

como indicador de la activación de IFNs), el incremento en la expresión de iNOS y 

de MHC-II se puede relacionar con la activación clásica de macrófagos, que median 

respuestas de tipo Th1 (Forlenza et al., 2011). En este sentido, cabe indicar que – 

como se ha expuesto anteriormente – la expresión de iNOS es inducida en peces por 

IFN-, TNF-y IL-6 (Rieger et al., 2011) y que la expresión de la cadena MHC-IIβ 

es inducida en trucha arcoíris, además de por IL-1β recombinante (Hong et al., 

2001), por IFN- recombinante  (Zou et al., 2005). Todo ello sugiere que, muy 

probablemente, las vacunas aroA induzcan también la expresión de IFN- a tiempos 

tempranos tras la vacunación.   
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 En cuanto a la hipótesis de la inducción de una respuesta Th1 tras la 

inoculación de O. mykiss con la cepa aroA de A. hydrophila, esto mismo se ha 

sugerido que sucede en trucha usando el modelo de vacunación – infección con Y. 

ruckeri (Harun et al., 2011). En ese estudio los patrones de expresión temprana, 

hasta las 72 horas, de los genes de IFN-, T-bet y IL-2 se correlacionaban en los 

peces vacunados y posteriormente desafiados con Y. ruckeri se correspondían con 

los de una repuesta tipo Th1. Tanto para Y. ruckeri como para A. hydrophila este 

tipo de respuesta tiene sentido, dado que ambas son patógenos intracelulares 

facultativos, que pueden infectar a los macrófagos (Tan et al., 1998; Ryckaert et al., 

2010; Li et al., 2012) y frente a las cuales las respuestas de tipo Th1 son más 

eficaces para evitar la enfermedad (Harun et al., 2011). 

Por tanto, nuestros resultados referidos a la expresión del gen de la cadena  

de MHC-II, combinados con los de la expresión del gen de iNOS y de TNF- 

apoyan que las vacunas aroA de A. hydrophila son capaces de estimular una 

respuesta inmunitaria que, a tiempos tempranos, tras la vacunación i.p. tiene un 

perfil de tipo Th1, lo cual podría resultar en la producción de una respuesta 

inmunitaria adaptativa celular de ese tipo, además de la producción de anticuerpos 

que ya se demostró en los estudios previos (Hernanz-Moral et al., 1998; Vivas et al., 

2005). 

Modulación de la respuesta proinflamatoria: expresión de los 

genes de TGF-β y de COX-2 

En nuestros resultados observamos que, al igual que sucedía para la 

citoquinas proinflamatorias, los genes de TGF-y de la enzima COX-2 presentaban 

expresión basal en el bazo y el pronefros de los peces control. No obstante, tras la 

vacunación, bien con uno u otro tipo de vacuna aroA, la expresión de estos genes 

presentaba cambios significativos respecto a los controles, distintos a lo largo del 

tiempo según el gen y el órgano, pero que se iniciaban a tiempos superiores a las 8 

horas posvacunación, alcanzando picos de expresión entre las 12 y 36 horas, 

posteriores a los de los genes de las citoquinas proinflamatorias. 
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La expresión del gen de TGF-estaba reprimida en el bazo de los peces 

vacunados con cualquiera de las vacunas aroA, mientras que se incrementaba en el 

pronefros con un pico de hasta 12 veces el valor del control a las 12 horas en el caso 

de la vacuna viva. Posteriormente, la expresión descendía en este órgano 

significativamente, incluso con una pequeña represión respecto al control. 

 Un perfil de respuesta parecido, incluyendo la expresión basal y un inicio de 

incremento de la expresión del gen de TGF- más tardío que el de los genes de 

citoquinas proinflamatorias (IL-1β1, IL-6, IL-11), se ha descrito en trucha en los 

modelo de infección-reinfección experimental y de vacunación-desafío con Y. 

ruckeri (Harun et al., 2011) y de vacunación con una vacuna de DNA contra VHSV 

(Jimenez et al., 2006). No obstante, a diferencia con nuestros resultados, en el 

modelo de vacunación – desafío con Y. ruckeri la expresión del gen de TGF-, al 

igual que el de TNF-α, permanecía significativamente más elevada a las 72 horas en 

el bazo de los peces vacunados y desafiados (Harun et al., 2011). Esto podría ser 

debido a la retención en ese órgano (principalmente en las áreas perielipsoidales) de 

complejos antígeno-anticuerpo, que se forman en los peces vacunados, lo cuales 

reestimularían de forma más persistentes la respuesta inmunitaria. 

En cuanto a la expresión del gen de COX-2, en las truchas vacunadas con las 

vacunas aroA se alcanzaron picos de más de 2000 veces los controles en el bazo, 

pero en este órgano los picos se alcanzaba más tardíamente que en el pronefros, en 

el cual los valores descendían a partir de las 12 horas posvacunación. La expresión 

basal de este gen se ha descrito también en pronefros, bazo y branquias de 

individuos de S. salar “sanos” (Ingerslev et al., 2006) y se incrementaba en 

leucocitos de pronefros de trucha tras ser desafiadas in vivo con la cepa atenuada 

aroA de A. salmonicida (Zou et al., 1999b). Igualmente, la infección de truchas 

arcoíris con los parásitos G. derjavini (Lindenstrøm et al., 2003) o M. cerebralis 

(Severin et al., 2007) induce la expresión de COX-2 en piel, músculo y cartílago. 

Tanto el TGF-como COX-2 son productos con actividad anti-inflamatoria 

e inmunosupresora (Raida et al., 2008b), que también se han identificado en 
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teleósteos. El TGF- presenta efectos pleiotróficos inmunosupresores y de 

inhibición de la activación celular de leucocitos (Ruscetti et al., 1991; Jang et al., 

1994; Severin et al., 2007; Haddad et al., 2008), especialmente de los obtenidos de 

pronefros de carpa (Yang et al., 2012), mientras que la enzima COX-2 es la fuente la 

prostaglandina H2, cuyos derivados, tanto prostaglandinas como tromboxanos 

reducen la expresión de los genes de IL-1β, TNF-α e IL-8, inhiben la proliferación 

de leucocitos y el estallido respiratorio (Secombes et al., 1994b; Novoa et al., 1996; 

Harris et al., 2002;), así como la expresión de iNOS  (Haddad et al., 2008). 

Por tanto, la expresión de esos genes se relaciona con el control de las 

respuestas inflamatorias e inmunitarias, cuya exacerbación puede producir efectos 

colaterales lesivos para el huésped (Finn et al., 1971; Koppang et al., 2007). Estos 

efectos incluyen daños celulares y tisulares (por liberación de radicales oxidativos y 

de enzimas hidrolíticas, así como por la inducción de apoptosis) y, finalmente,  la 

aparición de granulomas asociados a hiperreactividad de la respuesta inmunitaria 

adquirida (Afonso et al., 2005). El mismo tipo de daños colaterales lesivos, 

asociados a respuestas inflamatorias o de hiperinmunidad, se han observado en 

teleósteos, tanto en el curso de infecciones naturales o experimentales, 

especialmente con patógenos intracelulares como R. salmoninarum (Metzger et al., 

2010) o Mycobacterium marinum (Harms et al., 2003; Swaim et al., 2006), como 

tras la vacunación i.p. o intramuscular con vacunas que contienen agentes flogísticos 

(Poppe et al., 1997; Evensen et al., 2005; Mutoloki et al., 2010). 

Es interesante indicar que en el modelo de vacunación-desafío con Y. ruckeri 

en trucha (Harun et al., 2011) se correlacionó los distintos perfiles de expresión de 

los genes de citoquinas proinflamatorias y de TGF- con un balance entre factores 

pro- y anti-inflamatorios, que reduzca los posibles efectos colaterales de una 

sobreexpresión de los genes con actividad proinflamatoria. Además, los autores de 

ese trabajo sugieren que ese patrón de expresión de genes inmunorreguladores 

contribuiría a una extinción temprana de la respuesta de perfil Th1, cuya 

exacerbación se ha relacionado con los síntomas asociados a la enfermedad de la 

boca roja (ERM) producida por Y. ruckeri (Raida et al., 2008b). 
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En conclusión, nuestros resultados referidos a la expresión de los genes de 

TGF- y de COX-2 son indicativos de la producción de una respuesta anti-

inflamatoria,  de forma semejante a lo que se ha descrito en otros estudios de 

infección natural o experimental y de vacunación en teleósteos, cuyo significado 

sería reprimir la producción de citoquinas proinflamatorias y evitar así una excesiva 

reacción inflamatoria y la posible generación de hiperreactividad inmunitaria. 

RESPUESTAS DE LAS LÍNEAS CELULARES TSS Y TPS-2 A 

LAS VACUNAS aroA 

En los vertebrados, generalmente se atribuye la producción de citoquinas y 

las actividades microbicidas que regulan y median las respuestas defensivas a las 

distintas poblaciones leucocitarias, especialmente macrófagos, granulocitos, células 

dendríticas y células linfoides (linfocitos-T y células NK) (Medzhitov, 2007). No 

obstante, otros tipos celulares también tienen capacidad de producir citoquinas 

proinflamatorias y manifestar actividades microbicidas cuando son expuestas a 

PAMPs. 

Por ejemplo, diversas poblaciones celulares residentes (como fibroblastos) de 

los tejidos conectivos, incluyendo aquí conjuntivo, adiposo, cartílago y hueso en los 

vertebrados adultos producen IL-1 e IFN-I (Ibelgaufs, 2012). En ese sentido, se ha 

demostrado que tanto fibroblastos de la dermis de trucha arcoíris en respuesta a una 

lesión local, como  una línea de fibroblastos derivada de la dermis (RTHDF) 

estimulada con LPS, eran capaces de producir IL-1, IL-8 e IL-10 (Ingerslev et al., 

2010). También, las células endoteliales son una fuente de estas interleuquinas y de 

otras citoquinas, lo cual sucede igualmente en teleósteos  (Martin-Armas et al., 

2008; Roca et al., 2008). Además, las células sinusoidales del tejido hematopoyético 

y de otros órganos como el hígado y, en los teleósteos, del endocardio, participan en 

respuestas antimicrobianas mostrando actividad fagocítica y de producción de 

radicales oxidativos de oxígeno y nitrógeno (Martin-Armas et al., 2008; Roca et al., 

2008). 
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Como demostraron los estudios previos de nuestro grupo de trabajo, tanto 

morfológicos como funcionales (Diago et al., 1993; Diago et al., 1995; Diago, 1996; 

Carracedo, 2003; Fierro-Castro, 2009), las líneas celulares TPS-2 de pronefros y 

TSS de bazo que hemos utilizado en este trabajo contienen poblaciones celulares del 

estroma linfohematopoyético, incluyendo células reticulares y células sinusoidales. 

De esta forma, nuestra hipótesis de partida es que las respuestas que observaríamos 

en las líneas TSS y TPS-2 tras su exposición a las vacunas aroA deberían ser un 

reflejo, si bien parcial, de las respuestas in vivo de estos tipos celulares frente al 

mismo tipo de estímulos, en este caso PAMPs derivados de las bacterias aroA. 

En primer lugar, a fin de estandarizar las condiciones de exposición de las 

líneas celulares a las vacunas aroA, demostramos que las bacterias de la vacuna viva 

no podían crecer en el medio de cultivo celular en presencia de una concentración de 

50 μg/ml del antibiótico gentamicina. De esta forma, podemos afirmar que no hay 

proliferación significativa de las bacterias que permanecían en los cultivos tras el 

lavado posterior al inóculo. Si sucediera este crecimiento, incluso siendo limitado 

dado el carácter auxótrofo del mutante aroA, podría alterar la M.O.I. real entre unos 

pocillos y otros y, consecuentemente, la concentración de PAMPs (por ejemplo, 

LPS) a las que estuvieran expuestas la células. 

A continuación, el estudio de las respuestas de las líneas celulares TSS y 

TPS-2 de O. mykiss expuestas a las vacunas aroA de A. hydrophila incluyó el 

análisis de los efectos en la morfología celular, en la activación de mecanismos 

microbicidas y en la expresión de los genes relacionados con las respuestas 

proinflamatoria e inmunitarias, incluyendo los genes de las citoquinas IL-1β1, IL-8, 

TNF-α1 y TGF-β, de la proteína Mx-1, de las enzimas COX-2 e iNOS, así como de 

la cadena β del MHC-II. 

Los resultados de esos ensayos demuestran que, aún con diferencias entre las 

dos líneas celulares, las vacunas aroA estimulan respuestas defensivas en ambas, que 

incluyen la activación de mecanismos microbicidas y de una respuesta 
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transcriptómica de tipo proinflamatoria y de regulación de las respuestas 

inmunitarias, como se discute posteriormente. 

Antes de ello, como una reflexión general y en referencia a las diferencias 

observadas en los diversos ensayos entre las respuestas, bien cualitativas o 

cuantitativas, de las dos líneas celulares, como ya se indicó en trabajos previos de 

nuestro grupo con estas líneas celulares (Carracedo, 2003; Fierro-Castro, 2009; 

Fierro-Castro et al., 2012), las mismas pueden ser, inicialmente, atribuidas a las 

diferentes proporciones de los diversos tipos celulares que las forman, 

particularmente células reticulares y células sinusoidales, antes que a una o más 

carácterísticas específicas presentes en una de ellas y ausente en la otra. Nuestros 

resultados demuestran que los cultivos control de las dos líneas celulares presentan 

niveles de expresión basal de los distintos genes analizados muy semejantes, lo que 

claramente apoya esa idea. 

No obstante, es posible que también existan otras causas que contribuyan a 

esas diferencias en las respuestas de las dos líneas celulares tras la estimulación, 

incluyendo diferencias entre los tipos fenotípicamente semejantes (fibroblásticas o 

sinusoidales) dependientes del órgano de origen, o fenómenos de interacciones 

célula-célula o a través de factores liberados al medio de cultivo con efectos de 

retroalimentación positiva o negativa, como se ha indicado previamente (Fierro-

Castro, 2009).  

Las vacunas aroA activan respuestas microbicidas en las líneas 

celulares TSS y TPS-2. 

La exposición a uno u otro tipo de vacuna aroA no indujo cambios 

apreciables en la morfología celular de las líneas celulares TSS y TPS-2, pero a 

partir de las 24 horas se hizo evidente la presencia de bacterias que aparecían bien 

adheridas a la superficie celular o bien en grupos intracelulares, tanto en una línea 

celular como en la otra. Con la técnica utilizada es difícil asegurar si las bacterias 

son realmente intracelulares, aunque el aspecto de acúmulos compactos en el 
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citoplasma así lo sugiere y las dos líneas celulares tienen capacidad fagocítica y 

endocítica (Carracedo, 2003). 

Por otra parte, mientras que en el caso de los cultivos expuestos a la vacuna 

aroA formalinizada la presencia de bacterias intracelulares se debería, 

indudablemente, a su fagocitosis, en el caso de la vacuna viva podría atribuirse 

también a la capacidad infectiva de A. hydrophila, dado que la misma es un 

patógeno intracelular facultativo (Merino et al., 1997a; Merino et al., 1997b; Tan et 

al., 1998). Aunque no podemos concluir que la presencia de las bacterias aroA de A. 

hydrophila vivas se deba a su capacidad infectiva, esta idea concuerda con los 

resultados de un trabajo previo de J. Vivas (Vivas, 2003), realizado con la línea 

TPS-2 expuesta a esa cepa, y en el que se utilizó una técnica de tinción fluorescente 

para diferenciar bacterias viables de las no viables (kit Live/Dead BacLight, 

Molecular Probes), que demostró que las mismas se adhieren y son internalizadas 

por las células TPS-2. 

De cualquier forma, la exposición a las bacterias de la cepa aroA, 

especialmente en el caso de la vacuna viva, fue capaz de inducir de forma muy 

rápida la activación de la producción de radicales oxidativos en las dos líneas 

celulares, particularmente en la TSS (con un valor superior a 2,5 veces el del control 

a 1 hora posexposición). Esta respuesta es similar a la explosión respiratoria que 

sucede en macrófagos y granulocitos neutrófilos expuestos a PAMPs y que tiene 

naturaleza microbicida  (Neumann et al., 2001), lo que puede relacionarse con la 

actividad microbicida de las líneas TSS yTPS-2 contra la cepa silvestre AG-2 de A. 

hydrophila (Fierro-Castro et al., 2012). Para las dos líneas celulares aquí utilizadas, 

la activación de este mecanismo probablemente suceda en las células de tipo 

sinusoidal, a través del reconocimiento de PAMPs presentes en las vacunas aroA de 

A. hydrophila, bien a nivel extracelular o intracelular, como indica el hecho de que 

la inducción de la producción de explosión respiratoria y de la actividad microbicida 

contra A. hydrophila en células de las líneas TSS y TPS-2 es estimulado por su 

exposición a LPS o poly I:C (Fierro-Castro, 2009; Fierro-Castro et al., 2012). 
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Además del reconocimiento directo de PAMPs de la cepa aroA de A. 

hydrophila, la activación del estallido respiratorio se ha atribuido también al efecto 

de citoquinas, como TNF- e IL-8 (Rieger et al., 2011), que como indican nuestros 

resultados de expresión génica, se producirían en los cultivos expuestos a las 

vacuna. En el caso del TNF-a, se ha indicado que este factor activa directamente el 

estallido respiratorio en las células endoteliales de peces (Roca et al., 2008; Forlenza 

et al., 2009). 

De esa forma, la mayor producción de radicales oxidativos por la línea TSS 

puede ser atribuida a la mayor proporción de células sinusoidales que contiene esta 

línea celular (Carracedo, 2003; Fierro-Castro, 2009; Fierro-Castro et al., 2012). En 

cuanto a las diferencias entre la exposición a los dos tipos de vacuna, este aspecto se 

discute posteriormente (ver Apartado  “La vacuna aroA viva es más efectiva en la inducción 

de la respuesta proinflamatoria”, pág. 185). 

Como conclusión de este parte del trabajo, podemos afirmar que las líneas 

TSS y TPS-2 son capaces de responder a la exposición a las vacunas aroA de A. 

hydrophila mediante la activación de respuestas microbicidas, que incluyen la 

fagocitosis/internalización de las bacterias y la activación del mecanismo de 

explosión respiratoria. 

Expresión de genes inmunorreguladores en las líneas celulares 

expuestas a las vacunas aroA. 

Como se ha realizado anteriormente para los estudios de vacunación, se 

discuten a continuación los resultados de los estudios de expresión génica en las 

líneas celulares agrupando los genes considerados en tres grupos: a) Genes de 

productos con actividad proinflamatoria y/o microbicida (IL-1β1, IL-8, TNF-α1, Mx-

1, iNOS); b) el gen MHC-IIβ, implicado en la presentación antigénica; y c) genes 

con actividad anti-inflamatoria (TGF-β y COX-2). 
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Las vacunas aroA inducen la expresión de genes proinflamatorios en 

las líneas celulares TSS y TPS-2. 

Las dos líneas celulares mostraban expresión basal de los genes de las 

citoquinas IL-1β1, IL-8 y TNF-α1, de la proteína Mx-1 inducible por IFN y del 

enzima iNOS en los cultivos control, con valores semejantes entre ellas. Sin 

embargo, tras la exposición a las vacunas aroA se observaron cambios significativos 

en su expresión respecto a los controles, variables  según la línea celular y el tipo de 

vacuna. Como  ya se ha indicado, las diferencias observadas entre las líneas TSS y 

TPS-2 en cuanto a la expresión de los genes proinflamatorios debe atribuirse, en 

principio, a sus diferentes poblaciones celulares y a las interacciones entre ellas.  

Un resultado característico es que únicamente para la vacuna viva se inducía 

una notable sobreexpresión de esos genes, con valores más elevados en la línea 

TPS-2 excepto para el gen de IL-8. Además, el inicio de la sobreexpresión era muy 

temprano (4 – 8 h) tras la exposición a la vacuna viva para todos los genes en las dos 

líneas, que en el caso de la vacuna formalinizada solo se observó para los genes de 

Mx-1 e iNOS en la línea TSS. Por tanto, la presencia de bacterias viables aroA de A. 

hydrophila es un hecho diferencial para la capacidad de inducción de una respuesta 

de tipo proinflamatoria en las líneas celulares, cuyo significado se discutirá 

posteriormente. 

En cuanto a la capacidad de las líneas TSS y TPS-2 para incrementar la 

expresión de esos genes de productos con actividad proinflamatoria y microbicida, 

en respuesta a la exposición a las vacunas aroA, nuestros resultados concuerdan con 

los descritos por Fierro-Castro y colaboradores en estas mismas líneas celulares 

(Fierro-Castro, 2009; Fierro-Castro et al., 2012). Estos autores demostraron que 

ambas líneas celulares expresan esos genes tras su exposición a LPS y poly I:C, y las 

vacunas aroA son una fuente de LPS y, seguramente, de otros tipos de PAMPs.   

También en otras líneas celulares de teleósteos, bien derivadas de pronefros o 

de leucocitos de este órgano y con carácter fagocítico, como las líneas SHK-1 y TO 

de salmón atlántico y RTS-11 de trucha arcoíris, o bien no fagocíticas, como la línea 
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fibroblástica RTG-2, se ha demostrado expresión de IL-1β (Brubacher et al., 2000; 

Zou et al., 2000; Wang et al., 2004; Fast et al., 2005; Pettersen et al., 2008), IL-8 

(Zou et al., 2003a; Caipang et al., 2010; de Bruijn et al., 2012;), TNF-α (Fast et al., 

2005; Laing et al., 2001), Mx (Trobridge et al., 1995;Jensen et al., 2002a; Jensen et 

al., 2002b; Tafalla et al., 2007; Pettersen et al., 2008; Tafalla et al., 2008;) e iNOS 

(Saeij et al., 2000; Wang et al., 2001) en respuesta a la estimulación con diversos 

PAMPs o tras la exposición a patógenos bacterianos. 

Por otra parte, la expresión de genes proinflamatorios en las líneas celulares 

macrofágicas de peces es semejante a la que sucede en cultivos primarios de 

leucocitos o de macrófagos purificados expuestos a patógenos bacterianos. Así, en 

cultivos de macrófagos de trucha arcoíris se han descrito incrementos en la 

expresión de genes de IL-1β, iNOS y COX-2 cuando se inocularon con R. 

salmoninarium (Grayson et al., 2002) y de TNF-α cuando se expusieron a A. 

salmonicida (Vanya Ewart et al., 2008). 

En resumen para este apartado, podemos afirmar que las líneas TSS y TPS-2 

tienen la capacidad de responder a la exposición a las vacunas aroA de A. hydrophila 

desarrollando una respuesta transcripcional de tipo proinflamatorio. 

Modulación de la expresión del gen MHC-II  

Ambas líneas celulares expresan niveles basales de la cadena  del MHC-II, 

que se modifican de forma parecida tras la exposición al mismo tipo de vacuna 

aroA. Aunque no todos los valores fueron estadísticamente significativos, la 

respuesta inicial tras la exposición a cualquiera de las vacunas era un descenso de la 

expresión respecto a los controles. A tiempos posteriores, mientras que para la 

vacuna formalinizada se recuperaban los valores basales y en el caso de la línea 

TPS-2 se producía un pequeño incremento, para la vacuna viva se producían 

incrementos de la expresión notables, particularmente en la línea TPS-2 (casi 40 

veces el control a las 24 h). 
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Resulta llamativa la coincidencia en la existencia de fases de sobreexpresión 

alternadas con represión del gen MHC-II tanto en nuestros resultados en bazo y 

pronefros de los peces vacunados, como en las líneas TSS y TPS-2. Además, este  

fenómeno también se ha descrito en la línea macrofágica SHK-1 tras su exposición a 

LPS de A. salmonicida subsp. salmonicida, en la que se describió un notable 

descenso en la expresión de MHC-II a las 24 horas, seguido de un incremento a las 

72 horas (Koppang et al., 1999). 

En ese sentido, como se ha discutido anteriormente (ver Apartado “Expresión del 

gen de la cadena MHC-II y su posible relación con la inducción de la respuesta inmunitaria 

adaptativa.”, pág. 168 ) las variaciones alternadas de incrementos y decrementos en la 

expresión de ese gen en los órganos de peces vacunados o infectados 

experimentalmente (Hansen et al., 2002; Chaves-Pozo et al., 2005; Haugland et al., 

2005) se ha atribuido a la migración de células presentadoras de antígenos, como 

células dendríticas. 

En las líneas celulares de teleósteos en las que hay expresión de MHC-II 

como en las líneas RTS-11 (Brubacher et al., 2000), SHK-1 (Fast et al., 2005) y TO 

(Pettersen et al., 2008), también se ha atribuido esta expresión a que las mismas 

contienen células de tipo monocito/macrófago o dendríticas. Sin embargo, la 

modulación alternada de la expresión del gen MHC-II in vitro no puede ser atribuida 

a fenómenos de migración celular, lo que indicaría que ese proceso está bajo el 

control de otros factores, probablemente mecanismos de retroalimentación debidos a 

citoquinas y productos inmunodepresores. Así, en cultivos primarios de células de 

pronefros se ha visto que la exposición a IL-1β e IFN-γ recombinantes provoca 

aumento en los niveles de expresión de MHC-IIβ (Peddie et al., 2002a; Zou et al., 

2005), mientras que la represión de su expresión podría ser debida a la acción de 

TGF-Liet al, y/o de productos derivados de la actividad de COX-2, 

como PGE2, cuyos genes también son inducidos por IL-1β (Hong et al., 2001; 

Secombes et al., 2011). 
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En cualquier caso, la inducción de la expresión del gen MHC-IIβ en las 

líneas celulares, particularmente TPS-2, tras la exposición a las vacunas aroA indica 

que contienen células capaces de procesar antígenos por la vía del MHC-II, 

probablemente las células sinusoidales, lo que podría servir para desarrollar ensayos 

funcionales in vitro relacionados con la presentación antigénica, incluidos los 

dirigidos a identificar determinantes antigénicos para el desarrollo de vacunas más 

efectivas. 

Modulación de la respuesta de tipo proinflamatoria in vitro  

En nuestros resultados, las líneas TSS y TPS-2 expresaron niveles basales de 

los genes de los productos inmunosupresores TGF- y COX-2, que tras la 

exposición a las vacunas aroA presentaron perfiles de variación de su expresión 

claramente distintos entre sí, siempre más notables para la vacuna viva. 

En el caso del gen de TGF-, su expresión no se había estudiado previamente 

en las líneas TSS y TPS-2. A tiempos entre 8 a 24 h posexposición se observaron 

variaciones significativas en la expresión de este gen en ambas líneas, tanto de 

sobreexpresión como de represión, pero las mismas fueron siempre pequeñas, no 

superando un valor máximo de dos veces  el control para la vacuna viva. La 

expresión basal del gen de TGF- también se ha descrito en la línea celular 

macrofágica de trucha arcoíris RTS-11 (Brubacher et al., 2000) y en la línea celular 

SHK-1 de salmón (Fast et al., 2005). Además, de forma similar a lo que sucede en 

nuestros resultados para las vacunas aroA, en estas líneas la exposición a LPS no 

indujo cambios significativos en la expresión del gen de TGF-β (Brubacher et al., 

2000). 

Para el gen de COX-2 se observó un incremento significativo en su expresión 

en ambas líneas ya a las 4 h posexposición a la vacuna viva, con valores crecientes 

hasta las 12 h (con un máximo de 200 veces el control para la línea TPS-2) y un 

posterior rápido descenso. La línea TPS-2, por otra parte, también mostró una 

patente sobreexpresión del gen COX-2 tras la exposición a la vacuna formalinizada a 

las 8 horas, mientras que en la línea TSS no hubo respuesta frente a este tipo de 
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vacuna. Estos resultados coinciden con los descritos anteriormente respecto a la 

expresión de niveles basales del gen COX-2 en ambas líneas y, también, en cuanto al 

perfil de sus variaciones tras la exposición a LPS y particularmente a poly I:C 

(Fierro-Castro, 2009).  

Por tanto, la exposición a las vacunas aroA, especialmente a la viva, induce 

cambios en la expresión de los genes con actividad anti-inflamatoria TGF-β y 

COX-2 en las líneas TSS y TPS-2, que tanto cuantitativamente como en la cinética 

de la respuesta se asemejan a la observada tras la vacunación i.p. de truchas arcoíris 

con estas vacunas. Nuestros resultados, por tanto, demuestran que las células del 

estroma hematopoyético de O. mykiss están también implicadas en la regulación de 

la respuesta proinflamatoria, probablemente en la misma forma que los leucocitos y 

con el mismo significado funcional de evitar daños a los propios tejidos por 

exacerbación de las respuestas defensivas. 

Además, el modelo experimental in vitro que hemos utilizado puede servir 

para predecir la respuesta in vivo a vacunas experimentales, adyuvantes e 

inmunoestimulantes para peces en cuanto a la posible atenuación de la respuesta 

defensiva inicial o, por el contrario, la producción de daños en los tejidos por la 

inducción de una respuesta inflamatoria excesiva. 

COMPARACIÓN ENTRE LOS MODELOS DE VACUNACIÓN 

I.P. Y DE ENSAYO IN VITRO  

Comparando las respuestas de expresión de genes proinflamatorios entre los 

dos modelos experimentales que hemos utilizado (vacunación i.p. y los ensayos in 

vitro), el perfil de la respuesta transcriptómica para esos genes en las líneas es 

semejante al observado tras la vacunación i.p. para la vacuna aroA viva (para la 

vacuna formalinizada las respuestas in vitro fueron generalmente pequeñas). Aunque 

existen lógicas diferencias en los valores de expresión y las cinéticas, en ambos 

modelos se aprecia una inducción de una respuesta de tipo proinflamatoria, marcada 

por incrementos tempranos, pero breves, en la expresión de los genes de IL-1β1 y 
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IL-8 y con tendencia a ser algo más tardía y sostenida en el tiempo para los de 

TNF-α1, Mx-1 e iNOS.  En cuanto al gen MHC-II, en ambos modelos también se 

observó una alternancia de fases con incremento en su expresión seguidas por otras 

de acusado descenso. Igualmente, en ambos sistemas la expresión de los genes 

inmunodepresores TGF- y COX-2 se incrementó a tiempos intermedios y tendía a 

descender posteriormente. 

Por otra parte, atendiendo al órgano de origen de las líneas TSS y TPS-2, no 

es posible establecer una correlación entre las respuestas observadas en ellas y las 

que suceden en el bazo y en el pronefros de los peces vacunados. Antes que a 

diferencias cualitativas entre las poblaciones celulares de las líneas según el órgano 

de origen, creemos que el factor principal debe ser el efecto de las diferentes 

proporciones entre los tipos de células en ellas, que pueden modular 

significativamente las respuestas in vitro. Así, al igual que in vivo, en los cultivos 

celulares se pueden dar procesos de regulación de la expresión génica mediados por 

retroalimentación, bien inductores o supresores, debidos a la liberación de citoquinas 

al medio. De esta forma, se reproduciría el funcionamiento de las redes de citoquinas 

in vivo.  

En apoyo de esto, se ha descrito que IL-1β y TNF-α recombinantes provocan 

un aumento de la expresión de IL-8 en la línea RTS-11 (Zou et al., 2003a; Martin et 

al., 2007b). También,  el TNF-α recombinante incrementa la expresión del gen de 

IL-8 en cultivos de células endoteliales cardiacas de dorada (Roca et al., 2008). Y 

viceversa, IL-8 recombinante es capaz de inducir la expresión de los genes de IL-1β 

y de TNF-α en la línea celular RTS-11 (Montero et al., 2008). De igual forma, el 

incremento de la expresión del gen de COX-2 puede ser atribuido a la acción 

inductora de las citoquinas proinflamatorias, ya que se ha demostrado que IL-1 

recombinante de O. mykiss induce la expresión de COX-2 en macrófagos in vitro 

(Secombes et al., 2011). 

En ese mismo sentido, en cultivos de las líneas TSS y TPS-2 se ha indicado 

también que los efectos observados en la expresión de genes inmunorreguladores 
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tras la exposición a LPS, poly I:C o levamisol también estaba modulada por la 

creación de redes de citoquinas in vitro, como demostraba el hecho de que los 

perfiles de expresión génica generados en estas líneas cuando son expuestas a 

PAMPs pueden ser reproducidos cuando son tratadas con medios condicionados de 

cultivos de macrófagos estimulados con LPS o poly I.C (Fierro-Castro, 2009). 

Probablemente, la principal diferencia entre las respuestas a las vacunas aroA 

in vitro e in vivo, referido a los tipos celulares que se encuentran en las líneas TSS y 

TPS-2, sea que in vitro las células de las líneas no están bajo la influencia, tanto 

cualitativa como cuantitativamente, de otras citoquinas y de factores moduladores 

procedentes de otras poblaciones celulares (de su mismo tejido o de otros) del 

organismo, particularmente linfocitos y otros leucocitos, así como de hormonas 

cuyos niveles varíen en respuesta a la vacunación, como pueden ser las relacionadas 

con el estrés. 

Lo que en principio sería una desventaja para la comparación entre los 

resultados obtenidos in vitro e in vivo, tiene la ventaja de que una parte de las 

respuestas estén amplificadas in vitro, al no existir (tantas) influencias 

reguladoras/inhibitorias y, por tanto, hace más fácil su identificación y explotación 

para caracterizarlas y establecer ensayos funcionales que den resultados más 

concluyentes que ensayos in vivo, especialmente en peces en los cuales las 

variaciones individuales, interespecíficas y las debidas a cambios estacionales y al 

estrés dificultan su repetitividad y estandarización (Villena, 2003). 

LA VACUNA aroA VIVA ES MÁS EFECTIVA EN LA 

INDUCCIÓN DE LA RESPUESTA PROINFLAMATORIA 

Nuestro estudio demuestra que, tanto tras la vacunación i.p. como tras la 

exposición de las líneas celulares TSS y TPS-2, la vacuna aroA viva indujo los 

cambios más significativos para la mayoría de ensayos realizados. Así, a manera de 

resumen, cabe resaltar los siguientes resultados: 
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- En relación con la expresión de genes de productos proinflamatorios, en los dos 

modelos experimentales la vacuna viva indujo mayores variaciones, en la 

mayoría de los casos de incremento y más sostenidas en el tiempo, de las ratios 

de expresión de los genes de IL-1, IL-8, TNF-1, Mx-1 (con mayores 

diferencias en el pronefros y en la línea TPS-2), e iNOS que la vacuna 

formalinizada. 

- En cuanto al gen de MHC-II, implicado en la presentación antigénica, la 

vacuna viva indujo también cambios más pronunciados, con picos más altos –  y 

más sostenidos en el tiempo para el pronefros – tras la vacunación i.p. y 

asimismo en las líneas celulares, que la vacuna formalinizada. 

- De igual manera, respecto a los genes de  productos inmunosupresores, tras la 

vacunación i.p. y en los ensayos in vitro la vacuna viva indujo variaciones más 

notables, bien de activación (en el pronefros) o de represión, de la expresión de 

TGF-, así como  mayores incrementos de las ratios de expresión de COX-2, que 

la formalinizada. 

En conjunto, todos estos datos apoyan, como se ha discutido anteriormente, 

que la vacunación i.p. con la vacuna aroA viva induce una respuesta microbicida y 

proinflamatoria, marcada por una potente activación de la explosión respiratoria en 

las líneas celulares y por incrementos tanto in vivo como in vitro de la expresión 

temprana (entre 4 y 8 horas) de los genes de IL-1, IL-8, TNF-1 y de Mx-1 

(reflejando esta última la activación de las vías de IFN), que son significativamente 

mayores que las producida por la vacuna formalinizada. Además, el perfil de 

expresión de genes de citoquinas, junto con el de los genes de MHC-II y de iNOS, 

inducido por la vacuna aroA viva es compatible con una respuesta inicial 

inmunológica de tipo Th1 (Laing et al., 2011; Zygmunt et al., 2011), relacionada a 

su vez con la vía de activación clásica (o M1) de macrófagos por PAMPs 

intracelulares (Forlenza et al., 2011). Por el contrario, el perfil de respuestas 

inducido por la vacuna aroA formalinizada se asemeja a la activación innata de 
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macrófagos, relacionada con el reconocimiento de PAMPs extracelulares (Forlenza 

et al., 2011). 

Considerando los resultados del estudio de la respuesta tras la vacunación 

i.p.,y aunque como ya hemos indicado no se han incluido en este trabajo algunos 

genes claves para la caracterización de respuestas tipo Th1/Th2, como T-bet, 

GATA-3 o IL-2, el perfil general de expresión que hemos descrito para los genes de 

productos proinflamatorios y de activación de macrófagos, así como también de 

productos inmunosupresores, tras la vacunación i.p, con la vacuna aroA viva 

coincide con el descrito en el modelo de vacunación – desafío con Y. ruckeri (Harun 

et al., 2011), una bacteria que al igual que A. hydrophila es un patógeno intracelular 

facultativo (Ryckaert et al., 2010). 

Lo anterior sugiere que el mayor efecto protector de la vacuna aroA viva de 

A. hydrophila administrada i.p. es debido a la inducción de  una respuesta 

inmunitaria de tipo Th1, que no se generaría por la vacunación con la vacuna 

formalinizada. Un hecho que apoya esta hipótesis es que la protección conferida por 

este tipo de vacunas atenuadas se ha correlacionado con la inducción de 

proliferación celular antes que con la producción de anticuerpos. Así, es interesante 

señalar que las respuestas Th1 son, inicialmente, respuestas inmunitarias mediadas 

celularmente, es decir con inducción de actividades citotóxicas y activadoras de 

mecanismos efectores, como la activación de macrófagos y neutrófilos, dirigidos a la 

destrucción de las células infectadas por virus y bacterias intracelulares (Kaiko et 

al., 2008; Zhu et al., 2010). A esta respuesta se sumaría la mediada por macrófagos 

activados por la vía clásica,  los cuales muestran una potente actividad microbicida 

contra patógenos intracelulares, cuya activación es debida al reconocimiento de 

PAMPs bacterianos en presencia de un perfil de citoquinas de tipo Th1 (Forlenza et 

al., 2011). 

En ese sentido, datos previos referidos a la respuesta inmunitaria inducida 

por la vacunación de teleósteos con vacunas vivas atenuadas, como las vacunas aroA 

de A. hydrophila (Vivas et al., 2004a) y de A. salmonicida (Marsden et al., 1996), 
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así como la vacuna VAN 1000 de L. anguillarum (Norqvist et al., 1989), apoyan que 

estas vacunas inducen una respuesta inmunocelular más potente que la vacunas 

inactivadas, atendiendo a la respuesta proliferativa antígeno-específica de leucocitos, 

y que se correlacionan mejor con la protección resultante de la vacunación que la 

inmunohumoral. 

Por tanto, este tipo de respuesta inicial sería más eficaz para la protección 

contra el desarrollo de la enfermedad producida por la infección por A. hydrophila, 

al igual que se ha indicado para A. salmonicida (Ellis, 1997) y  Y. ruckeri (Harun et 

al., 2011). Esto mismo se ha indicado para otros patógenos intracelulares en 

mamíferos, como Mycobacterium spp. (Lienhardt et al., 2002), Salmonella spp. (de 

Jong et al., 1998) o Listeria monocytogenes (Portnoy et al., 2002). 

Por otra parte, al menos en mamíferos, las respuestas de tipo Th1 también 

regulan el tipo de respuesta inmunitaria humoral adaptativa que se genera, de forma 

que los linfocitos Th1 cooperan con los linfocitos-B para la producción de IgM, IgG 

e IgA (pero no de IgE) (Kaiko et al., 2008). En teleósteos, no hemos encontrado 

estudios acerca de si las respuestas Th1/Th2 regulan, y cómo, la respuesta 

inmunohumoral, pero debe tenerse en cuenta que en esta clase de vertebrados no hay 

cambio de clase de Igs y que en salmónidos la inmunoglobulina sérica predominante 

es la IgM, mientras que la función de la IgT no está totalmente aclarada, aunque se 

le ha atribuido una función de Ig secretada asociada al MALT (Zhang et al., 2011; 

Salinas et al., 2011). En este sentido es interesante señalar que en un estudio del 

efecto de la exposición de larvas y alevines de O. mykiss a Y. ruckeri por baño se 

encontró un aumento notable de IgT en el mucus de las branquias de los peces 

infectados (Chettri et al., 2012). 

 No obstante, en el caso de la vacunación i.p. con vacunas inactivadas contra 

bacterias intracelulares, como Aeromonas spp o Y. ruckeri, la respuesta 

inmunohumoral sérica parece ser relativamente poco importante desde el punto de 

vista de la protección. Así, en muchos estudios no se ha encontrado una relación 

directa entre los títulos de anticuerpos séricos contra antígenos de esas bacterias y la 
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protección conferida por las correspondientes vacunas (Loghothetis et al., 1994; 

Ellis, 1997; Raida et al., 2008b). Esto también sucede para la vacunas vivas 

atenuadas formadas por cepas aroA de A. salmonicida (Marsden et al., 1996) o de A. 

hydrophila (Hernanz-Moral et al., 1998). 

Lo discutido anteriormente para la inducción de una respuesta inicial de tipo 

Th1, con un componente inmunocelular relevante para la protección derivada de la 

vacunación, también puede relacionarse con la capacidad de las vacunas vivas 

atenuadas para inducir protección cruzada frente a otros serovares o cepas de la 

misma especie o incluso contra especies distintas, como se ha descrito para la 

vacuna aroA de A. hydrophila (esta tesis y Vivas et al., 2004a) y para la vacuna 

VAN 1000 de L. anguillarum (Norqvist et al., 1989; Norqvist et al., 1994). Así, 

mientras que la producción de anticuerpos aglutinantes, con reactividad cruzada 

contra las diferentes cepas o especies contra las que la vacuna confiere protección, 

no siempre era relevante en esos estudios, la inducción  de una respuesta 

inmunocelular de tipo Th1, tanto mediada por la vía innata (con activación de 

macrófagos y neutrófilos y, probablemente, de células citotóxicas naturales), como 

de la específica, quizá mediada por linfocitos Th de memoria, cuya existencia en 

teleósteos – aunque no demostrada – parecen sugerir estudios genómicos (Laing et 

al., 2011), podría explicar mejor esa protección cruzada. 

Para finalizar la discusión de nuestros resultados, creemos interesante resaltar 

que en los ensayos in vitro las diferencias entre las respuestas a los dos tipos de 

vacunas fueron mayores que las observadas tras la vacunación i.p., de forma que la 

vacuna aroA formalinizada apenas indujo cambios en la expresión de los genes de 

productos proinflamatorios (IL-1, IL-8, TNF-1 (salvo a 24 horas en TPS-2), Mx-1 

(salvo a 4h en TSS) e iNOS) y para los genes de TNF-1 en la línea TSS y de 

MHC-II en ambas líneas la exposición a la vacuna formalinizada indujo una 

significativa represión de su expresión temprana respecto a los controles y a la 

vacuna viva. Además, la intensidad de la explosión respiratoria inducida por la 

exposición a la vacuna formalinizada también fue muy moderada. 
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Estos resultados pueden reflejar el hecho de que en las líneas celulares TSS y 

TPS-2 falten algunas capacidades para procesar los PAMPs presentes en la vacuna 

formalinizada de forma competente para la activación de las respuestas defensivas 

(microbicida e inflamatoria). Esas capacidades podrían estar mediadas por otros 

tipos celulares presentes en los tejidos in vivo, fundamentalmente 

monocito/macrófagos y células dendríticas, así como otros leucocitos. También, otra 

posible explicación sería la alteración de los PAMPs, como LPS, proteínas o DNA 

bacteriano por el proceso de formalinización (Ellis, 1997), que impidiese su 

reconocimiento por los PRRs correspondientes. 

 Pero, por otra parte, seguramente esas diferencias deban ser atribuidas 

también a la capacidad infectiva de las bacterias aroA de la vacuna viva. De esa 

forma, la internalización de las bacterias viables aroA, aunque incapaces de crecer 

de forma significativa, debe tener efectos biológicos muy distintos de la fagocitosis 

de la misma cepa formalinizada. Esto mismo se ha indicado para otras bacterias 

intracelulares, como Mycobacterium spp y  L. monocytogenes, que son capaces de 

activar la producción de IL-12, una interleuquina fundamental para la polarización 

de los linfocitos Th hacia el fenotipo Th1 (Hsieh et al., 1993) y cuya existencia se ha 

demostrado en teleósteos a nivel genómico y de expresión, pero cuya capacidad 

funcional no ha sido todavía demostrada (Secombes et al., 2011). 

En el caso de las bacterias intracelulares gram negativas, en mamíferos los 

PAMPs responsables de la activación de la vía de IFN, que es uno de los factores 

que polariza las respuestas hacia el perfil Th1 y hacia la vía de activación clásica de 

los macrófagos son tanto LPS y DNA bacteriano citosólicos o localizados en el 

compartimento endosomal, originados por la infección intracelular (Kawai et al., 

2009). En el caso de los teleósteos, el reconocimiento de LPS extracelular no ha sido 

totalmente elucidado ya que no expresan TLR4, pero los productos de la pared de 

bacterias gram negativas, como peptidoglucanos (Li et al., 2007), y el DNA 

bacteriano intracelulares pueden ser reconocidos por proteínas receptoras de 

peptidoglucanos (PGRPs) y TLR9 respectivamente, que están presentes en 

teleósteos (Boltaña et al., 2011) y median la inducción de IFN (Palti, 2011). 
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En conclusión, la comparación entre los efectos in vivo (tras la vacunación 

i.p. de trucha arcoíris) e in vitro (tras la exposición de las líneas celulares TSS y 

TPS-2), inducidos por las dos formas (viva y formalinizada) de la vacuna aroA de A. 

hydrophila muestra que la mayor eficacia, así como la capacidad de generar 

protección cruzada, de la vacuna viva es debida a que esta induce, en los dos 

sistemas experimentales, una respuesta proinflamatoria más potente y da lugar a un 

perfil de citoquinas compatible con la activación clásica de los macrófagos y con la 

polarización de la respuesta inmunitaria hacia el perfil Th1. La naturaleza de estos 

tipos de respuestas las hace más eficientes para la defensa contra patógenos 

intracelulares, como A. hydrophila. 
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1. En O. mykiss, la vacunación intraperitoneal con vacunas aroA formadas por 

bacterias de la cepa aroA de A. hydrophila vivas o formalinizadas produce 

cambios tempranos en la expresión de genes de productos con actividad 

proinflamatoria (IL-1β1, IL-8, TNF-α1, Mx-1 e iNOS), mediadores de la 

presentación antigénica (MHC-IIβ) y con actividad inmunosupresora (TGF-β y 

COX-2), que se corresponden con la inducción de respuestas proinflamatoria e 

inmunitarias y su posterior regulación. 

2. Las líneas celulares TSS y TPS-2, derivadas del estroma del tejido 

linfohematopoyético de O. mykiss, son capaces de responder a la exposición a 

las vacunas aroA viva o formalinizada activando respuestas microbicidas y 

variaciones de la expresión de los genes de productos proinflamatorios, 

mediadores de la presentación antigénica e inmunosupresores, que son 

semejantes a los que in vivo median la inducción y regulación de las respuestas 

inflamatoria e inmunitarias. 

3. La capacidad de las líneas celulares TSS y TPS-2 para desarrollar respuestas 

transcripcionales de genes inmunorreguladores de la inflamación y de la 

presentación antigénica tras su exposición a las vacunas aroA, que se asemejan a 

las observadas tras la vacunación, incluso respecto a las diferencias entre la 

vacuna viva y la formalinizada, permite afirmar que este modelo experimental 

puede ser utilizado para desarrollar ensayos funcionales in vitro con el fin de 

obtener vacunas más efectivas para la acuicultura de salmónidos. 

4. La vacunación intraperitoneal de O. mykiss con la vacuna viva de la cepa aroA 

de A. hydrophila induce una respuesta proinflamatoria más potente que la 

vacuna formalinizada y da lugar a un perfil de expresión de citoquinas, de 

MHC-IIβ y de iNOS compatible con la activación clásica de los macrófagos y 

con la polarización de la respuesta inmunitaria hacia el perfil Th1, más eficientes 

para la defensa contra patógenos intracelulares, como es A. hydrophila. 

Esos perfiles de respuesta inmunitaria y de activación de macrófagos, que no se 

observan para la vacunación con la vacuna aroA formalinizada, pueden explicar 

por qué la vacuna aroA viva de A. hydrophila confiere mejor protección contra 

desafíos con cepas patógenas de la misma especie o de A. salmonicida. 
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