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RESUMEN: La citometria de flujo (CF) es un método directo, especifico y muy sensible que permite obtener
sefales cuantitativas de fluorescencia a partir de células individuales en suspension. La CF ha sido ampliamen-
te utilizada en el sector de la investigacion en acuicultura debido al reciente desarrollo de los anticuerpos mono-
clonales (AcM) frente inmunoglobulinas de peces. Esta técnica permite determinar varios parametros inmuno-
légicos como la actividad fagocitica de los macrofagos del rifion anterior, la produccion de anticuerpos frente
antigenos especificos, y también permite detectar virus dentro de células inmunes. El objetivo de este estudio
es analizar y comparar la produccion total de células IgM positivas producidas en las branquias y bazo de juve-
niles de dorada vacunadas por bafio frente a Photobacterium damselae subsp. piscicida (Phdp).La cepa utiliza-
da para disefar la vacuna ha sido previamente aislada de un brote natural ocurrido en las Islas Canarias. Los
peces experimentales fueron vacunados con tres vacunas inactivadas preparadas a partir de la cepa Phdp 94/99
y como control positivo se utilizé una vacuna comercial. La produccién de IgM después de la vacunacion se midio
con citometria de flujo utilizando una técnica de tincién directa con AcM especificos marcados con isiotiociana-
to de fluoresceina (FITC). Los resultados indican una mayor presencia de células IgM positivas en las branquias
con respeto al bazo de los peces vacunados y una respuesta mas elevada después de la segunda vacunacion
con respeto a la primera. Este resultado demuestra que la CF es una técnica eficaz, fiable y rapida para detec-
tar las células IgM positivas en bazo y branquias de juveniles de dorada.
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SUMMARY: Flow cytometry (FC) is a straightforward, highly specific and sensitive procedure which provides
objective and quantitative recording of fluorescent signals from individual cells. FC has been used widely in the
area of aquaculture research due mainly to the development of monoclonal antibodies (mAbs). Phagocyte acti-
vity of head-kidney macrophages of several fish species, antibody production against specific antigens or detec-
tion of viruses inside immune cells, are some of the several possible analysis approached by this assay. The aim
of this work is to analyze and compare total IgM positive cells in the gill and spleen of seabream juveniles after
bath immunization against Photobacterium damselae subsp. piscicida (Phdp) using a direct and an indirect stai-
ning method. Strain used in this work was isolated from a natural outbreak in the Canary Islands. Fish were
immunized with three different inactivated vaccines prepared with Phdp 94/99 antigen and a forth commercial
vaccine was used as a positive control. The effect on IgM production post-vaccination was compared among
groups. Results show a higher number of IgM positives cells in the gill that in the spleen of vaccinated fish and
also a higher response after second vaccination when compared to first vaccination.These results suggest that
FC is an efficient, rapid, and trustable method to measure IgM positive cells in the gill and spleen of sea bream
juveniles.
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Introduccion

La disponibilidad de anticuerpos mono-
clonales 0 mAc ha ocasionado un gran
impacto en inmunologia de peces. En
el mercado existen mAc especificos
frente a las inmunoglobulinas (Ig) de
varias especies de peces que reaccio-
nan frente a antigenos de membranas
de estas ultimas permitiendo la identi-
ficacién y caracterizacion de sub-
poblaciones de leucocitos. De entre
los diferentes métodos para marcar
células de peces con anticuerpos espe-
cificos, los mas usados son:

1) Técnica Panning y Ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzi-
mas (ELISA)(3-6-12-19) inclu-
yendo el método ELISPOT (25).
En todos estos métodos las célu-
las son inmovilizadas sobre una
superficie solida.

2) Inmunobeads, en este método las
células son separadas con un
iman (13).

3) Citometria de flujo (2-20-24).

La técnica ELISA siempre ha sido
considerada el mejor método (16) ya
que las técnicas de aglutinacion son
rapidas y efectivas pero menos sensi-
bles que ELISA (22).Con respecto a
la citometria de flujo (CF), el método
clasico es utilizar un primer anticuer-
po no conjugado seguido por un
segundo anticuerpo conjugado con un
fluorocromo que excite y emita fluo-
rescencia a 488 nm (26).

La vacunacion es una alternativa
sostenible a la quimioterapia que per-
mite proteger el pez frente a las infec-
ciones y tiene la ventaja de no gene-
rar residuos (23). Recientemente, el
interés en desarrollar métodos estan-
darizados para medir la produccion
de anticuerpos se ha incrementado
enormemente. Esto se debe basica-
mente a la introduccion de programas
de monitoreo en acuicultura, como
por ejemplo la deteccion de anticuer-
pos séricos frente a nodavirus en cul-
tivos de de lubina. Los niveles de
anticuerpos en el suero también se
han utilizado en varias especies como
indicador de la eficacia de la vacuna-

cion (9). En algunos casos existe una
correlacion positiva entre los anti-
cuerpos producidos y la proteccion
frente a la enfermedad, pero no siem-
pre es asi, y sobre todo en el caso de
la vacunacion por baio frente a Phdp.
Mulero et al. (17) encontraron un
aumento de la sensibilidad frente a la
infeccion en doradas vacunadas por
bafio largo respeto al grupo control
sin vacunar. Estos autores utilizaron
la técnica ELISA para detectar las
IgM en los peces vacunados. El
mecanismo de defensa de la dorada
frente a las infecciones, y la correla-
cion entre vacunacion y la produccion
de células IgM positivas queda aiun
por dilucidar.

Material y Método
2.1 Animales experimentales

Un total de 1500 juveniles de dorada
con peso medio de 3 g fueron propor-
cionados por una granja local
(ADSA, Alevines y Doradas S.A.) y
mantenidos en las instalaciones del
ICCM (Instituto Canario de Ciencias
Marinas, Taliarte) durante todo el
experimento. Los peces se distribuye-
ron de forma aleatoria en 15 tanques
de 500 1 (150 peces/tanque y por tri-
plicado por cada tratamiento). Todos
los tanques presentan aireacion conti-
nua, sistema abierto de renovacion de
agua, la temperatura del agua se man-
tuvo alrededor de 22 °C y los peces
fueron expuestos a un fotoperiodo
natural de 12 h. Los peces fueron ali-
mentados hasta la saciedad aparente
con una dieta comercial de la casa
Skretting (Burgos, Espafia) dos veces
al dia.

2.2. Bacteria y vacunas

La cepa de Phdp 94/99 utilizada para
elaborar las vacunas fue aislada de un
brote natural ocurrido en las islas
Canarias en 1999. Esta cepa fue
caracterizada utilizando el sistema
miniaturizado de identificacion API
20E (BioM¢érieux ®, Espaiia) y la téc-
nica de la PCR. La cepa se cultivo en

agar sangre enriquecido con el 2% de
cloruro de sodio y el 1% de glucosa
para que produjera capsula (1). Se
prepararon tres vacunas inactivadas
diferentes (bacterinas):

1) Vacuna inactivada con formol al 5
%o en agitacion continua durante
la noche

2) Vacuna inactivada con calor. La
inactivacion se produjo exponien-
do la bacteria a una temperatura-
de 80°C durante 10 minutos (15).

3) Vacuna inactivada con rayos UV.
La bacteria fue expuesta a rayos
UV durante dos horas utilizando
un transiluminador BIORAD
(transiluminator 2000).

La concentracion final de cada
una de las bacterinas fue ajustada a
108ufc/ml por espectrofotometria
(GENESYS 10UV®, Thermo) y
medida a una longitud de onda 600
nm. Se utilizdé la vacuna comercial
Ictiovac PD® (Hipra,Espafia) como
control positivo.

2.3 Inmunizacion de los peces

Una vez alcanzado los 5 g de peso
medio, los peces de cada grupo fue-
ron inmunizados por inmersion direc-
ta en una dilucién 1:10 de cada vacu-
na (9 litros de agua de mar: 1 litro de
vacuna) durante 60 segundos (bafio
corto). Después de la inmunizacion los
peces recibieron otro bafio en agua de
mar limpia antes de ser devueltos a
sus respetivos tanques. El  grupo
control positivo recibid un bafio corto
con la vacuna comercial (Fig 1) y el
grupo control negativo recibio el
mismo tratamiento pero con tampon
salino (PBS) (9 litros agua de mar: 1
litro PBS) (Fig 2). Posteriormente se
recogieron muestras de bazo y bran-
quias los dias 4, 9, 11, 14, 18 y 23
post vacunacion, para ello se tomaron
8 peces por tanque los cuales fueron
anestesiados con 2-fenoxietanol y
sacrificados en agua con hielo. Se
procedi6 a aislar los leucocitos de los
animales muestreados por métodos
previamente descritos (7) y se alma-
cenaron a —80 °C en medio dAMEM
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(Sigma) adicionado con un 10% de
dimetilsulfoxido. Treinta y un dias
después de la primera vacunacion los
peces recibieron una segunda vacuna-
cioén por bafio corto (booster) y nue-
vamente se recogieron muestras de
bazo y branquias de otros ocho peces
de cada tanque.

2.4 Citometria de Flujo

Antes de empezar el experimento
se realizaron varios ensayos prelimi-
nares para determinar un protocolo de
citometria de flujo eficaz para leuco-
citos de dorada.Para ello se disefid un
método de tincion directa de IgM de
dorada utilizando un anticuerpo
monoclonal (AquaMab, Aquatic
Diagnostics Ltd, Stirling, Escocia)
conjugado con FITC que reacciond
frente los leucocitos de las branquias
y del bazo. La conjugacion con FITC
se realizo utilizando el FluoroTag™
FITC Conjugation Kit (Sigma, USA)

Dias post-vacunacion

siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Los leucocitos extraidos
de bazo y branquias se ajustaron a 10°
cel/ml, se suspendieron en un volu-
men final 250 ml de PBS, y finalmen-
te se incubaron con 6 pl del conjuga-
do anti-IgM-FITC a temperatura
ambiente (25 °C) en oscuridad duran-
te 30 min. Las muestras en suspen-
sion fueron analizadas con un citome-
tro Coulter Epics XL flow (Coulter,
Miami, FL, USA) equipado con un
laser de argon a 488 nm. Cada célula
se caracterizO por tres parametros
opticos: dispersion de luz hacia ade-
lante o forward-angle-scatter (FSC),
dispersion de luz hacia los lados o
side-angle-scatter (SSC) y fluores-
cencia verde emitida (525 nm, detec-
tor FL1). Los datos recolectadosfue-
ron analizados conel software
SYSTEM 1I (Coulter) y con el soft-
ware WinMDI version 2.8 (Joseph
Trotter; theScripps Research Institute,
La Jolla, CA, USA).
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Resultados

Los resultados muestran que la
tincion directa con anticuerpos mono-
clonales conjugados con FITC es un
buen método para marcar las células
IgM positivas de dorada. Los histo-
gramas de CF muestran un pico muy
alto de fluorescencia (Fig. 1) y los
datos son repetitivos. El grupo con-
trol negativo muestra los niveles mas
bajos de células tefiidas (Fig. 2). La
produccion de IgM fue mas débil des-
pués de la primera vacunacion (Fig. 3
y Fig. 4) comparada con la produc-
cion de IgM después del booster (Fig.
5 y Fig. 6). Destacamos que la pro-
duccidon de IgM en los peces inmuni-
zados fue mucho mas alta en las bran-
quias que en el bazo. La cinética de
respuesta inmune no fue igual en
todos los grupos ya que algunas vacu-
nas presentaron un pico mas tempra-
no que otras. Por ejemplo, después de
la primera vacuna, en las branquias la

Figura 1. Porcentaje de células IgM positivas en el bazo y branquias de los peces vacunados.
Valores expresados como incremento sobre el control.

Segunda vacunacién (booster)

Dias post-vacunacién

11 14 18 23

Dias post-vacunacion
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produccion de IgM empezd el dia 11
mientras que en el bazo empezo el dia
4 pero con unos niveles mas bajos. La
vacuna inactivada con UV presentd
un pico el dia 4 después del booster,
mientras que la vacuna comercial el
dia 9 y la vacuna inactivada con calor
el dia 11. La vacuna inactivada con
formol presentd los niveles mas bajos
de IgM y el pico fue el dia 23. En el
bazo la produccion de IgM fue consi-
derablemente inferior a la produccion
en las branquias. En este organo la
vacuna inactivada por UV presentd
un pico el dia 14, la vacuna de formol
y la comercial el dia 9 y la inactivada
por calor presentd un pico que se
quedé constante entre los dias 4 y 9.

Discusion

La citometria de flujo es una téc-
nica sensible que permite hacer un
analisis multiparamétrico y analizar
cualitativamente y cuantitativamente
una muestra célula por célula (4).
Hasta la fecha no se ha realizado nin-
gun estudio sobre células IgM positi-
vas de dorada utilizando la citometria
de flujo. En este trabajo describimos
por primera vez un método para
medir la produccion de IgM de dora-
da en el bazo y en las branquias des-
pués de vacunacion por bafio. En
nuestro estudio, la vacunacion por
bafio produjo un incremento en el
numero de células IgM positivas en
los peces vacunados. Los resultados
son de considerase fiables ya que se
utilizaron anticuerpos monoclonales
frente IgM de dorada y que ademas
los picos de fluorescencia fueron
repetitivos. Los resultados muestran
que la produccion fue mas alta en las
branquias que en el bazo. Este resul-
tado estd en concordancia con lo des-
crito por Dos Santos et al. (2000) (6),
en el estudio de este autor las lubinas
vacunadas por bafio presentaron una
mayor produccion de IgM en las
branquias con respeto a otros 0rganos
inmunitarios. Esto indica la impor-
tancia de las branquias en la vacuna-
cion por bafo. Nakanishi y Ototake
(18) ya habian postulado que la bran-

quias y la piel son los sitios de mayor
captacion de antigeno durante la
vacunacion por bafio y que solo una
pequena cantidad de antigeno es
transportada al bazo. Segin estos
autores la duracion de la vacunacién
también tiene que ver con la cantidad
de antigeno captado. En este experi-
mento hemos decidido suministrar la
vacuna por bafio corto para no estre-
sar demasiado los peces. En el traba-
jo de Raida et al. (19) las truchas
arcoiris inmunizadas por bafio tam-
bién presentaron un incremento en la
produccion de IgM; en el trabajo de
Raida y colaboradores las IgM fueron
medidas con ELISA. La FC deberia
considerarse un método fiable para
medir las IgM en peces. Hasta la
fecha esta técnica ha sido utilizada
por otros autores para medir la fago-
citosis en macrofagos de dorada fren-
te algunas bacterias tipo V. anguilla-
rum (8), frente levaduras (5) o para
analizar las funciones de los leucoci-
tos en algunas especies como salmoén
Atlantico (20), carpa (14), ostra plana
Europea (21), ostra comtin (10),perca
plateada y perca dorada (11).

Una buena vacuna en acuicultura
debe presentar ciertas caracteristicas
como: Ser facil de administrar, confe-
rir una proteccion rapida y duradera y
ser rentable desde el punto de vista
economico. En este estudio hemos
decidido vacunar por bafio ya que es
una practica muy comun en acuicul-
tura frente patdgenos como por ejem-
plo Photobacterium spp. La vacuna-
cion de peces en fases tempranas del
desarrollo es una buena estrategia ya
que la manipulacion resulta sencilla
(bafio frente inyeccion intraperitone-
al) y requiere menos cantidades de
antigeno y de tiempo. Otra ventaja de
vacunar los peces por bafio es que esta
via de administracion es la misma
que utilizan muchos patégenos y por
lo tanto genera una inmunidad muco-
sal especifica.

En nuestro estudio el incremento
de IgM aparecié bastante rapido en
las branquias y bazo de las doradas
vacunadas sobre todo después de la
segunda administracion (booster). No

obstante hemos encontrados diferen-
cias en las cinéticas de las diferentes
vacunas. Es entonces necesario
seguir investigando y ampliando los
conocimientos sobre el sistema inmu-
ne de la dorada para poder conocer
cual es el mejor momento para reva-
cunar. Sugerimos que la citometria de
flujo es un método sensible, fiable y
rapido que se puede utilizar como
técnica principal o complementaria
para medir IgM de dorada en bran-
quias y bazo.
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