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RESUMEN
La tilapia del Nilo Oreochromis niloticus es la tercera especie de pez de agua dulce, mas
cultivada en todo el mundo. Sin embargo, esta actividad se ha visto afectada
negativamente por el aumento de enfermedades. Frente a esto, el presente trabajo tuvo
como objetivo demostrar el uso de Enterococcus faecalis inactivada (bacterina) con
formalina para inducir un efecto protector en tilapias. Se inyectd la bacterina de E.
faecalis en tilapia en tres dosis. Se detectaron niveles altos de anticuerpos especificos
de tilapias contra E. faecalis con titulos maximos de 9.32 entre los 8 y 15 dias post
vacunacion. La expresion génica de Mx de rifidn de las tilapias inmunizadas, fue mayor
que las tilapias controles a los 3 dias después de la tercera dosis. Ademas, mediante el
analisis protedmico sérico por SDS-PAGE acoplada a espectrometria de masa MALDI-
TOF-TOF, se encontré una banda alrededor de 95 kDa especificamente en los peces
inmunizados, que fue identificada como hemopexina, cuya funcién principal es participar
en el metabolismo del hierro y la respuesta de la fase aguda del sistema inmune.
Asimismo, se identificaron las proteinas séricas de las bandas comunes; que participan
en i) la activaciéon del sistema del complemento (C3 y C1qC), ii) la eliminacién de
radicales libres (ceruloplasmina, alfa-2-macroglobulina y serotransferrina), iii) la
modulacion de la respuesta inmune (N4BP1 y apolipoproteina A-1), iv) la formacion de
codagulos (glicoproteina rica en histidina, alfa-1-antitripsina, fibrinégeno y quininégeno-
1), v) la adhesion celular (fibronectina, CDON y MPP3), vi) el metabolismo (biotinidasa),
vii) la determinacion del sexo (MSPB, MSPC y lipocalina), y también se encontraron viii)
proteinas bacterianas (EF-Tu de Serratia spp. y Gammaproteobacterias). Los resultados
demostraron que la bacterina de E. faecalis indujo la produccion de anticuerpos anti- E.
faecalis, la expresion del gen Mx y la hemopexina en tilapia. Adicionalmente, la
espectrometria de masas MALDI-TOF-TOF permitié la identificacion de proteinas de
interés en el estudio del sistema inmunitario e identificacion de patégenos de tilapias.
Palabras claves: Oreochromis niloticus, Enterococcus faecalis, gen Mx, hemopexina,

MALDI-TOF-TOF.
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ABSTRACT

The Nile tilapia Oreochromis niloticus is the third most widely cultivated species of
freshwater fish in the world. However, this activity has been negatively affected by the
increase of diseases. Against this, the objective of present work was to demonstrate the
use of inactivated Enterococcus faecalis (bacterin) with formalin to induce a protective
effect in tilapia. The E. faecalis bacterin was injected into tilapia in three doses. High
levels of tilapia-specific antibodies against E. faecalis were detected with titers peak of
9.32in 8 and 15 days post vaccination. The kidney Mx gene expression of the immunized
tilapia was higher than the control tilapia at 3 days after the third dose. Furthermore,
through serum proteomic analysis by SDS-PAGE coupled to MALDI-TOF-TOF mass
spectrometry, a band around 95 kDa was found specifically in immunized fish, which was
identified as hemopexin, whose main function is to participate in iron metabolism and the
acute phase response of the immune system. Also, the serum proteins of the common
bands were identified; those participate in i) activation of the complement system (C3
and C1qC), ii) elimination of free radicals (ceruloplasmin, alpha-2-macroglobulin and
serotransferrin), iii) modulation of the immune response (N4BP1 and apolipoprotein Al)
, iv) clot formation (glycoprotein rich in histidine, alpha-1-antitrypsin, fibrinogen and
quininogen-1), v) cell adhesion (fibronectin, CDON and MPP3), vi) metabolism
(biotinidase), vii) sex determination (MSPB, MSPC and lipocalin), and too, viii) bacterial
proteins (EF-Tu from Serratia spp. and Gammaproteobacteria) were also found. The
results demonstrated that the E. faecalis bacterin induced the production of anti-E.
faecalis antibodies, the expression of the Mx gene and hemopexin in tilapia. Additionally,
MALDI-TOF-TOF mass spectrometry allowed the identification of proteins of interest in

the study of the immune system and identification of tilapia pathogens.

Keywords: Oreochromis niloticus, Enterococcus faecalis, Mx gene, hemopexin, MALDI-

TOF-TOF.



1. INTRODUCCION

La tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) es la tercera especie de pez, después
de los ciprinidos y los salmonidos, mas cultivada en todo el mundo, ademas es
una de las especies de mayor consumo (Amal y Zamri-Saad, 2011; Atef et al.,
2016; Nandal y Pickering, 2004). Los productores mas grandes de tilapia a nivel
mundial son China, Egipto, Filipinas, Tailandia, Indonesia, Laos, Costa Rica,
Ecuador, Colombia y Honduras, mientras que Estados Unidos es el principal
importador, con un consumo de 225 000 toneladas métricas al afio (Harvey, 2016).
Para el Peru en el ano 2017, la produccion de tilapia fue de 3 042 toneladas

métricas (PRODUCE, 2018).

Recientemente, esta actividad ha experimentado una intensificacién y expansion
significativa (Ghanem y Haggag, 2015, Soliman, 2017, PRODUCE, 2018). En los
cultivos acuicolas, las poblaciones de peces con alta capacidad de carga, sea en
estadios alevinaje, juveniles y adultos (extremadamente densas en las
piscigranjas), provocan un aumento de enfermedades infecciosas (Toranzo et al.,
2005). Las bacterias son los principales agentes causantes de enfermedades en
los peces de agua dulce en todo el mundo (Plumb, 1997, Zorrilla et al., 2003).
Entre ellas, la bacteria Enterococcus faecalis, un patégeno oportunista de peces,
que causa la enfermedad septicémica hemorragica en peces, con mortalidades
de hasta 80% (EI-Refaey, 2013, Abou El-Geit et al., 2013, Petersen y Dalsgaard,
2003, Zahran et al., 2019). Este patdgeno ha sido reportado en Indonesia como

causante de estreptococosis en la tilapia roja (Rizkiantino et al., 2020).

Se ha demostrado el efecto protector inducido por la bacterina de E. faecalis contra

patégenos de peces. Estudios recientes han sugerido que E. faecalis inactivada


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0044848619302686#!

por calor presenta un fuerte efecto inmunoestimulante sobre linfocitos T auxiliares
CD4+ (Th1) en peces (Matsuura et al., 2017) y un aumento significativo en el
numero de linfocitos y la proteccion contra el desafio de virus y bacterias en peces
vacunados (Zhang et al., 2016, Matsuura et al., 2017). Ademas, se ha reportado
su eficacia junto con otras cepas para el desarrollo de vacunas polivalentes contra

Streptococcus, Lactococcus 'y Enterococcus en tilapia (Abu-Elala et al., 2019).

La vacunacién como mecanismo de inmunizacion, es tal vez una de las
herramientas mas importantes para el control de enfermedades bacterianas de las
especies, incluidos los peces, no solo por su potencial preventivo y correctivo sino
también por sus bondades con el ambiente y con la salud publica que contrastan

notoriamente con los tratamientos por antibiéticos (Penagos et al., 2008).

Por otro lado, el sistema de interferdn tipo | (IFN) es un mecanismo de defensa
antiviral rapido y potente en vertebrados (Samuel, 1991, Verrier et al., 2011,
Huang et al., 2019). EI IFN induce la expresién en células huésped de un niumero
de proteinas que inhiben la traduccion del ARN viral. Estas proteinas incluyen la
2' 5'-oligoadenilato sintetasa, la proteina quinasa P1 y la proteina Mx (proteina
Mx1 de unién a GTP inducida por interferén) (Stark et al., 1998, Saxena et al.,
2018), siendo esta ultima mas ampliamente estudiada, y se ha demostrado su
efecto protector temprano in vivo e in vitro contra patégenos virales (Trobridge et
al., 2000, Collet et al., 2015, Liu et al., 2018, Li et al., 2019, Noguera et al., 2018)
y bacterianos de peces, entre ellos Streptococcus iniae (ElI Aamri et al., 2015),
Edwardsiella tarda (Sun et al., 2011), Vibrio anguillarum (Acosta et al., 2004,

Salinas et al., 2004) y Aeromonas hydrophila (Roy et al., 2016).

Los métodos para la inactivacion de bacterias son diversos, entre ellos se
encuentran la inactivacion por calor y formalina (Matsuura et al., 2017, Nayak et

al.,, 2014). En un estudio se demostré6 que Nocardia seriolae inactivada con


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Matsuura%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28389237
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abu-Elala%20NM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30807857

formalina (bacterina) aumento el numero de células T CD4+ y células T CD8+ en
el rindn de Carassius langsdorfii y aumento la proteccion contra N. seriolae (Nayak

et al., 2014).

La protedmica es una herramienta post-genémica que permite la comprension de
sistemas biolégicos complejos implicados en la patologia y fisiologia de las
especies (Bendixen et al., 2011, Forné et al., 2009, Eckersall et al., 2011,
Rodrigues et al., 2012). Se ha reportado el uso electroforesis en una dimension
(SDS-PAGE) acoplada a espectrometria de masas MALDI-TOF-TOF o ESI para
la identificacién y evaluacion del perfil protedmico de las tilapias inoculadas con
Aeromonas hydrophila (Charlie-Silva et al., 2019), de la trucha arco iris
Oncorhynchus mykiss (Nynca et al., 2014, Morro et al., 2020) y en tiburén nodriza
Ginglymostoma cirratum (Criscitiello et al., 2019). En el presente trabajo se utilizé
la electroforesis en una dimension (SDS-PAGE) acoplada a espectrometria de
masas MALDI-TOF-TOF para identificar proteinas inmunitarias especificas como
biomarcadoras en los peces inmunizados. Ademas, dicha técnica fue util para
identificar proteinas presentes en el suero que son de importancia bioldgica y aun

no han sido caracterizadas.



2. MARCO TEORICO

2.1. Informacién biolégica y acuicola de Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758)

“tilapia del Nilo”
2.1.1. Taxonomia

La tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) pertenece a la familia Cichlidae, Orden
Perciformes. La clasificacion taxondmica segun la WORMS

(http://www.marinespecies.org) es:

Reino: Animalia

Phylum: Chordata

Subphylum: Vertebrata

Superclase: Gnathostomata

Clase: Actinopterygii

Orden: Perciformes

Familia: Cichlidae

Subfamilia: Pseudocrenilabrinae

Género: Oreochromis

Especie: Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758)

2.1.2. Biologia y caracteristicas productivas de la tilapia

La tilapia del Nilo es una especie de pez de agua dulce, nativa de Africa y Medio Oriente

(Trewavas, 1983) que crece a temperaturas entre 20 a 35 °C (FAO, 2020).
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Las etapas de desarrollo de la tilapia del Nilo O. niloticus comprenden el periodo
embrionario que abarca desde la fertilizacién hasta la eclosién; el periodo larvario que
empieza desde la eclosion hasta la absorcion del saco embrionario, el periodo de
alevinaje que inicia con la absorcion del saco embrionario hasta alcanzar un peso de
aproximadamente 10 gramos (g), el periodo juvenil que inicia cuando la tilapia alcanza
un peso de 10 g hasta 200 g y el periodo de adultez que inicia cuando la tilapia alcanza
un peso superior a 200 g (FAO, 2020, Fujimura y Okada, 2007, Mustapha y Atolagbe,

2018).

En piscigranjas, la madurez sexual la alcanzan a la edad de 5 6 6 meses. El desove
comienza cuando la temperatura alcanza 24 °C. El proceso de apareamiento empieza
cuando el macho establece un territorio, excava un nido y vigila su territorio. La hembra
sexualmente madura desova en el nido y tras la fertilizacién por el macho, la hembra
recoge los huevos en su boca, los incuba y cria a los alevines hasta que se absorbe el
saco vitelino por alrededor de 2 semanas, luego de este tiempo, la hembra expulsa los

alevines al ambiente acuatico (FAO, 2020).

La tilapia es reproductora asincrénica, y no es necesario el uso de hormonas para inducir
el desove, ya que éste se da a lo largo de todo el afio a temperaturas de 24 a 30 °C
(Alvarenga y Franga, 2009). La reproduccion se desarrolla en estanques, tanques o
hapas (corrales de red). La proporcion de siembra ente hembras y machos es de hasta
4:1 (Bautista et al., 1988). La densidad de siembra de los reproductores es variable,
oscilando entre 0.3 - 0.7 kg/m? en tanques pequefios o de 0.2 - 0.3 kg/m? en estanques

(FAO, 2020).

La mayoria de los agricultores optan por mantener solo tilapias macho en la etapa de
crecimiento, ya que son mas rentable debido a un mayor crecimiento y, por lo tanto,
ahorra mas tiempo y energia. Para ello, se utilizan técnicas de reversion sexual para

producir Unicamente crias de tilapia macho, y esto es posible debido a que la tilapia



adquiere su diferenciacidon sexual varios dias después de la absorcién del saco vitelino.
Por lo tanto, se suministra hormona masculina (17 a Metiltestosterona, MT) a las tilapias
hembra en el alimento diariamente por un mes y se desarrollan como machos
fenotipicos (Golan y Levavi-Sivan B, 2014, Singh, 2013). Las crias capturadas en
instalaciones de una incubadora requieren tamizarse por una malla de 3.2 mm para
separar a los peces >14 mm, que ya son demasiado grandes para una reversion sexual
exitosa. MT es mezclada con el alimento comercial pulverizado que contiene >40% de
proteina, disolviéndola en etanol al 95 -100%, lo que mezclado al alimento crea una
concentracién de MT de 60 mg /kg después de que se ha evaporado el alcohol. Ademas,
se almacena en un lugar seco y oscuro, debido a que los andrégenos se degradan
cuando se exponen a la luz natural o a altas temperaturas. Las crias se siembran en
hapas o tanques con recambio de agua a densidades de entre 3 000 y 4 000/m?2.
Inicialmente la tasa de alimentacion es de 20 - 30% del peso corporal por dia para el
crecimiento de los alevines y disminuye gradualmente hasta un 10 - 20% hacia el final
de la tercera o cuarta semana del periodo de reversion sexual. Las crias cuyo sexo ha
sido revertido alcanzan un peso promedio de 0.2 g después de 3 semanas y de 0.4 g
después de la cuarta semana. La eficacia promedio de la reversion sexual varia del 95

al 100%, dependiendo de la intensidad de administracién (FAO, 2020).

2.2. Enfermedades de la tilapia

En los ultimos afios, algunos patdogenos bacterianos y virales oportunistas de peces han
sido identificados como los agentes causales de brotes severos en las instalaciones de
acuicultura de la tilapia (Plumb, 1997, Zorrilla et al., 2003, Amal y Zamri-Saad, 2011,
Eyngor et al., 2014, Bacharach et al., 2016, Dong et al., 2017). Ademas, la resistencia
de las bacterias patégenas a los antibidticos es de gran preocupacion en el manejo de
enfermedades bacterianas en todo el mundo (Rahman et. al., 2017, Salamaga et al.,

2017).
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2.2.1. Enfermedades virales

El virus de la tilapia de lago (TiLV). Se report6 la presencia de un nuevo virus de ARN
de tipo Ortomixovirus conocido como el virus de tilapia de lago (TiLV). Este patégeno
emergente ha ocasionado mortalidades en un rango de 10-90% de tilapias cultivadas y
silvestres en Israel, Ecuador, Colombia (Eyngor et al., 2014, Ferguson et al., 2014,
Bacharach et al., 2016, Tsofack et al., 2016, Del-Pozo et al., 2017), Egipto (Fathi et al.,
2017, Nicholson et al., 2017), Tailandia (Dong et al., 2017a, 2017b, Surachetpong et al.,
2017), Filipinas (OIE 2017), Taiwan (FIS 2017), India (Behera et al., 2018), Malasia

(Amal et al., 2018), Uganda, Tanzania (Mugimba et al., 2018) y Peru (SANIPES, 2018).

Virus de la necrosis infecciosa del bazo y el rinén (ISKNV). Este virus ha sido
reportado en Africa donde se informaron patrones inusuales de mortalidad muy alta (>
50% de produccion) en los sistemas de cultivo intensivo de tilapia en jaulas a lo largo
del lago Volta en Ghana. Los peces afectados mostraron oscurecimiento, nado erratico
y distension abdominal con ascitis asociada. Las observaciones histopatologicas de
tejidos extraidos de peces moribundos en diferentes granjas revelaron la presencia de
lesiones indicativas de infeccion viral. Los resultados fueron confirmados por PCR

(Ramirez-Paredes et al., 2019a).

2.2.2. Enfermedades bacterianas

Septicemia hemorragica. Es causada por Aeromonas méviles como Aeromonas
hydrophila, Aeromonas jandaei, Aeromonas veronii y especies relacionadas (Dong et
al., 2017). La infeccidon experimental con cepas de Aeromonas revelo que altas dosis
pueden matar hasta el 100% de los cultivos de tilapia (Dong et al., 2017). Se caracteriza
por la pérdida del equilibrio, nado letargico, respiracién en superficie, necrosis ulcerosa,
exoftalmia, hemorragia interna, asi como inflamacion de aletas y piel (Austin et al., 2012,

Algammal et al., 2020).



Vibriosis. Es causada por Vibrio anguillarum (Bhanumathi et al., 2010), Vibrio vulnificus
(Mahmud et al., 2010, Lo et al, 2014, Cho et al., 2018) y otras especies. Su
sintomatologia es similar a la septicemia hemorragica; causados por estrés y mala

calidad del agua (Mahmud et al., 2010).

Columnaris. Es causado por Flavobacterium columnare. La infeccion es un patégeno
comun en alevines de tilapia (Mehrabi et al., 2014). Se caracteriza por aletas
deshilachadas y/o manchas irregulares blanquizcas y grises en la piel y/o aletas;

lesiones necroticas en branquias (Austin et al., 2012).

Edwardsiellosis. Es causada por Edwardsiella tarda (Miniero et al., 2018) y
Edwardsiella anguillarum (Oh et al., 2020). Se caracteriza por pocos sintomas externos;
liquido sanguinolento en cavidad corporal; higado palido y manchado; bazo inflamado y
rojo intenso; rifién inflamado y blando (FAO, 2020). Asimismo, se ha descrito meningitis
necrotica, encefalitis y vasculitis con necrosis fibrinoide de las paredes de los vasos
sanguineos, asi como la formacién de una estructura en forma de placa en el cerebro
(Iregui et al., 2012). Al analizar microscopicamente, se ha detectado apoptosis de
linfocitos durante la etapa inicial de la septicemia generalizada (Pirarat et al., 2007). Su

tratamiento es por antibiético en alimentos.

Estreptococcosis. Es causada por Streptococcus iniae, Streptococcus agalactiae y
Lactococcus garviae. Se producen signos clinicos como septicemia, meningoencefalitis,
pérdida de apetito, emaciacion, letargo, sangrado difuso en piel y érganos internos,
exoftalmia con opacidad y hemorragia de ojos, nado letargico y erratico; distension

abdominal y alta mortalidad en la tilapia afectada (Mehrabi et al., 2014).

Enterococcosis. Es causada por Enterococcus sp., que se ha convertido en uno de los
patdgenos importantes de los peces, que impacta severamente las practicas de la
acuicultura en todo el mundo (Martins et al., 2008). La incidencia de enfermedades de

peces causadas por Enterococcus sp., han sido reportada en el pez de cola amarilla



Seriola quinqueradiata en Japdn (Kusuda y Salati, 1993), en el rodaballo Scophthalmus
maximus (Nieto et al., 1995) y en la tilapia Oreochromis niloticus (Plumb y Hanson,
2010). Se caracteriza por nado letargico y erratico; pigmentacion obscura en la piel;
exoftalmia con opacidad y hemorragia de ojos; distension abdominal; opérculo difuso y
hemorragico, alrededor de la boca, ano y base de aletas; bazo agrandado y ennegrecido

(Kusuda y Salati, 1993, Nieto et al., 1995, Plumb y Hanson, 2010).

2.2.2.1. Enfermedad bacteriana causada por Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis, una bacteria Gram positiva, es un patégeno oportunista de peces
(Osman et al., 2017). Ha sido reconocida como un agente causante de la enfermedad
septicémica hemorragica en peces con mortalidades de hasta 80% (Zahran et al., 2019)
y se ha reportado como un patégeno causante de infeccion estreptocdcica en la tilapia
en Egipto (Khafagy et al., 2009, EI-Refaey, 2013, Abou EI-Geit et al., 2013, Osman et
al., 2017) y Tailandia (Petersen y Dalsgaard, 2003) y en peces cultivados en Bangladesh
(Rahman et. al., 2017). Los signos clinicos incluyen letargo, anorexia, exoftalmia,
distension abdominal, hemorragia en la piel y en la base de las aletas (Saad et al., 2015,
Rahman et. al., 2017). Sin embargo, hasta la fecha, no hay reportes de esta bacteria en
tilapias de Peru, pero si en langostinos (Saavedra, 2016). Por lo tanto, el co-cultivo de
tilapias y langostinos, puede generar una transferencia horizontal de patégenos (Zhou

et. al., 2019, Dolka et al., 2020).

Finalmente, la E. faecalis muestra resistencia contra una amplia gama de antibiéticos
(Arias y Murray, 2012, Rahman et. al., 2017, Salamaga et al., 2017). Se ha reportado
que E. faecalis transporta genes de resistencia a antibioticos, lo cual representa un alto
riesgo para el medio acuatico y la salud publica (Diaz Pérez et al., 2010, Ceci et al.,
2015, Zhou et. al., 2019). Frente a esto, el presente trabajo tuvo como objetivo demostrar
el uso de E. faecalis inactivada para inducir un efecto protector temprano en tilapias en

lugar del uso de antibidticos, que puedan generar cepas patégenas resistentes.
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2.3. Inmunidad de peces

Los peces poseen un sistema inmune con muchos componentes similares que los
vertebrados superiores, y también con componentes y funciones especiales, como los

centros melanomacrofagos y el sistema inmune de mucosas (Penagos et al., 2008).

Los centros melanomacrofagos (CMMs) son acumulaciones nodulares muy compactas
de los melanomacrofagos (MMs) que se observan principalmente en el rifién, el bazo y
el higado de peces. Los MMs tienen una pigmentacién oscura debido al alto contenido
de lipofuscina, melanina y hemosiderina (Agius y Roberts, 2003, Vigliano, et al., 2006).
Las primeras descripciones propusieron que los CMMs funcionan tanto en la respuesta
inmune innata como en el adaptativa. Sin embargo, se necesitan estudios adicionales
para confirmar que los CMMs desempefan un papel en la inmunidad adaptativa de los
peces (Steinel y Bolnick, 2017). Finalmente se ha observado que los CMMs de peces
vacunados, infectados o cuando son sometidos a contaminantes ambientales,

aumentan de tamafo y numero (Agius y Roberts, 2003, Steinel y Bolnick, 2017).

El sistema inmune de mucosas actua en la inmunidad innata y adaptativa. Los peces
presentan el tejido linfoide asociado a mucosas (MALT) que se subdivide en tejido
linfoide asociado al intestino (GALT), tejido linfoide asociado a la piel (SALT) vy tejido
linfoide asociado a branquias (GIALT) (Salinas et al., 2011). Se ha reportado un sistema
inmune innato de mucosas desde los primeros estadios de vida de los peces con
propiedades defensivas como la activacién y aumento en nimero y tamano de las
células del moco branquial e intestinal en respuesta a las infecciones bacterianas o
contaminantes presentes en el agua (Penagos et al., 2008). Por otro lado, se ha
demostrado que respuestas inmunes adquiridas en los SALT de la tilapia del Nilo
participaron en la resistencia contra la infeccion por Gyrodactylus cichlidarum, lo que

evidenci¢ la participacion de la inmunidad de la mucosa en los peces contra la infeccion
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monogénica (Zhi et al., 2020). Ademas, se han descrito sistemas inmunitarios
adaptativos de la mucosa en teledsteos, se ha reportado una clase de inmunoglobulina

presente en mucosas (IgT o IgZ) (Rombout et al., 2014).

2.3.1. Inmunidad innata

El sistema inmune innato es la primera linea de defensa en peces. Este incluye las
barreras fisicas como las superficies mucosas y la piel con un amplio rango de
sustancias asociadas como el moco, ademas leucocitos (monocitos, macréfagos,
células dendriticas, granulocitos y células asesinas naturales) (Fischer et al., 2013,
Penagos et al., 2008) y proteinas relevantes para el sistema inmunolégico que inhiben
el crecimiento de microorganismos infecciosos, como los receptores de reconocimiento
de patrones moleculares asociados a patégenos (PRRs), los péptidos antimicrobianos
(AMP), las moléculas del complemento, los miembros de la familia de la lectina y las
citoquinas (interferones, interleucinas, factores de necrosis tumoral y quimiocinas) (Zhu

et al., 2013).

La primera linea de defensa esta representada por los macréfagos, cuya funcion
principal innata es de tipo fagocitica y secrecion de citoquinas proinflamatorias,
aparecen en los eventos tempranos de inflamacion en diferentes enfermedades.
Asimismo, existen leucocitos granulares en peces llamados neutrdfilos, eosindfilos y
basdfilos por sus caracteristicas tintoriales. Los neutrdéfilos tienen funciones fagociticas,
quimiotacticas y bactericidas. Los eosindfilos de los peces se encuentran asociadas al
tejido conectivo especialmente en el tracto gastrointestinal y las branquias, pero también
en la piel, el corazon y el sistema nervioso central incluido el nervio optico; y aparecen

en los procesos inflamatorios (Penagos et al., 2008).

Los PRRs detectan la estructura molecular conservada de un patégeno, conocido como

patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMP), e inducen la subsiguiente
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inmunidad del huésped a través de multiples vias de sefalizacidén que contribuyen a la

erradicacion del patégeno (Zhu et al., 2013).

Los péptidos antimicrobianos naturales (AMP) pueden ingresar directamente a la célula
bacteriana para interactuar con los objetivos intracelulares y asi interferir el crecimiento
y el metabolismo bacteriano, desempefiando un papel en la muerte bacteriana (Zhu et

al., 2013).

Los sistemas del complemento consisten en varias proteinas plasmaticas diferentes
cuyas interacciones juegan un papel esencial en la lucha contra los patégenos. Hay tres
formas diferentes de activar el complemento en la superficie de los patégenos invasores:
la via clasica, la via de la lectina de unién a manosa y la via alternativa. Aunque el inicio
de cada enfoque depende de diferentes elementos, todos producen los mismos efectos
antiinfecciosos: (1) opsonizacién o induccién de la fagocitosis de patdgenos por los
fagocitos con receptores del complemento debido al gran numero de proteinas del
complemento activadas generadas y unidas covalentemente con el patégeno invasor;
(2) reclutamiento de células fagociticas a sitios de inflamacion y promocion de su
activacion; y (3) formacion de complejos de ataque a la membrana para perforar las

membranas celulares de los patdgenos, provocando asi su muerte (Zhu et al., 2013).

Las citocinas son una familia de proteinas de bajo peso molecular que a menudo estan
glicosiladas y son secretadas por células inmuno-relacionadas activadas tras la
induccion por diversos patdogenos, como componentes parasitarios, bacterianos o
virales. Se dividen en interferones (IFN), interleucinas (IL), factor de necrosis tumoral

(TNF), factores estimulantes de colonias y quimiocinas (Zhu et al., 2013).

2.3.2. Inmunidad adquirida

La inmunidad adquirida es la segunda linea de defensa. Los 6rganos que asumen este

papel son el timo, el rifdn y el bazo. La inmunidad adquirida puede ser dividida en celular

12



y humoral, donde estan involucrados los linfocitos T y B respectivamente (Penagos et

al., 2008).

La inmunidad celular adquirida, involucra la citotoxicidad adaptativa mediada por
células, que requiere moléculas clave expresadas en linfocitos T citotoxicos (CTL) y
células diana. Los CTL matan las células huésped que albergan patdgenos
intracelulares mediante la union de su receptor de células T (TCR) y su correceptor CD8
a un complejo de MHC de clase | y péptido unido a la célula huésped infectada.
Alternativamente, los antigenos extracelulares son captados por células presentadoras
de antigenos profesionales como macréfagos, células dendriticas y células B para
procesar esos antigenos y presentar los péptidos resultantes en asociacion con MHC

de clase Il a células T auxiliares CD4 + (Fischer et al., 2013, Zhu et al., 2013).

Por otro lado, la inmunidad humoral adquirida en peces involucra el reconocimiento y
union de antigenos solubles circulantes a células B diferenciadas en células de memoria
y células plasmaticas que responden para producir y secretar anticuerpos antigeno-
especificos. Los peces son capaces de producir inmunoglobulinas de tipo IgM, que
pueden tener una estructura tetramérica en varias especies de teledsteos (Ambrosius,
1966, Clem, 1971, Parra et al., 2013) o como pentamérica 0 monomérica en condrictios
(Clem et al., 1967, Sigel y Clem, 1966); estan compuestas por cadenas polipeptidicas
pesadas y ligeras de gran heterogeneidad (Ambrosius, 1966). Adicionalmente, se han
identificado tres isotipos de Ig diferentes (IgD, IgT e 1gZ) en los peces teledsteos (Zhu
et al., 2013, Mashoof y Criscitiello, 2016, Velazquez et al., 2018). Las inmunoglobulinas
son producidas principalmente por células plasmaticas. Se pueden encontrar en su
forma secretada como anticuerpos en el plasma, el moco y la bilis (Velazquez et al.,
2018), o en su forma unida a la membrana en la superficie de las células B donde actuan

como receptores (BCR) de antigenos (Salinas et al., 2011).
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2.3.3. Proteinas relacionadas al sistema inmunitario

2.3.3.1 Proteina de resistencia al mixovirus (Mx)

Las proteinas Mx (proteina Mx de union al GTP inducible por interferén tipo | 6 GTPasa
inducible por interferdn tipo 1) son miembros de la familia de las grandes GTPasas, una
gran familia de enzimas hidrolasas que se unen al nucleétido guanosina trifosfato (GTP)
y lo hidrolizan a guanosina difosfato (GDP) (Verhelst et al., 2013); generalmente estan
presentes en todos los vertebrados, incluso en peces, se ha reportado que la proteina
Mx de trucha de nieve Schizothoraxm richardsonii y de la carpa Labeo rohita, posee
similitud estructural con los homélogos de mamiferos (Saxena et al., 2018, Das et al.,
2019). Ademas, se sabe que aparecen en una o tres isoformas (Verhelst et al., 2013) y
son inducibles por el sistema de interferdn tipo | (IFN ) (Robertsen, et al., 2006) e IFN

tipo Il (Velazquez et al., 2017).

Las proteinas Mx tienen un dominio de GTPasa N-terminal (dominio G), un dominio
medio (MD) y un dominio efector de GTPasa C-terminal (GED). La unién e hidrdlisis de
GTP tiene lugar en el dominio G altamente conservado entre las GTPasas (Verhelst et
al., 2013), mientras que el GED es responsable del reconocimiento de los objetivos
virales en mamiferos y peces (Verhelst et al., 2013, Von Der Malsburg et al., 2011,
Mitchell et al., 2012, Saxena et al., 2018). Las proteinas Mx, forman una estructura de
anillo que podrian actuar como llaves que consumen energia para desmontar la
estructura objetivo viral (Verhelst et al., 2013). Se conservan evolutivamente e inhiben
una amplia gama de virus, probablemente al reconocer grandes estructuras virales que
poseen un grado de simetria e iteracion (Haller et al., 2010). En este sentido, las
proteinas Mx podrian considerarse moléculas de reconocimiento de patrones con una

funcion efectora antiviral directa (Verhelst et al., 2013).

Por otro lado, el efecto protector temprano de la proteina Mx ha sido establecido in vivo

e in vitro en varias especies de peces en respuesta a patdgenos virales (Trobridge et
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al., 2000, Liu et al., 2018, Li et al., 2019, Noguera et al., 2018) y bacterianos (Roy et al.,
2016). El salmén del Atlantico Salmo salar codifica multiples proteinas Mx, que puede
suprimir el virus de la anemia infecciosa del salmén (ISAV) (Collet et al., 2015).
Aproximadamente el 99% de las truchas inyectadas con una cepa altamente virulenta
del virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (IHNV), pudieron expresar el gen Mx
a las 48 h después de la infeccién (Trobridge et al., 2000). Ademas, el gen Mx se indujo
significativamente durante 120 h después de la infeccion por el virus de la necrosis del
bazo y el rindn (ISKNV) en el pez mandarin Siniperca chuatsi (Li et al., 2019).
Adicionalmente, frente a patégenos bacterianos como Streptococcus iniae (ElI Aamri et
al., 2015), Edwardsiella tarda (Sun et al., 2011) y Vibrio anguillarum (Salinas et al., 2004,
Acosta et al., 2004), la expresion del gen Mx se regulé positivamente. En el pez ciprinido
Cirrhinus Mrigala, luego de la infeccién con Aeromonas hydrophila, los niveles de
expresion del gen Mx en rifidn mas altos fueron en el dia 5 y posteriormente se redujo
(Roy et al., 2016). En lubina europea Dicentrarchus labrax ante la infeccion por
Streptococcus iniae, la proteina Mx aumento, alcanzando niveles detectables a las 48 h

después de la infeccion (El Aamri et al., 2015).

Por otro lado, se han estudiado factores inmunoestimulantes fisicos y quimicos sobre la
expresion del gen Mx. En las tilapias juveniles sometidas al estrés por frio se observo la
expresion positiva del gen Mx en esplenocitos y leucocitos del rifion (Velmurugan et al.,
2019). Ademas, se ha demostrado que el B-glucano puede modular los genes
relacionados con el sistema inmune (Mx) en la tilapia del Nilo juveniles (Salah et al.,
2017). Adicionalmente, un ARN bicatenario (dsRNA) sintético poliinosinico: acido
policitidilico (Poly I: C) indujo la expresion del gen Mx in vitro e in vivo en trucha (Wang
et al., 2019), en Labeo rohita (Das et al., 2019), en las células de embrién natural de
lenguado japonés Paralichthys olivaceus (células HINAE) (Lin et al., 2005) y en las

células renales y del bazo del pez roca Oplegnathus fasciatus (Hong et al., 2016).
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Ademas, mientras que en las bacterias Gram positivas, el peptidoglicano, la hidrolasa
de peptidoglicano, los acidos teicoicos, la capsula, el antigeno polisacarido enterococico
y las proteinas superficiales bacterianas, son los responsables de la expresion del genes
relacionados al sistema inmunitario (Teng et al., 2002, Geiss-Liebisch et al., 2012, Liu
et al., 2016, Salamaga et al., 2017, Wolf y Underhill, 2018, Smith et al., 2019); en la
bacterias Gram negativas se han reportado varios componentes bacterianos
responsables de la induccién del gen Mx, entre ellos el lipopolisacarido (LPS), el ADN
cromosomal y la proteina de membrana externa (Acosta et al., 2004, Bravo et al., 2011,
Bravo et al., 2013, Roy et al., 2016), y en el caso de infeccion viral ha sido establecido
que la transcripcién del gen Mx esta relacionada a las glicoproteinas virales (Acosta et

al., 2005).

Por otra parte, las bacterias inactivadas (bacterinas) también inducen la expresion del
gen Mx en peces (Acosta et al.,, 2004, Grasso et al.,, 2015). Se demostré que una
bacterina de Vibrio anguillarum disponible en el mercado, destinada a la vacunacién por
inmersion, es un potente inductor de la expresiéon del gen Mx en el salmén del Atlantico
Salmo salar L., y la respuesta fue dependiente de la dosis y temperatura (Acosta et al.,
2004). Ademas, la bacterina de Vibrio anguillarum administrada por inyeccion
intraperitoneal en salmén del Atlantico Salmo salar L. resulté en una fuerte induccion de
Mx en los dias 2 y 3, desapareciendo en el dia 6 (Salinas et al., 2004). Por ultimo, la
vacuna inactivada con luz UV y administrada por inmersion contra el patégeno marino
Photobacterium damselae subsp. piscicida estimulé la expresién del gen Mx en el pez

dorado Sparus aurata (Grasso et al., 2015).

En resumen, la proteina Mx es ampliamente estudiada y se ha demostrado su efecto
protector temprano contra patdégenos de peces, por ello, el presente trabajo se centrd
en investigar la expresion Mx en el tejido de rindn anterior, después de la induccién con

bacterina de E. faecalis en tres dosis.
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2.3.4. Proteinas plasmaticas de respuesta de fase aguda

Las respuestas inflamatorias sistémicas de mamiferos y peces 6seos se deben
principalmente a la regulacion ascendente y descendente coordinadas de las proteinas
plasmaticas de fase aguda (Marancik et al., 2013). Después de una lesién tisular, las
células inflamatorias (neutrdfilos, y macréfagos) secretan citocinas en el torrente
sanguineo, lo que estimula a los hepatocitos a producir proteinas, que estan
directamente involucradas en los mecanismos de defensa del cuerpo. Estas se conocen
como proteinas de fase aguda (APP) y sus niveles plasmaticos pueden modularse

rapidamente al inicio de la inflamacién (Charlie-Silva et al., 2019).

2.3.4.1. Hemopexina

La hemopexina en los teledsteos generalmente se conoce como proteina de 65 kDa
asociada a la aclimatacién a temperatura calida (Wap65) o proteina similar a la
hemopexina de mamiferos, tiene dos isoformas (Wap65-1 y Wap65-2) y ha sido
estudiada a nivel genético por varios grupos (Chang et al., 2017). La hemopexina es
una glicoproteina sérica producida principalmente en el higado con alta afinidad por el
hemo. Su funcion principal es participar en el metabolismo del hierro que elimina el hemo
que se libera en el plasma y lo transporta al higado. De igual modo, se ha reportado que
la hemopexina participa en la inflamacion como una proteina de fase aguda y su
produccion esta regulada por las citocinas proinflamatorias (Wicher y Fries, 2010, Diaz-

Rosales et al., 2014, Chang et al., 2017, Kwon y Ghil, 2017, Criscitiello et al., 2019).

Cuando se libera el hemo de eritrocitos danados, no sélo proporciona una fuente de
hierro para las bacterias invasoras, sino que también es altamente téxico debido a su
capacidad para catalizar la formacion de radicales libres. La hemopexina (Hx) se une al
hemo libre con una afinidad muy alta y, por lo tanto, protege las células contra la
toxicidad del hemo, secuestra el hemo de los patdégenos y ayuda a conservar el valioso

hierro (Dooley et al., 2010).
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Se ha reportado la hemopexina como un nuevo biomarcador inmune, luego que se
encontrara sobreexpresada en el higado del pez rape Chanos chanos sometido a estrés
hipotérmico e inyeccion con LPS (Chang et al., 2017). La expresién del gen Wap65 es
inducida por diversos inductores de estrés fisiolégico, como el aumento de la
temperatura del agua, la respuesta inmune y la exposicion a metales pesados (Kwon y
Ghil, 2017). En el pez gordo Kumgang Rhynchocypris kumgangensis, ambas isoformas
(Wap65-1 y Wap65-2) han sido reportadas como proteinas multifuncionales que podrian
servir como biomarcadores utiles para evaluar el estrés fisiolégico y las respuestas
asociadas (Kwon y Ghil, 2017). Es mas, se ha descubierto que la hemopexina de peces
se sobreexpresa significativamente durante la infeccion viral (Braceland et al., 2013) y
durante las infecciones bacterianas en el salmén del Atlantico Salmo salar (Tsoi et al.,
2004) y la trucha arcoiris Oncorhynchus mykiss (Bayne et al., 2001). Ademas, se ha
reportado que la hemopexina ha sido regulada positivamente en rayas amarillas
Urobatis jamaicensis después de la inyeccion intraperitoneal con una bacterina de Vibrio

comercial (Marancik et al., 2013).

2.3.4.2. Otras proteinas de respuesta de fase aguda

La modulaciéon de las proteinas de la fase aguda (APPs) responde a estimulos
inflamatorios y cambian su concentracién en el plasma. Las tilapias luego de la
inoculaciéon con Aeromonas hydrophila, presentaron aumento de APP plasmaticas
positivas como ceruloplasmina, haptoglobina, alfa-2-macroglobulina y complemento C3,
asi como disminucion de las APPs negativas como albumina y transferrina (Charlie-Silva
et al., 2019). Del mismo modo, la raya amarilla Urobatis jamaicensis después de la
inyeccion intraperitoneal con una bacterina de Vibrio comercial, presenté APP
plasmaticas reguladas positivamente, que fueron, los factores de complemento, el factor
X y la protrombina y las APPs reguladas a negativamente incluyendo transferrina,
apolipoproteina B, cofactor 2 de heparina, alfa2-macroglobulina y varios factores de

crecimiento (Marancik et al., 2013). Ademas, el pez subantartico Eleginops maclovinus
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desafiado con Piscirickettsia salmonis mostré niveles de expresion de ferritina-H,
ceruloplasmina, hepcidina y haptoglobina especificos de tejido que variaron en relacién

con la cepa bacteriana inyectada y el momento del muestreo (Martinez et al., 2017).

Por otro lado, han sido identificadas algunas APPs del plasma sanguineo y seminal de
la trucha arco iris Oncorhynchus mykiss (Nynca et al., 2014, Morro et al., 2020) y del
tiburon nodriza Ginglymostoma cirratum (Criscitiello et al., 2019), entre ellas
transferrinas, apolipoproteinas, componente C3 del complemento, albumina sérica y

alfa-1-anti proteinas (Nynca et al., 2014, Criscitiello et al., 2019, Morro et al., 2020).

Las transferrinas (TFs) se encuentran en los fibroblastos del pancreas y los musculos
esqueléticos, por lo que es posible que las serotransferrinas encontradas sean una
isoforma de las transferrinas intracelulares de unién a la membrana que se filtraron a la
circulacion debido al dafo tisular (Braceland et al., 2013). Ademas, las TFs son
glicoproteinas que se unen al hierro, y participan en la defensa del huésped contra la
infeccion patégena, privando de hierro a los patdgenos invasores y activando las
respuestas antimicrobianas en los macrofagos. Se ha reportado que la expresion de la
transferrina de Oreochromis niloticus (OnTF) se incrementd significativamente en el
higado, el bazo y rifidn tras la infeccién causada por un patégeno bacteriano Gram
positivo (Streptococcus agalactiae) y un patdégeno bacteriano Gram negativo
(Aeromonas hydrophila), demostrando asi que la transferrina de tilapia podria estar

involucrada en la defensa del huésped contra la infeccién bacteriana (Yin et al., 2018).

La apolipoproteina A-l es una de las proteinas circulantes mas abundantes observadas
en los teledsteos. Su funcion principal es la union y transporte de lipidos. Sin embargo,
se conocen otras funciones defensivas antivirales, antimicrobianas y antiinflamatorias

(Villarroel et al., 2007, Whyte et al., 2007).

19


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?size=200&term=Mart%C3%ADnez+D&cauthor_id=28974951
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?size=200&term=Morro+B&cauthor_id=31899766
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?size=200&term=Criscitiello+MF&cauthor_id=31200072
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?size=200&term=Criscitiello+MF&cauthor_id=31200072
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?size=200&term=Morro+B&cauthor_id=31899766

2.3.5. Inmunidad de tilapia contra Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis es una bacteria Gram positiva, que contiene una pared celular de
peptidoglicano. EI componente de la pared celular bacteriana peptidoglicano es un
excelente ejemplo de un patrén molecular conservado asociado a patogeno (PAMP)
para el cual el sistema inmune innato ha desarrollado mecanismos de deteccién. Las
modificaciones estructurales sutiles al peptidoglicano pueden influir en la capacidad del
sistema inmune innato para detectar bacterias y pueden permitir que las bacterias
evadan o alteren las defensas del huésped (Wolf y Underhill, 2018). Se han reportado
que los mutantes de E. faecalis con largas cadenas de peptidoglicano son mas
susceptibles a la fagocitosis y no pueden causar letalidad en el modelo de infeccion del

pez cebra (Salamaga et al., 2017).

Por otro lado, una propiedad de E. faecalis que contribuye a la aparicion de infecciones
es su resistencia al sistema inmunitario innato del hospedero. Los polimeros de la
superficie celular, incluidos los acidos teicoicos (AT), la capsula y el antigeno de
polisacarido enterocécico (EPA) confieren evasion de la fagocitosis y resistencia a la
activacion del complemento (Teng et al., 2002, Geiss-Liebisch et al., 2012). El EPA es
un polisacarido que contiene ramnosa que se encuentra en la superficie celular de todos
los Enterococcus. E. faecalis también muestra una resistencia intrinsecamente alta a la
lisozima, un componente clave del sistema inmune innato que representa una primera
linea de defensa contra los patégenos. Se ha reportado que la patogenicidad de E.
faecalis depende de la decoracion del EPA, el cual le confiere resistencia frente a los

antimicrobianos y a la fagocitosis (Smith, 2019).

Finalmente, se han reportado mecanismos de defensa de la tilapia contra E. faecalis
(Argayosa et al., 2009, Matsuura et al., 2017). Y el uso de bacterinas de E. faecalis ha

demostrado ser efectivo para desencadenar la respuesta inmunitaria innata y adaptativa
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celular en peces y una proteccion temprana contra patdégenos bacterianos y viral de

peces (Abu-Elala et al., 2019; Matsuura et al., 2017).

2.4. Vacunas en peces

2.4.1. Vacunacion en peces

Las vacunas para peces pueden reducir significativamente las pérdidas especificas
relacionadas con enfermedades, lo que resulta en la disminucion de los costos unitarios
generales y una produccion mas predecible. Ademas, las vacunas para peces tienen
ventajas sobre los antibidticos porque son materiales biolégicos naturales que no dejan
residuos en el producto o el medio ambiente y, por lo tanto, no inducen una cepa

resistente del organismo a la enfermedad (Vinitnantharat et al., 1999).

La vacunacion se utiliza en la acuicultura comercial de especies como el salmon del
Atlantico (Salmo salar), la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), la lubina
(Dicentrarchus labrax), el besugo (Sparus aurata), la barramundi (Lates calcarifer), la
tilapia (Tilapia spp), el rodaballo (Scophthalmus maximus L.), el jurel (Seriola
quinqueradiata), el medregal violaceo y dorado (Seriola dumereli), el jurel rayado
(Pseudocaranx dentex) y el bagre de canal (Ictalurus punctatus) (Hastefnl et al., 2005,
Adams, 2019, Munang'andu et al., 2019 ). Sin embargo, mientras que en la maricultura
del salmon del atlantico, la vacunacion ha sido muy exitosa para controlar enfermedades
bacterianas; la vacunacion de especies de aguas calidas, particularmente de tilapias es
aun poco desarrollada y la mayoria de vacunas producidas son experimentales (Adams,

2019).

Actualmente, se dispone principalmente de vacunas comerciales de bacterinas
inactivadas con formalina contra una amplia variedad de patégenos bacterianos Gram
negativos como Vibrio anguillarum, Vibrio ordalii, Vibrio salmonicida, Yersinia ruckerii,

Aeromonas hydrophila, entre otros (Van, 2018), y contra los Gram positivos como
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Lactococcus garviae, Streptococcus iniae y Streptococcus agalactiae (Van, 2018;
Adams, 2019). Ademas, se utilizan vacunas experimentales contra diferentes
enfermedades en peces (Hastefnl et al., 2005). Finalmente, se disponen de vacunas
vivas atenuadas contra Edwardsiella ictaluri y Flavobacterium columnare para la

inmunizacién de Ictalurus punctatus “pez gato” de cultivo (Gudding et al., 2013).

2.4.2. Métodos de vacunacion

Las vacunas para peces se pueden administrar de la misma manera que se inmunizan
a los animales de sangre caliente. Los peces se pueden inmunizar por inmersion, por
via intramuscular, por via intraperitoneal y por via oral mezclando vacunas con el
alimento. Los peces también responden a la vacuna de la misma manera que lo hacen
otros animales, pero dado que los peces son animales de sangre fria, la respuesta a la
vacuna depende en gran medida de la temperatura del agua (Vinitnantharat et al., 1999,

Park et al., 2012).

En la vacunacion por inmersion los peces son sumergidos en una soluciéon vacunal
concentrada durante un periodo corto de tiempo, de 30 segundos a 2 minutos, el
antigeno se absorbe a través de la piel y/o las branquias. Sin embargo, en este método
se necesita proteger los antigenos, ya que se pueden degradar en el agua y en algunos

casos induce bajos niveles de proteccién (Vinitnantharat et al., 1999).

La vacunacién oral es el método ideal de inmunizacion en la acuicultura por la
factibilidad para la vacunacion masiva de diferentes especies de peces de cultivo.
Asimismo, estimula la inmunidad en las mucosas (Embregts y Forlenza, 2016). Sin
embargo, este método dificulta determinar la dosis consumida por cada pez y tiene baja
eficacia inmunolégica, debido en parte a la degradacién del antigeno en el duro entorno
gastrico, al entorno intestinal altamente tolerogénico y al disefio inadecuado de la

vacuna (Embregts y Forlenza, 2016).
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La vacunacién intraperitoneal induce alta proteccién y asegura una dosis idéntica en
todos los individuos, ademas permite la adicion de adyuvantes que estimulan la
proteccion por mas tiempo. La principal limitacion de este enfoque, es que carece de la
capacidad para dilucidar el mecanismo de proteccion de la vacuna en los portales de
entrada de bacterias en los érganos mucosos y la prevencion de patologia en los
organos diana, ademas el estrés excesivo que induce en los peces y la poca viabilidad

en peces pequenos. (Munang’andu et al., 2016).

La vacunacion intramuscular se lleva a cabo en vacunas experimentales con bacterinas
y vacunas de DNA (Penagos et al., 2008). Los peces con vacunacién intramuscular
mostraron inflamacién inducida por la vacuna con formacion de granulomas y un nimero
creciente de células parecidas a granulocitos eosinofilicos y produccién de IgM en el
sitio de inyeccidon de la vacuna (Erkinharju et al., 2019). Ademas, la inyeccion
intramuscular de vacunas podria ser factible para proporcionar proteccién inmunoldgica
en peces, pero se requiere mas trabajo para identificar los adyuvantes &ptimos

(Erkinharju et al., 2017).

2.4.3. Métodos de inactivacion de bacterias

Los métodos para la inactivacion de bacterias son diversos, entre ellos se encuentran
la inactivacion por calor y formalina. Hallazgos sugieren que E. faecalis inactivada por
calor induce la inmunidad celular en peces (Matsuura et al., 2017). Asimismo, el método
de inactivacion con formalina ha demostrado ser efectivo. En un estudio se demostré
que Nocardia seriolae inactivada con formalina aumentoé el nUmero de células T CD4+
y células T CD8+ en el riidn en Carassius langsdorfii y aumenté la proteccion contra
aquella bacteria patégena (Nayak et al., 2014). La metodologia aplicada en este estudio

fue la inactivacion de bacterias por formalina.
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2.5. Herramientas proteémicas para detectar proteinas diferencialmente reguladas

Se ha utilizado la electroforesis en una dimensién (SDS-PAGE) y bidimensional (2D-
PAGE) para el estudio del perfil protedmico plasmatico en varias especies de peces. Se
ha reportado el uso electroforesis en una dimensién (SDS-PAGE) acoplada a MALDI-
TOF-TOF o ESI-LC-MS para la identificacion y evaluacion del perfil proteémico en las
tilapias inoculadas con Aeromonas hydrophila (Charlie-Silva et al., 2019), en la trucha
arco iris Oncorhynchus mykiss (Nynca et al., 2014, Morro et al., 2020) y en el tiburén

nodriza Ginglymostoma cirratum (Criscitiello et al., 2019).

Asimismo, se ha descrito el uso de electroforesis bidimensional (2D-PAGE) asociada a
marcadores fluorescentes o etiquetas isobaricas (iTRAQ) acoplada a espectrometria de
masas para el estudio protedmico plasmatico cuantitativo en la raya amarilla Urobatis
Jjamaicensis después de la inyeccidon intraperitoneal con una bacterina de Vibrio
comercial (Marancik et al., 2013), en la carpa Cyprinus carpio L. expuesta a cambios de
temperatura (Dietrich et al., 2018) y en la carpa Labeo rohita expuesta a arsénico

(Banerijee et al., 2017).

A pesar de dichos reportes, el empleo de esta metodologia en la investigacion en
acuicultura aun sigue siendo limitada (Rodrigues et al., 2012). En el presente trabajo se
utilizd la espectrometria de masas MALDI-TOF-TOF para identificar proteinas

biomarcadoras inmunitarias especificas de los peces inyectados con E. faecalis.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la bacterina de Enterococcus faecalis sobre la expresion de
proteinas relacionadas a la respuesta inmune de tilapias juveniles para la proteccion

frente a las enfermedades bacterianas.

3.2. Objetivos especificos

Detectar los anticuerpos IgM anti Enterococcus faecalis en tilapias mediante ensayos

de aglutinacion en placa.

Evaluar la induccién del gen Mx en tilapias inmunizadas con la bacterina de

Enterococcus faecalis utilizando RT-qPCR.

Identificar proteinas inmunitarias como biomarcadoras en las tilapias inmunizadas con
la bacterina de Enterococcus faecalis mediante espectrometria de masas MALDI-TOF-

TOF.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Material biolégico

Se emplearon ejemplares juveniles de tilapia del Nilo procedentes de la Universidad
Nacional Agraria La Molina (UNALM). Los ejemplares fueron machos fenotipicos,
revertidos sexualmente mediante el suministro diario de la hormona masculina 17 o
Metiltestosterona en el alimento por un mes, segun lo indicado por el proveedor. Se
utilizaron 46 peces de aproximadamente 20 g y 10 cm, divididos en dos grupos de 23
individuos cada grupo. Se mantuvieron en tinas de 60 L con agua declorada, aireacion
constante por piedra difusora y un sifoneo diario de 25 % del volumen de agua (Figura
S1). La temperatura fue mantenida a 27 °C y ciclos naturales de luz y oscuridad de 14
h de luz y 10 h de oscuridad (Fujimura y Okada, 2007). Los parametros fisico-quimicos
del agua fueron medidos mediante kits colorimétricos (nutrafin test) (Figura S2). Las
cantidades de amoniaco total se mantuvieron entre 0 - 0.3 mg/L, los nitratos entre 0 —
10 mg/L, los nitritos entre 0 — 0.3 mg/L y el pH entre 7 - 7.5, de acuerdo a recomendado
para el cultivo de tilapia (Begum et al., 2014, Makori et al., 2017). Los peces fueron
alimentados con alimento balanceado comercial “Tilapia 40" marca Aquatech
(http://aquatech.pe/), que contiene 40% de proteina, 5% de grasa y 4% de fibra, cuyo
tamafo de pellet es 2 x 2 mm. La tasa de alimentacion utilizada fue 4% de la biomasa.
Para la manipulacion de los peces fuera del agua se utilizd como anestésico el

isoeugenol a 13 mg/L (acuestrol®), anadiéndose en el agua con abundante aireacion.

4.2. Preparacion de la bacterina

La bacteria Enterococcus faecalis del cepario de IncaBiotec SAC (Tumbes, Perl)
aislada previamente de Litopenaeus vannamei (Saavedra, 2016) fue identificada
mediante la secuenciacion del gen del ARN ribosomal 16S. EI ADN bacterial fue extraido
utilizando el método del shock térmico (Dashti et al., 2009), luego se amplificd con

cebadores bacterianos universales 16SrRNA-F518 5'-CCAGCAGCCGCGGTAATACG-
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3"y 16SrRNA-R800 5-TACCAGGGTATCTAATCC-3". Después de la amplificacién, se
sometieron a electroforesis 8 uL del producto de PCR, mostrando un tamafio de 1500
pb. Los amplicones se enviaron a secuenciar a Macrogren, USA. La secuencia

resultante fue comparada con la base de datos no redundante del NCBI (Figura S3).

Se colocaron 100 uL de cultivo de Enterococcus faecalis en 900 pyL de caldo Luria
Bertani (LB) por 22 h. Luego el cultivo se transfirio a 7 mL de caldo LB por 8 h.
Posteriormente, se realiz6 el conteo de colonias en placa (agar LB). Se inactivé con 3
mL de formalina al 10% (concentracion final 3%) “overnight” a temperatura ambiente
(Abu-Elala et al., 2019). Finalmente, se lavo tres veces con 3 mL de solucién salina
fisioldgica (SSF) (Tabla S1). Se centrifugd en cada lavado a 2 000 RPM. El precipitado

fue resuspendido en 4 mL de SSF.

4.3. Definiciéon de grupos y colecta de muestras

Los juveniles de tilapia (n = 46) fueron asignados a 2 grupos de 23 individuos por grupo
(inmunizado y control). El grupo inmunizado, fue inyectado via intramuscular con 108
UFC de bacterina de E. faecalis en un volumen de 100 uL en 3 dosis en los dias 1,8 y
15 dias, mientras que el grupo control fue inyectado con 100 pL de SSF.
Posteriormente, se realiz6 la colecta de suero y rifidn de los peces (n=2) en los dias 0,
1, 8, 15, 18, 23, 30 y 37 (Figura 1). El suero se obtuvo mediante la colecta de 200 pL
de sangre del corazdn por puncién cardiaca en microtubos de 1.5 mL. Los microtubos
se centrifugaron a 1000 RCF por 10 minutos para la separacion del suero del resto de
contenido sanguineo y fue almacenado a -20 °C hasta su uso. El tejido de rifién de las
tilapias se obtuvo por la diseccién del pez previamente sacrificado con una sobredosis
de anestesia. Los tejidos fueron conservados en preservante de acidos nucleicos (Tabla

S1).
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DIAS

Dias de inyeccion.

. Dias de colecta de muestras.

Figura 1. Esquema de inmunizacion de las tilapias. Los dias 1, 8 y 15 fueron los dias de
inyeccion de la bacterina de Enterococcus faecalis en tilapias, mientras que los
dias 0, 4, 11, 18, 23, 30 y 37 fueron los dias de colecta suero y tejidos.

4.4. Deteccién de anticuerpos anti Enterococcus faecalis

La presencia de anticuerpos especificos anti E. faecalis fue evaluada por la técnica de
microaglutinacion (reaccion de aglutinacion entre el antigeno particulado (suspension

de Enterococcus faecalis) y las IgM tetraméricas presentes en el suero hiperinmune).

La titulacion de anticuerpos se determind segun el método de Li et al., 2016.
Brevemente, 50 uL de muestras de suero se diluyeron en serie en buffer fosfato salino
(PBS) (Tabla S1) y se colocaron en una placa de microlitros de 96 pocillos (fondo
redondeado). Luego, 50 pL de la suspensién bacteriana (DO 600 nm aproximadamente
1,0) fue mezclada con la dilucién del suero y la mezcla fue incubada a temperatura
ambiente por 4 horas. El suero inicialmente fue diluido 1:10 y a partir de este se
realizaron diluciones seriadas hasta 1:1280. El control negativo corresponde a 50 uL de
PBS + 50 uL de la suspension bacteriana. El control positivo corresponde a 50 uL de
suero positivo conocido diluido 1:10 mas 50 pL de la suspensién bacteriana. La reaccién
de aglutinacion se observo visualmente, donde la ultima dilucion de suero que mostraba
grumos visibles (aglutinacién) como niebla se considerd como el titulo de aglutinacion
expresado como log2 (x + 1) de la inversa de la dilucién de suero mas alta que mostraba

aglutinacion visible en comparacién con el control positivo.
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4.5, Evaluacion de la expresion del gen Mx por la reacciéon en cadena de la

polimerasa con transcripcién inversa en tiempo real cuantitativa (RT-qPCR)

El ARN total fue extraido a partir del tejido de rifidn anterior de 2 peces por grupo usando
trizol (Trizol reagent, Thermo Scientific), y luego un tratamiento con ADNasa | (Thermo
Scientific) para eliminar la contaminacion con ADN genomico. A partir del ARN se
realizé la transcripcion inversa utilizando Oligo-dT18 como cebador mediante el kit de
sintesis de la primera hebra de ADNc, de acuerdo a las instrucciones del fabricante
(RevertAid First Strand cDNA Synthesis, Thermo Scientific). La hebra de ADNc se

utilizé para el analisis de la expresién del gen Mx mediante PCR en tiempo real.

Los cebadores para los genes de la proteina Mx de unién al GTP inducible por interferén
tipo | o GTPasa inducible por interferdn tipo | (Mx) y el factor de elongacion 1 alfa (EF1a)
fueron disefiados utilizando la herramienta Primer Blast del NCBI, con la secuencia
consenso obtenida del alineamiento de secuencias codificantes del gen Mx o gen EF1a

de teledsteos en el programa MEGA 7 (Tabla 1).

Las reacciones de PCR en tiempo real (QPCR) se llevaron a cabo en un volumen de
reaccion de 25 L utilizando el kit de PCR cuantitativa Maxima SYBR Green / ROX
gPCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific), acorde a las instrucciones del fabricante con
las siguientes especificaciones: 0.2 uM de cada cebador Mx-fw1 y Mx-rev1 o EF1aFish
FW y EF1aFishREV (Tabla 1) y 1 yL de ADNc. Los ciclos de amplificacién de la PCR
en tiempo real fueron, una desnaturalizacion inicial a 95 °C por 10 minutos, seguida de
40 ciclos de desnaturalizacién inicial a 95 °C por 15 segundos (s), una etapa de
elongacion a 54 °C 6 60 °C por 30 s para los genes Mx y EF1a, respectivamente y una
etapa de extensién a 72 °C por 30 s. Un analisis de la curva de melting fue realizado al
final de cada perfil térmico de gPCR para verificar la especificidad de los productos. La
medicion de la fluorescencia y la determinacion de los valores del ciclo de umbral (Ct)

fueron realizados en el termociclador StepOne™ de Applied Biosystems (Life
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technologies). La eficiencia (E) de cada reaccion de qPCR para los genes Mx y EF1a
fue determinada por la pendiente generada por series de ADNc diluidas 10 veces con
cinco puntos de dilucién medidos por triplicado. Se utilizé la siguiente ecuacion: E = 10
“'mdonde m es la pendiente. La muestra utilizada para la realizacién de la curva
estandar fue T11V1R (ADNc de rifidn de la tilapia inmunizada con E. faecalis colectada
en el dia 11). Las diluciones fueron 1,1/5,1/25,1/125,1/625, 1/3125. La cuantificacion
relativa (RQ) fue calculada de acuerdo a Pfaffl (2001) con el software StepOne ™ v2.2.2

(Life Technologies).

Tabla 1. Lista de cebadores utilizados para evaluar la expresion del gen Mx

. Tm Amp.
GEN Cebador Secuencia Long. o
9 (c) (pb)
Mx-Fuv1 5" CAA GAA ACC ATC AGCTTG 20 60.8
GT 3
MX 211
Mx-rev 5" TGA CGA T(_IE,?\3 TGT AGC CCT 19 60.7
EF1aFish 5°AGA CTT CAT CAA GAA CAT 26 63.6
FW GAT CACTG 3 '
EF1a. 190
EF1aFish 5 CTC GGT GGA GTC CAT CTT o1 63.8
REV GTT 3 '

Long. (Longitud). Tm (temperatura de melting). Amp. (Tamano de amplicén).

4.6. Identificacion de componentes humorales en el suero de tilapias por

espectrometria de masas MALDI-TOF-TOF

4.6.1. Extraccién de proteinas

Las proteinas se precipitaron en una proporcion suero: acetona de 2:5, y se

sedimentaron por centrifugacion a 13 000 RPM por 15 minutos a 4 °C. El sedimento fue
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lavado con acetona y resuspendido en un buffer con alto contenido de urea (Tabla S1)
mas 1 pL de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 100 mM, ayudado por sonicacién por

6 minutos a 56 °C.

4.6.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfatosédico (SDS-

PAGE)

El contenido de proteinas se evalué mediante el fraccionamiento electroforético en un
sistema vertical mediante el método SDS-PAGE al 12% (Tabla S2), con el gel preparado

segun lo descrito por Laemmli (1970).

Se anadioé por pocillo, 20 uL de la solucién de proteinas en buffer de carga (Tabla S1)
en una proporcién 1.5:1, que fueron tratadas previamente a 95°C por 5 minutos. El

tiempo de corrida electroforética fue de 3 horas con un voltaje de 90 V.

La visualizacion del gel se realizé mediante la tincion con azul brillante de Coomassie,
para lo cual, se colocé el gel en agua destilada por 10 minutos, luego se sumergio en
solucion de fijacién (50% de metanol, 10% acido acético) por 20 minutos y pasado este
tiempo, se transfirié a la solucién de tincién (50% de metanol, 10% de Acido acético,
0.1% de azul de Coomassie) por 4 horas. Finalmente, para la visualizaciéon se decolor6
con solucion de lavado (45% de metanol y 10% de acido acético) por 30 minutos y luego

se transfirié a un recipiente con agua destilada.

4.6.3. Digestion enzimatica de proteinas en gel

Las bandas de proteinas se escindieron del gel de SDS-PAGE vy se realiz6 la digestion
enzimatica con tripsina de acuerdo a Shevchenko et al., 2006. Para tal fin, las bandas
se decoloraron adicionando 100 pyL de buffer de bicarbonato de amonio 100 mM y
acetonitrilo 100% en una proporcion 1:1 y se incubaron a temperatura ambiente por 30

minutos con agitaciones ocasionales. Las bandas fueron centrifugadas brevemente a
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200 RCF por 10 segundos y el buffer fue removido y reemplazado por 50 pL de
acetronitrilo 100%, y se incubaron, a temperatura ambiente por 10 minutos, con

agitaciones ocasionales.

La digestién enzimatica se llevd a cabo con la adicion de 25 pL de buffer Tripsina (Tabla
S1) y un ciclo de incubacion a 4 °C por 2 horas y a 37 °C por 6 horas. Finalizado el
proceso de digestion enzimatica, se realizé un spin y se colectdé una alicuota de 3 L,
que fue mezclada con 3 pL de matriz de acido a-ciano-4-hidroxicinamico (a-CHCA), y

luego fue colocada en la placa MALDI-TOF-TOF por duplicado.

Adicionalmente, las muestras fueron sometidas a una extraccién de péptidos luego de
la digestion enzimatica, mediante la adicion de 50 pL de buffer de extraccion (Tabla S1)
e incubacion a 37 °C por 15 minutos. Se homogenizaron las muestras por 30 segundos
y se sonicaron por 5 minutos. Se colecté una alicuota de 10 pyL por muestra y se dejo
secar hasta que se elimind todo el contenido. Finalmente, se agregdé 3 uL de acido
trifluoroacético (TFA) al 0.1% en H20 grado HPLC y se mezcl6é con 3 pL de matriz o-

CHCA. Se adicion6 1 uL por duplicado en la placa MALDI-TOF-TOF.

4.6.4. Espectrometria de masas MALDI-TOF-TOF

El analisis de proteinas se obtuvo a partir de un sistema analizador proteémico MALDI-
TOF-TOF (5800, AB SCIEX System) acorde a Bringans et al., 2008. Los espectros
fueron captados en modo MS reflector positivo con un laser Nd: YAG de 349 nm con
una intensidad de 2800 J/cm? y una velocidad de 600 um/segundo, 750 disparos dentro
de un rango de masas entre 800-4000 m/z, y procesados en el programa Protein Pilot™
4.5 con el algoritmo Paragon™ con una confianza de 80%, utilizando la base de datos

de proteinas de peces UNIPROT.

Para la calibracion del equipo se utilizé un kit de masas estandares (Mass Standards
AB SCIEX TOF/TOF™ Instruments). Las secuencias no detectadas por el programa
Protein Pilot™, fueron analizadas mediante Protein BLAST.
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5. RESULTADOS

5.1. Respuesta inmune humoral adaptativa de las tilapias contra Enterococcus

faecalis

Luego de las tres dosis de inmunizaciones (dias 1, 8 y 15), mediante los ensayos de
aglutinacion en placa se detectaron titulos de anticuerpos de 1.73 £ 2.45,8.82 + 0.71,
9.32 + 0.00,9.32+0.00 y5.86 £2.08 enlos dias 11, 18, 23, 30 y 37, respectivamente.
Los titulos de anticuerpos maximos fueron alcanzados en los dias 23 y 30 (8 y 15 dias
después de la tercera dosis, respectivamente), donde se reportaron titulos de 9.32 en
el grupo de peces inmunizados, mientras que en grupo control no se detectd reaccion
de aglutinacion. En el dia 37 (22 dias después de la tercera dosis), los titulos de

anticuerpos disminuyeron en el grupo inmunizado en 5.86 + 2.08. (Figura 2).
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Figura 2. Titulacion de anticuerpos aglutinantes del suero de las tilapias inmunizadas
con la bacterina de E. faecalis.
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5.2. Evaluacion de la expresion del gen Mx

5.2.1. Eficiencia de la PCR en tiempo real (qQPCR) del gen de la proteina Mx de

union al GTP inducible por interferén tipo | (Mx)

Para la curva estandar de la reaccion de qPCR del gen Mx, las diluciones fueron
1,1/5,1/25,1/125,1/625, 1/3125. Las reacciones de qPCR se realizaron por triplicado
para cada punto de la curva; sin embargo, se eliminaron los puntos atipicos, quedando
cada punto por duplicado. La eficiencia resulté 103.7%, que esta en el rango éptimo de
eficiencia (90-110%) para el analisis de la qPCR (Livak y Schmittgen, 2001). El
coeficiente de determinacion R? resulté 0.995, lo que indica que hay una relacion de
linealidad entre las diluciones. La temperatura de melting (Tm) promedio resulté 79.46°C

(Figura 3).

5.2.2. Eficiencia de la PCR en tiempo real (qPCR) del gen del factor de elongacion

1 alfa (EF1a).

Para la curva estandar de la reaccion de qPCR del gen EF1a. Las diluciones fueron 1,
1/5, 1/25, 1/125, 1/625, y 1/3125. Las reacciones de qPCR se realizaron por triplicado
para cada punto de la curva; sin embargo, se eliminaron los puntos atipicos, quedando
cada punto por duplicado. Luego se eliminé todos los datos de la dilucidon 1/3125 porque
a esa concentracion se observo dimerizacion de la muestra. La eficiencia calculada fue
79.61 %, que es un valor bajo para el analisis de la qPCR por el método estandar de
Livak y Schmittgen, 2001; por lo cual se optd por aplicar el método de Paff (2001) para
el analisis de datos de la gPCR de la expresion del gen Mx del tejido de rifidn de tilapia.

La temperatura de melting (Tm) promedio resulté 83.97°C (Figura 4).
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Figura 3. Curva estandar del gen Mx. A: Escala logaritmica. B: Curva de melting. C:
curva estandar. Diluciones 1 (color negro), 1/5(color marrén), 1/25 (color azul)
1/125 (color lila), 1/625 (color rojo) y 1/3125 (color verde).
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Figura 4. Curva estandar del gen EF1a. A: escala logaritmica. B: Curva de melting del
gen EF1a. C: Curva estandar. Diluciones 1 (color negro), 1/5(color marrén),
1/25 (color lila) 1/125 (color azul), 1/625 (color rojo).
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5.2.3. Evaluacion del gen Mx en el tejido de rifion de tilapia

Luego de las tres inmunizaciones de las tilapias con la bacterina de E. faecalis (dias 1,
8 y 15), el analisis mediante gPCR del gen Mx en rifién en los dias 0, 11, 18, 23 y 30,
resultd en una expresion del gen Mx constitutiva (basal) en el dia 0, mientras que en dia
11 no se encontro diferencia entre el grupo inmunizado y el control. Sin embargo, en el
dia 18 se observd un aumento de expresién del gen Mx del grupo inmunizado en
comparacion al control, y en dia 23, se observd que los niveles de expresion de Mx

fueron menores en el grupo inmunizado en comparacion al grupo control (Figura 5).
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Figura 5. Expresion del gen Mx en rindn de tilapias inmunizadas con la bacterina de E.
faecalis. En el dia 18 se observd que en el grupo inmunizado, los niveles de
expresion del gen Mx fueron 2 veces mayor que en el grupo control.
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5.3. Cambios en el perfil de las proteinas séricas de tilapias inmunizadas con la

bacterina de Enterococcus faecalis

Luego de las tres inmunizaciones (dias 1, 8 y 15), a través de la técnica electroforesis
en gel de SDS-PAGE, se encontré una banda alrededor de 95 kDa especificamente en
los peces inoculados con la bacterina de E. faecalis en los dias 4, 11, 18, 23 y 30. La
banda fue identificada como hemopexina mediante espectrometria de masa MALDI-

TOF-TOF (Figura 6).

5.4. Componentes séricos de tilapia identificados por espectrometria de masas

MALDI-TOF-TOF

Otros componentes séricos identificados por protedmica fueron la isoforma X1 de la
fibronectina, la ceruloplasmina, el componente C3 del complemento, la alfa-2-
macroglobulina, la isoforma X1 de la hemopexina, el precursor de la molécula de
adhesion celular relacionada / regulada negativamente por oncogenes (CDON), la
isoforma X1 de la proteina de membrana palmitoilada 3 (miembro 3 de la subfamilia p55
de MAGUK) (MPP3), la serotransferrina, la isoforma X3 de la biotinidasa, 2 isoformas
de la glicoproteina rica en histidina, la proteina 1 de unién a NEDD4, la isoforma 1
homologa a la alfa-1-antitripsina (ATT), las cadenas alfa, beta y gamma del fibrindgeno,
la isoforma X2 del quininégeno-1 (Kng1), factor de elongacién Tu (EF-Tu) de Serratia
spp y Gammaproteobacterias, las proteinas especificas masculina paralogas MSPB y
MSPC, la lipocalina, la subunidad C del subcomponente C1q del complemento (C1qC)

y la apolipoproteina A-l (Figura 7, Tabla S3).
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Figura 6. SDS-PAGE de las proteinas séricas de 19 tilapias machos controles (C) e inmunizados (I) con la bacterina de E. faecalis colectadas
en los dias (D) 4, 11, 18, 2 y 30. M: Marcador de peso molecular. La banda diferencial es sefialada por la fecha roja.
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Figura 7. Identificacion de proteinas séricas de la tilapia (individuos 8C y 10l) por espectrometria de masas MALDI-TOF-TOF en el dia 18.
Individuo 8C: Control. Individuo 10I: Inmunizado. Izquierda: SDS-PAGE de las proteinas séricas y seleccion de 22 bandas. Derecha:
Proteinas séricas caracterizadas en base a los péptidos identificados a lo largo de las bandas. Los numeros en la barra indican la
cantidad de péptidos distintos identificados.
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6. DISCUSION

6.1. Respuesta inmune adaptativa humoral de las tilapias contra Enterococcus

faecalis

La vacunacion se ha convertido en un tratamiento profilactico de rutina para prevenir
diversas enfermedades de los peces en la acuicultura intensiva (Adams, 2019). En el
presente estudio se evalud la eficacia de la bacterina de E. faecalis para inducir la
respuesta inmunitaria adaptativa humoral en la tilapia. La bacterina, generada por la
inactivacion de E. faecalis con formalina, fue capaz de inducir la produccion de
anticuerpos aglutinantes en tilapias inmunizadas contra E. faecalis durante 22 dias,
mientras que en el grupo control no se reportd reaccion de aglutinacion. Las bacterinas
de células enteras muertas por formalina son actualmente las vacunas mas populares
empleadas en peces de piscifactoria, y se ha demostrado que inducen una buena
proteccién contra los patégenos bacterianos en peces (Li et al., 2016, Ramirez-Paredes
et al.,, 2019b). Se alcanzaron niveles altos de anticuerpos, con picos maximos en los
dias 23 y 30 (8 y 15 dias después de la tercera dosis, respectivamente), donde se
reportaron titulos de 9.32. Respuestas inmunitarias similares se han determinado en el
desarrollo de vacunas polivalentes contra infecciones estreptococicas en tilapia,
mediante el uso de cepas inactivadas con formalina, incluida E. faecalis, donde se
calcularon titulos de anticuerpos aglutinantes de 9.38 * 0.49 tres semanas post
vacunacion (Abu-Elala et al., 2019). Ademas, titulos de anticuerpos entre 9 y 11 han
sido considerados relevantes (Abu-Elala et al., 2019, Zhang et al., 2020). Sin embargo,
se debe realizar estudios adicionales como evaluar dosis de vacunacion y adyuvantes,
para lograr una respuesta adaptativa humoral prolongada y una mayor proteccién contra
patégenos de peces (Abu-Elala et al., 2019, Matsuura et al., 2017), ya que la respuesta

inmune inducida por la vacunacion depende del estado fisiolégico del pez, la especie
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bacteriana a partir de la cual se preparan las vacunas, los métodos de preparacion de

la vacuna, la dosis vacunal y la via de administracion de la vacuna (Gudding et al., 2013).

6.2. Evaluacion de la expresion del gen Mx

En este estudio, el pico maximo de expresion del gen Mx en el rindn de tilapias
inyectadas con la bacterina de E. faecalis fue reportado en el dia 18. El efecto protector
temprano de la proteina Mx ha sido establecido in vivo en varias especies de peces en
respuesta a patdgenos virales (Trobridge et al., 2000, Liu et al., 2018, Li et al., 2019) y
bacterianos (Roy et al., 2016). En el pez ciprinido Cirrhinus mrigala, luego de la infeccion
con Aeromonas hydrophila, la expresion del gen Mx en el rifidn alcanzé los niveles mas
altos en el dia 5 y posteriormente se redujo (Roy et al., 2016); y en lubina europea
Dicentrarchus labrax ante la infeccion por Streptococcus iniae, se ha reportado que la
proteina Mx aumento con el tiempo, alcanzando niveles de expresion detectables a las

48 h después de la infeccion (El Aamri et al., 2015).

Por otra parte, nuestros resultados demuestran el efecto protector inducido por la
bacterina de E. faecalis en tilapia, mediante la expresion del gen Mx en el rifién en el
dia 18 (3 dias después de la tercera dosis); sin embargo, la induccién de la expresién
del gen Mx no fue observada en el dia 11 (3 dias después de la segunda dosis), por lo
que reportamos que son necesarias tres dosis de 108 UFC de E. faecalis inactivada para
la protecciéon. Ademas, la bacterina fue administrada solamente con suero fisioldgico
(0.85% de NaCl), por lo que se propone el uso de adyuvantes para potenciar su efecto.
Ya ha sido reportado que las bacterias inactivadas (bacterinas) inducen la expresién del
gen Mx en peces (Acosta et al., 2004, Grasso et al., 2015). Se report6é que una bacterina
de Vibrio anguillarum disponible en el mercado, destinada a la vacunacién por
inmersién, es un potente inductor de la expresion del gen Mx en el salmén del Atlantico
Salmo salar L., sin embargo, la respuesta fue dependiente de la dosis y temperatura

(Acosta et al., 2004). Del mismo modo, se ha demostrado una fuerte induccion del gen
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Mx en los dias 2 y 3, desapareciendo en el dia 6, en el salmén del Atlantico Salmo salar
L., luego de la administracion intraperitoneal de la bacterina de Vibrio anguillarum
(Salinas et al., 2004). Por otro lado, la vacuna inactivada con luz UV administrada por
inmersién contra el patdégeno marino Photobacterium damselae subsp. piscicida

estimulé la expresion del gen Mx en el pez dorado Sparus aurata (Grasso et al., 2015).

Se ha reportado que la transcripcién del gen Mx en infecciones virales esta relacionada
alas glicoproteinas virales (Acosta et al., 2005). En el caso de bacterias Gram negativas,
los componentes bacterianos responsables de la induccion del gen Mx, son el LPS, el
ADN cromosomal y la proteina de membrana externa (Acosta et al., 2004, Bravo et al.,
2011, Bravo et al., 2013, Roy et al., 2016); mientras que en las bacterias Gram positivas
como E. faecalis, son los peptidoglicanos, la hidrolasa de peptidoglicano, los acidos
teicoicos, la capsula, el antigeno polisacarido enterocécico y las proteinas superficiales
bacterianas, los responsables de la expresion de genes relacionados al sistema
inmunitario (Teng et al., 2002, Geiss-Liebisch et al., 2012, Liu et al., 2016, Salamaga et
al., 2017, Wolf y Underhill, 2018, Smith et al., 2019). Lo que conlleva a pensar que E.
faecalis inactivado con formalina mantiene algunos componentes superficiales

bacterianos intactos y son capaces de inducir las respuestas inmunitarias en tilapia.

6.3. Cambios en el perfil de las proteinas del suero e identificacion de

biomarcadores por herramientas proteémicas

La hemopexina (Hx) en los teledsteos generalmente se conoce como proteina de 65
kDa asociada a la aclimatacién a temperatura calida (Wap65) o proteina similar a la
hemopexina de mamiferos, con dos isoformas (Wap65-1 y Wap65-2) y ha sido
estudiada a nivel genético por varios grupos (Chang et al., 2017). La Hx es una
glicoproteina sérica producida principalmente por el higado con alta afinidad por el
hemo. Su funcion principal es participar en el metabolismo del hierro que elimina el hemo

que se libera en el plasma y lo transporta al higado. De igual modo, la hemopexina
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participa en la inflamacién como una proteina de fase aguda y su produccion esta
regulada por las citocinas proinflamatorias (Wicher y Fries, 2010, Diaz-Rosales et al.,

2014, Chang et al., 2017, Kwon y Ghil, 2017, Criscitiello et al., 2019).

El hemo liberado de los eritrocitos dafados, es una fuente de hierro para las bacterias
invasoras, y es altamente téxico debido a su capacidad para catalizar la formacion de
radicales libres. La Hx se une al hemo libre con una afinidad muy alta y, por lo tanto,
protege las células contra la toxicidad del hemo y ayuda a conservarlo, ademas,
secuestra el hemo de los patdégenos, ya que el hemo libre de la circulacion contribuye a

la proliferacion de bacterias (Dooley et al., 2010).

Se ha reportado la hemopexina como un nuevo biomarcador inmune, que se
sobreexpresa durante la infeccion viral (Braceland et al., 2013) e infecciones bacterianas
en el salmén del Atlantico Salmo salar (Tsoi et al., 2004) y la trucha arcoiris
Oncorhynchus mykiss (Bayne et al., 2001). Ademas, se sobreexpresa significativamente
en el higado del pez rape Chanos chanos sometido a estrés hipotérmico e inyeccion con
LPS (Chang et al., 2017) y en rayas amarillas Urobatis jamaicensis después de la
inyeccioén intraperitoneal con una bacterina de Vibrio comercial (Marancik et al., 2013).
Del mismo modo, se ha reportado que la expresion del gen Wap65 (hemopexina) es
inducido por estrés fisiolégico, como el aumento de la temperatura del agua, la
respuesta inmune y la exposicién a metales pesados (Kwon y Ghil, 2017). En el pez
gordo Kumgang Rhynchocypris kumgangensis, ambas isoformas (Wap65-1 y Wap65-
2) han sido reportadas como proteinas multifuncionales que podrian servir como
biomarcadores utiles para evaluar el estrés fisioldgico y las respuestas inmunes

asociadas (Kwon y Ghil, 2017).

Por lo tanto, la hemopexina reportada en este estudio, resulta ser un biomarcador sérico

en las tilapias inducidas con la bacterina de E. faecalis, que responde a estimulos
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inflamatorios y cambian su concentracién en el suero o plasma (Marancik et al., 2013);

constituyendo un biomarcador para caracterizar la respuesta inmune innata.

6.4. Componentes séricos identificados por espectrometria de masas MALDI-

TOF-TOF

Las proteinas séricas de las bandas comunes (presentes tanto en las tilapias

inmunizadas y controles) identificadas en este estudio, se relacionan con la:

i) Activaciéon del sistema del complemento (C3 y C1qC del complemento). Los
componentes C3 y C1q del complemento estan involucrados en la activacion del sistema
del complemento. Mientras que el componente 3 del complemento (C3), impulsa las
funciones efectoras del complemento tanto en la via clasica, la via de la lectina de unién
a manosa y la via alternativa; para eliminar los patdégenos invasores, regular el sistema
inmunitario adaptativo y modificar las propias células, como las células apoptéticas y los
restos celulares, para proteger contra la autoinmunidad (Meng et al., 2019). El
componente C1q es la subunidad de reconocimiento del complejo C1 que se une a las
dianas especificas para la formacion de C1 que activa la via clasica del complemento
de manera dependiente o independiente de inmunoglobulinas (Kojouharova, 2014).
Aunque el C3 fue identificado en individuos inmunizados y controles, el C1qC solamente
fue identificado en el grupo control, esto puede deberse a una baja concentracién de
C19C en el individuo inmunizado con la bacterina de E. faecalis o a una temprana
degradacién de proteinas por una inadecuada conservacion. Estudios adicionales seran

necesarios.

ii) Eliminacion de radicales libres (ceruloplasmina, alfa-2-macroglobulina,
serotransferrina). La adquisicion de iones metalicos por los microorganismos es
fundamental para su supervivencia en el hospedador infectado por el hecho de que
estos iones participan en procesos biolégicos como componentes de metaloproteinas

de bacterias y sirven como cofactores o elementos estructurales de las enzimas. Por lo
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tanto, la ceruloplasmina, serotransferrina, alfa-2-macroglobulina juegan un rol
importante en la eliminacion de radicales libres y en el sistema inmunoldgico innato
siendo proteinas de fase aguda que responden a la reaccién inflamatoria por infeccion
bacteriana (Charlie-Silva et al., 2019). La ceruloplasmina es la principal proteina
transportadora de cobre en la sangre y se ha reportado como una proteina de fase
aguda durante la reaccion inflamatoria por infeccion bacteriana (Charlie-Silva et al.,
2019). En el presente trabajo, se determiné la ceruloplasmina en el grupo inmunizado y
control. La alfa-2-macroglobulina (a-2-M) se une a los iones de hierro, zinc y cobre en
sangre, denominada transcupreina, porque transporta el cobre en el suero por quelacion
de iones de cobre en la sangre humana (Charlie-Silva et al., 2019). Ademas, ha sido
reportada como un importante factor humoral inespecifico en el sistema de defensa de
los animales (Chuang et al., 2013). En nuestro estudio se identifico la a-2-M solamente
en tilapias inmunizadas con la bacterina E. faecalis, en una banda del SDS-PAGE
ligeramente superior a 95 kDa, similar a un reporte donde se identificd la a-2-M en el
plasma de mero Epinephelus spp., con una masa molecular de 97 y 80 kDa en SDS-
PAGE reducida (Chuang et al., 2013). La transferrina es una glicoproteina de union a
hierro que desempefia un papel central en el transporte de hierro entre los sitios de
absorcion, almacenamiento y utilizacion en todos los organismos vertebrados
(Braceland et al., 2013). En los peces, la transferrina tiene un papel importante en el
sistema inmunoldgico innato (Cnaani et al., 2002). En el presente estudio, se determin6
la transferrina en el grupo inmunizado y control, por lo que no fue considerado un
biomarcador, sin embargo, son necesarios estudios adicionales mediante proteémica

cuantitativa.

iii) Modulacion de la respuesta inmune (proteina 1 de unién a NEDD4,
apolipoproteina A-l). La proteina 1 de unién a NEDD4 (N4BP1) de la carpa herbivora
Ctenopharyngodon idella, se ha identificado como un sustrato de la ligasa NEDD4 E3,

y desempefa un papel importante en la respuesta inmunitaria frente a la invasion viral
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(Cai et al., 2014). En este estudio se identifico a la N4BP1 solamente en tilapias
inmunizadas con la bacterina E. faecalis, sugiriendo que podria ser inducida por esta
bacterina. La apolipoproteina A-lI (ApoA-I) es el componente principal de la lipoproteina
de alta densidad (HDL) también llamada “colesterol bueno”, su funcién principal es la
union y transporte de lipidos (Concha et al., 2004; Karan et al., 2020). Ademas, se
conocen otras funciones defensivas antivirales, antimicrobianas y antiinflamatorias
(Villarroel et al., 2007, Whyte et al., 2007). Se ha demostrado que la apolipoproteina A-
| de Cyprinus carpio L., Labeo rohita y Epinephelus coioides muestran actividad
antibacteriana frente a bacterias (Gram negativas y Gram positivas), y propiedades
antivirales (Concha et al., 2004, Wei, et al., 2015 Karan et al., 2020). Ademas, se ha
demostrado su expresién en epidermis, branquias y mucosa intestinal de Oncorhynchus
mykiss, como principal barrera de la defensa primaria en los peces (Villarroel et al.,
2007). Sin embargo, a pesar que su sobreexpresion en tejidos, no se ha evidenciado
diferencias significativas en los niveles plasmaticos de esta proteina en grupos de peces
sanos y enfermos (Villarroel et al., 2007, Wei, et al., 2015, Charlie-Silva et al., 2019). En
el presente estudio, se determiné la apolipoproteina A-l en el grupo inmunizado y
control, por lo que no fue considerado un biomarcador, sin embargo, son necesarios

estudios adicionales mediante protedmica cuantitativa.

iv) Formacion de coagulos (glicoproteina rica en histidina, alfa-1-antitripsina,
fibrinégeno, quininégeno-1). En mamiferos, la glicoproteina rica en histidina (HRG)
posee una estructura de multiples dominios, para unirse a numerosos ligandos y
participar en varios procesos biologicos que incluyen inmunidad, vascularizacion vy
coagulacion (Blank et al., 2008). Ademas, el nivel bajo de la HRG plasmatica ha sido
reportado como biomarcador de la sepsis (Nishibori et al., 2018). La alfa-1-antitripsina
(ATT) suprime las vias de coagulacion al reducir los niveles plasmaticos del complejo
trombina-antitrombina (Wang et al., 2017). En Plecoglossus altivelis “ayu” esta proteina

ha sido identificada como una proteina de fase aguda “positiva” (sus niveles sanguineos
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aumentan en respuesta a la inflamacion) frente a la infeccion bacteriana (Lu et al., 2012).
En el presente estudio, esta proteina fue solamente reportada en el grupo control. Esto
puede indicar una baja concentracion en las tilapias inmunizadas con la bacterina E.
faecalis. El fibrinbgeno es una glicoproteina derivada de hepatocitos que se compone
de dos trimeros, con cada trimero compuesto de tres cadenas polipeptidicas diferentes,
la cadena alfa, beta y gamma (Fish y Neerman-Arbez, 2012). Después de una lesién
vascular, el fibrindbgeno es escindido por la trombina para formar fibrina, que es el
componente mas abundante de los coagulos sanguineos (Mosesson, 2005). Se ha
demostrado que el pez cebra posee ortélogos de las cadenas de fibrindbgeno altamente
conservados, que funcionan de manera similar a los mamiferos mediante la formacion
de un coagulo de fibrina (Vo et al., 2013). Asimismo, se ha reportado en peces y
mamiferos que el fibrinbgeno es una proteina de fase aguda "positiva", es decir, sus
niveles sanguineos aumentan en respuesta a la inflamacion sistémica, lesion tisular y
otros eventos como el cambio de temperatura en los peces (Davalos y Akassoglou,
2012, Dietrich et al., 2018). En este estudio se identificaron las cadenas alfa, beta y
gamma en el grupo inmunizado con la bacterina de E. faecalis y las cadenas beta y
gamma en el grupo control, esto puede deberse a un error en la técnica, ya que se
necesitan las tres cadenas para formar el complejo fibrinbgeno biolégicamente activo
(Fish y Neerman-Arbez, 2012). El quininégeno-1 (Kng1) es un componente del sistema
de coagulacion sanguinea en peces (Dietrich et al., 2018), ademas, en Morone
americana “perca blanca” se ha reportado, que el Kng1 responde a estradiol y, por lo
tanto, pueden ser indicadores utiles de la induccion de estrégenos (Schilling et al., 2015).
En este estudio se identificd el quinindgeno-1 solamente en el grupo control, por lo que
puede sugerirse una baja concentracion en tilapias inmunizadas con la bacterina de E.
faecalis. Estudios adicionales seran necesarios para elucidar la funcién del

quininégenos en tilapias inmunizadas con la bacterina de E. faecalis.
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v) Adhesion celular (la fibronectina, CDON, MPP3). La fibronectina es una proteina
de la matriz extracelular altamente conservada y bien caracterizada que juega un papel
crucial en muchos procesos celulares, como la adhesion celular, migracion, morfologia,
crecimiento y diferenciacion celular (Liu et al., 2003). La molécula de adhesién celular
relacionada / regulada negativamente por oncogenes (CDON) de mamiferos es una
glicoproteina transmembrana conservada que pertenece a un subgrupo de la
superfamilia de inmunoglobulinas de moléculas de adhesion celular. Se expresa en
lineas celulares de mioblastos en proliferacién y diferenciacion, y participa en la
mediacion de los efectos de las interacciones célula-célula entre precursores
musculares que son criticos en la miogénesis (Yoo et al., 2015). En el presente trabajo
se determind el CDON en el grupo inmunizado con la bacterina de E. faecalis. La
proteina de membrana, palmitoilada 3 (MPP3) (miembro 3 de la subfamilia p55 de
MAGUK) es un miembro de una familia de las proteinas asociadas a la membrana
denominadas MAGUK (homologos de la guanilato quinasa asociada a la membrana).
Los MAGUK interactuan con el citoesqueleto y regulan la proliferacién celular, las vias
de senalizacion y las uniones intercelulares. En humanos, se ha reportado que la MPP3
participa en la polaridad de los fotorreceptores (Kantardzhieva et al., 2006). Asimismo,
se ha demostrado que se requiere MPP3 para el mantenimiento del complejo proteico
apical y las uniones adherentes, y para la estratificacion y la migracion adecuada de las
neuronas durante el desarrollo de la corteza (Dudok et al., 2013). Por otro lado, se ha
reportado que MPP3 promueve la migracion e invasiéon de células de carcinoma

hepatocelular (HCC) y por lo tanto la metastasis (Ma et al., 2014).

vi) Metabolismo (biotinidasa). La biotinidasa es una enzima que descompone las
amidas de biotina, liberando biotina y la amina. La biotinidasa puede tener un papel
regulador importante en la funcién de la cromatina / ADN mediante la biotinilaciéon de las
histonas (Wolf, 2005, Sarker et al., 2012). En Ctenopharyngodon idella, los resultados

indicaron que la deficiencia de biotina afectaba la funciéon inmunolégica del rifidn
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anterior, el bazo y la piel de los peces (He et al., 2020). En el presente trabajo se
determiné en el grupo inmunizado y control, por lo que no fue considerado un
biomarcador, sin embargo, son necesarios estudios adicionales mediante protedmica

cuantitativa.

vii) Determinacion del sexo (MSPB, MSPC, la lipocalina). La proteina especifica
masculina (MSP) de la tilapia es un tipo de lipocalina y la estructura de su dominio
sugiere que son portadores de esteroides sexuales y, por lo tanto, influye en la via de la
determinacion del sexo. Asimismo, se ha detectado la MSP por protedmica en bandas
electroforéticas exclusivamente en machos de tilapia sexualmente activos (Shirak et al.,
2012). En los machos dominantes de Sarotherodon galilaeus, se ha observado que los
niveles de la proteina masculina especifica (MSP) puede ser hasta cuatro veces superior
que la concentracién en los hombres sexualmente activos promedio. Se ha sugerido
que el nivel de MSP alcanza un maximo en el momento del desove y también es
detectable en las hembras en este punto, pero en menor concentracion y en algunos
caso indetectable (Shirak et al., 2012). Ademas, existe una correlacion positiva entre los
niveles de MSP en el suero y el comportamiento dominante y agresivo mostrado por los
machos socialmente dominantes, sugiriéndose que la MSP participa en la comunicacion
intra e intergénero (Machnes et al., 2008). Adicionalmente, se han reportado tres tipos
de paralogos MSPA, MSPB y MSPC en diferentes especies de tilapia (Shirak et al.,
2008). En el presente estudio se reportaron las proteinas paralogas MSPB, MSPC con
bandas superiores a 29 kDa. La MSPC fue identificada en el grupo inmunizado y control,
mientras que la MSPB se determiné solamente en el grupo control, sin embargo, la
masa molecular calculada de la MSP secretada es de 22 kDa lo que sugiere que esta
altamente glicosilada (Shirak et al., 2008). La lipocalina esta involucradas en la unién de
pequefias moléculas como los esteroides sexuales (Shirak et al., 2008). La lipocalina
generalmente llevan a cabo funciones de transporte, incluido el transporte de

feromonas, pero también pueden catalizar la sintesis de prostaglandinas (Shirak et al.,
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2012). En varios peces se ha observado la participacion de las lipocalinas en la
determinacion del sexo, la jerarquia reproductiva y el dominio territorial (Shirak et al.,
2012). Las tilapias trabajadas en este estudio son machos fenotipicos, por lo que la
identificacion de MSPB y MSPC concuerdan con los reportes previos sobre la

participacion de estas proteinas en la determinacion del sexo (Shirak et al., 2012).

viii) Proteinas bacterianas (EF-Tu de Serratia spp. y Gammaproteobacterias). El
factor de elongacién térmica inestable Tu (EF-Tu) es una proteina G que cataliza la
union del aminoacil-tRNA al sitio A del ribosoma dentro de las células vivas. El EF-Tu
es una de las proteinas mas abundantes y altamente conservadas en procariotas
(Harvey et al., 2019). En este estudio se identificaron péptidos de la proteina EF-Tu en
el grupo inmunizado y control, los cuales mediante un analisis de homologia en la base
de datos NCBI, se encontré que comparte homologia con las Gammaproteobacterias,
que son una clase de bacterias Gram negativas, con importancia médica, ecoldgica y

estan presentes en una amplia variedad de nichos ambientales (Williams et al., 2010).

Ademas, un péptido identificado en la tilapia del grupo control tuvo homologia con varias
especies de Serratia, que es un género de bacterias Gram negativas, anaerobias
facultativas y baciliformes comunes que habitan en el agua y colonizan el tracto
intestinal. De este modo, se ha reportado, que una Serratia sp., aislada de peces
mediterraneos capturados en la naturaleza, presentd efecto letal cuando se
microinyectaron en Drosophila, mientras que en el pez cebra no caus6é ninguna

enfermedad (Jammal et al., 2017).

Se debe mencionar que las proteinas del precursor de la molécula de adhesion celular
relacionada/regulada negativamente por oncogenes (CDON), la proteina de membrana,
palmitoilada 3 (MPP3) y la proteina 1 de unién a NEDD4, fueron identificadas por
homologia de péptidos por primera vez en tilapia, en base a la homologia con proteinas

de Scleropages formosus, Poecilia mexicana y Mastacembelus armatus;
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respectivamente (Tabla S1). Ademas, la mayor parte de proteinas fue identificada en
base a la homologia de proteinas predichas de la base de datos del NCBI con evidencia
a nivel de transcriptos, pero sin evidencia proteica, por lo que este trabajo aporta
informacion sobre las caracteristicas y funciones de las proteinas reportadas.
Ademas, se demostré la importancia de la espectrometria de masas MALDI-TOF-TOF
para identificar proteinas inmunitarias especificas como biomarcadoras de los peces
inmunizados con E. faecalis. Asimismo, se identificaron proteinas presentes en el suero

de importancia biolégica y que aun no han sido caracterizadas.

Finalmente, se ha utilizado la electroforesis en una dimensién (SDS-PAGE) para el
estudio del perfil protedmico plasmatico en varias especies de peces. Se ha reportado
el uso de la electroforesis en una dimension (SDS-PAGE) acoplada a MALDI-TOF-TOF
o ESI-LC-MS para la identificacion y evaluacién del perfil protedmico de las tilapias
inoculadas con Aeromonas hydrophila (Charlie-Silva et al., 2019), de la trucha arco iris
Oncorhynchus mykiss (Nynca et al., 2014, Morro et al., 2020) y en tiburén nodriza
Ginglymostoma cirratum (Criscitiello et al., 2019). Sin embargo, la electroforesis en una
dimensién (SDS-PAGE) es limitada para el estudio de la expresion génica. Por lo que
sera interesante aplicar la electroforesis bidimensional asociada al uso de marcadores
fluorescentes para la separacion e identificacidon espectrométrica subsecuente

permitiendo un estudio diferencial y comparativo entre peces inmunizados y controles.
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6.CONCLUSIONES

La bacterina de E. faecalis produce una respuesta humoral duradera y con altos titulos

de anticuerpos en tilapias inmunizadas.

La bacterina de E. faecalis induce la expresion del gen Mx en el rifidn de tilapias

inmunizadas con tres dosis.

La bacterina de E. faecalis induce la expresion de la proteina hempexina y otros

biomarcadores séricos relacionados a la respuesta inmunitaria en tilapias inmunizadas.
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7.RECOMENDACIONES

Se sugiere probar dosis adicionales y adyuvantes para lograr una respuesta adaptativa

humoral prolongada y una mayor proteccion contra patéogenos de tilapia.

Se sugiere emplear la electroforesis diferencial bidimensional fluorescente (2D-DIGE)
en gel o el uso de etiquetas isobaricas para cuantificacion relativa y absoluta (iTRAQ 4-
plex) acoplada a espectrometria de masas MALDI-TOF-TOF para un estudio diferencial

y comparativo entre las tilapias inmunizadas y controles.
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9.ANEXOS

Tabla S1. Composicion de los reactivos

Reactivos

Componentes

Solucién salina
fisiolégica (SSF)

Cloruro de sodio (NaCl) 0.85%

Preservante de

acidos nucleicos

Acido etilendiaminotetraacético tri-potasio (EDTA K3) 0.39 M,
Fluoruro sédico ( NaF) 0.33 My Timol (2-isopropil-5-metilfenol)
0.0001 M

Buffer fosfato
salino (PBS)

Cloruro de sodio (NaCl) 137 mM, Cloruro de potasio (KCI) 2.7
mM, Fosfato disddico hepta hidratado (Na2HPO4.7H20) 4.3
mM, Fosfato monopotasico (KH2 PO4) 1.4 mM, pH 7.3.

Buffer con alto

contenido de Urea

Urea 8 M, Dithiothreitol (DTT) 20 mM, 3 - [(3-colamidopropil)
dimetilamonio] -1-propanosulfonato (CHAPS) 4%.

Buffer de carga

Tris 125 mM pH 6.8, Dodecilsulfato sédico SDS 4%, Glicerol
20%, Azul de bromofenol 0.02%, DTT 200 mM

Tripsina 13 ng/uL, Acetonitrilo 10%, Bicarbonato de amonio 10

Buffer Tripsina
mM, agua grado HPLC.
Buffer de . . o
. Acido férmico 5%, Acetonitrilo 100% (1:2v/v).
extraccion
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Tabla S2. Preparacion de gel SDS-PAGE al 12%

Gel de resoluciéon 12% (15 mL)

Gel de apilamiento 5% (5 mL)

Agua bidestilada 5.0 ml Agua bidestilada 3.4 ml
30% Mix acrilamida 6.0 ml 30% Mix acrilamida 0.83 ml
1.5M Tris pH 8.8 3.8 ml 1M Tris pH 6.8 0.63 ml
10% SDS 0.15 ml 10% SDS 0.05 mi
10% APS 0.15 ml 10% APS 0.05 mi
TEMED 0.006 mi TEMED 0.005 mi
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Tabla S3. Proteinas séricas caracterizadas

In PM Ay . Max | Total | Cov. E Iden. Long.| PM .
[+}
N°B | Prot. d. (Da) Péptidos Conf. Especie Score | score | (%) | value | (%) Acces. (aa) | (kDa) Funcion
. XP_019
Fibrone | | 193773 | EPLVEVPLPDA | oq | Oreochromis | 477 | 477 | 400 | *9%E | 400 |212665. Participa en la
. 17 EGR niloticus -05 i
1 ctina 8 1 2452 271.3 adhesion y
(isoform . XP_019 6 migracion
1885.92 | FTDIGPDSALIV Oreochromis 9.00E =
a X1) 66 WEAPR 93.1 niloficus 58.7 | 58.7 100 209 100 212?65. celular.
1520.68 | IEEVSWNYAPT Oreochromis 6.00E XP_003 Es la principal
8 y 99 o 469 | 974 100 ' 100 | 458996. .
16 GR niloticus -05 proteina
Cerulop 1 122.1
2 lasmina XP 003 1073 y transportadora
10 1520.69 | IEEVSWNYAPT 99 Oregchromls 469 | 97.4 100 6.00E 100 | 458996 de cobre en la
67 GR niloticus -05 y sangre.
Impulsa las
funciones
C3 del . XP_019 efectoras del
3 | comple | 8 | #2257 | NTFEYVIGER | 96.9 Orﬁgggg OIS | 367 | 367 | 100 | 0.14 | 100 |203045. | 1657 185"9 complemento
mento 1 para eliminar los
patdégenos
invasores.
Quela iones de
Alfa-2- . XP_019 . .
4 | macrogl | 10| 126980 | EyQHFKVEVR | o9 | Oreochromis | aq3 | 363 | 100 | 02 | 100 |212738. | 1450 | 1606 | hierro, zincy
. 36 niloticus 4 cobre en la
obulina 1 sangre
, XP_019 Participar en el
1975.98 | VHLDAITSDNA Oreochromis 3.00E . .
Hei?:\(;p 07 GNIYAER 99 niloticus 604 | 604 100 209 100 2081998. metagicgﬁ?o del
> | soform | © 1676.82 | VIIGNHFYHFD Oreochromis 5.00E xp 019 | 49 | O19% | eliminando el
a X1) ; 99 g 50.3 | 50.3 100 ' 100 | 208998. hemo que se
47 STK niloticus -06

1

libera en el
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_CAG05640
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_CAG05640
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_CAG05640
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_CAG05640
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_CAG05640
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/CAG05640.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AHCWFDTG016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/CAG05640.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AHCWFDTG016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_005449880.2?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AHEHACH7014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_005449880.2?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AHEHACH7014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_005449880.2?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AHEHACH7014
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_XP_003455581
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_XP_003455581
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_XP_003455581
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_XP_003455581
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_XP_003455581
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003455581.2?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=AHEZZ3C6014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003455581.2?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=AHEZZ3C6014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003455581.2?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=AHEZZ3C6014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_005464293.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=10&RID=AHFFSY2S016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_005464293.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=10&RID=AHFFSY2S016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_005464293.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=10&RID=AHFFSY2S016
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_126221220
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_126221220
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_126221220
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_WP_126221220
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_126221220.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AHFRRNH4014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_126221220.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AHFRRNH4014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_126221220.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AHFRRNH4014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_MBA3563249
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_MBA3563249
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/MBA3563249.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=V61P3DM501R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/MBA3563249.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=V61P3DM501R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_MBA3563249
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_MBA3563249
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/MBA3563249.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=V61P3DM501R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/MBA3563249.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=V61P3DM501R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_XP_003455581
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_XP_003455581
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_XP_003455581
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_XP_003455581
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_XP_003455581
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003455581.2?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=252&RID=AHHZT7TV016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003455581.2?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=252&RID=AHHZT7TV016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003455581.2?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=252&RID=AHHZT7TV016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003455581.2?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=AHJDS8P7016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003455581.2?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=AHJDS8P7016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003455581.2?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=AHJDS8P7016
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003455581.2?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=12&RID=AHJH3A2B016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003455581.2?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=12&RID=AHJH3A2B016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003455581.2?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=12&RID=AHJH3A2B016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003455581.2?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=AHJHUXD1016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003455581.2?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=AHJHUXD1016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003455581.2?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=AHJHUXD1016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003455581.2?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=252&RID=AHHZT7TV016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003455581.2?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=252&RID=AHHZT7TV016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003455581.2?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=252&RID=AHHZT7TV016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_013119750.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=B5Z68DS8016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_013119750.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=B5Z68DS8016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_013119750.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=B5Z68DS8016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/CAP07645.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AHK0XZM0016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/CAP07645.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AHK0XZM0016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/CAP07644.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AHKDZG8J016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/CAP07644.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AHKDZG8J016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/CAP07645.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AHK0XZM0016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/CAP07645.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AHK0XZM0016
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/CAP07645.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AHW8GER6016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/CAP07645.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AHW8GER6016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003446889.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AHWGAEKC016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003446889.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AHWGAEKC016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003446889.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AHWGAEKC016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003446889.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AHWWJJGN014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003446889.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AHWWJJGN014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003446889.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AHWWJJGN014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003446889.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AHWWJJGN014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003446889.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AHWWJJGN014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003446889.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AHWWJJGN014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003448409.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AHXDCBNZ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003448409.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AHXDCBNZ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003448409.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AHXDCBNZ014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AMFJ6W23016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AMFJ6W23016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AMFJ6W23016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/CCF55060.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AMFWDS4W014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/CCF55060.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AMFWDS4W014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=AMG0SFZ5014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=AMG0SFZ5014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=AMG0SFZ5014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/CCF55060.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AMFWDS4W014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/CCF55060.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AMFWDS4W014
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AMFJ6W23016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AMFJ6W23016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AMFJ6W23016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AMHPCNN7016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AMHPCNN7016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AMHPCNN7016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AMHWK37P016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AMHWK37P016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AMHWK37P016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/CCF55060.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AMFWDS4W014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/CCF55060.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AMFWDS4W014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AMFJ6W23016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AMFJ6W23016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AMFJ6W23016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AMHWK37P016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AMHWK37P016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AMHWK37P016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/CCF55060.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AMFWDS4W014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/CCF55060.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AMFWDS4W014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AMFJ6W23016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AMFJ6W23016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AMFJ6W23016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AMHPCNN7016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AMHPCNN7016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AMHPCNN7016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AU1T1ZUT016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AU1T1ZUT016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AU1T1ZUT016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=AU1WUNNC016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=AU1WUNNC016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=AU1WUNNC016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AU24BGG2014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AU24BGG2014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AU24BGG2014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/CCF55060.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AMFWDS4W014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/CCF55060.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AMFWDS4W014
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AMFJ6W23016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AMFJ6W23016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=AMFJ6W23016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=AU2D8RB2014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=AU2D8RB2014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=AU2D8RB2014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AU2FZXCE014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AU2FZXCE014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AU2FZXCE014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AU2JB8K5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AU2JB8K5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AU2JB8K5016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=B5Z3B5JH016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=B5Z3B5JH016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=B5Z3B5JH016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_005458334.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AU2U6UNU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_005458334.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AU2U6UNU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_005458334.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=AU2U6UNU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=B757BZBH016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=B757BZBH016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_003449376.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=B757BZBH016

Invectados Controles

Figura S1. Disefio experimental y mantenimiento de tilapias
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Figura S2. Kits colorimétricos para la medicion de los parametros fisico-quimicos
del agua de cultivo de tilapias.
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Enterococcus faecalis strain AMBO5 genome Enterococcus faecalis 1374 5390 97% 0.0 99.87% CP015998.1
Enterococcus faecalis strain 133170041-3 chromosome, complete genome Enterococcus faecalis 1372 5486 97% 0.0 99.87% CP046108.1
Enterococcus faecalis strain 111540047-1 chromosome, complete genome Enterococcus faecalis 1372 5480 97% 0.0 99.87% CP046111.1
Enterococcus faecalis strain 111540027-2 chromosome, complete genome Enterococcus faecalis 1372 5480 97% 0.0 99.87% CP046112.1
Enterococcus faecalis strain 092160007-3 chromosome, complete genome Enterococcus faecalis 1372 5480 97% 0.0 99.87% CP046113.1
Enterococcus faecalis strain TH4125 chromosome, complete genome Enterococcus faecalis 1372 5490 97% 0.0 99.87% CP051005.1
Enterococcus faecalis strain ES-1 chromosome, complete genome Enterococcus faecalis 1372 5480 97% 0.0 99.87% CP049775.1
Enterococcus faecalis strain JY32 chromosome, complete genome Enterococcus faecalis 1372 5481 9% 0.0 99.87% CP045045.1
Enterococcus faecalis strain L14 chromosome Enterococcus faecalis 1372 5490 97% 0.0 99.87% CP043724.1
M Crtarncncciie fasealic atrain REFFA1 rhramasnme ramnlats asname Fnternrarriiz fasralic 1277 2414 G7% nn QQ 279 rPN4RG12 1

Figura S3. Identificacion de Enterococcus faecalis mediante secuenciamiento del
gen de ARN ribosomal 16S.

Figura S4. Enumeracion de Enterococcus faecalis
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Figura S5. Inyeccion de tilapias con la bacterina de E. faecalis. A: Anestesia de
peces. B: Inyecccion.

Figura S6. Colecta de muestra de tilapia. A: Colecta de sangre por puncion
cardiaca. B: Colecta de suero por centrifugacién de la sangre.
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Figura S7. Ensayo de aglutinacién en placa.
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Figura S8. Ensayo de gPCR

Figura S9. Analisis protedmico por espectrometria de masas MALDI TOF-TOF
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