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PROLOGO

Exmo. St. Presidente da Academia de Farmacia de Galicia,
Ilmos. Académicos/as y Autoridades

familia, amigos, sefloras y sefiores,

En primer lugar quisiera agradecer a los miembros de la
Academia de Farmacia de Galicia por haberme elegido para mi
ingreso en esta Institucién como Académica de Numero. Un agra-
decimiento especial a los académicos D. Tomas Gonzalez Villa, D.
Angel Concheiro Nine y Dfia. Carmen Alvarez Lorenzo que han
avalado y defendido mi candidatura y especialmente al profesor y
companero del Departamento de Microbiologia y Parasitologia D.
Tomas Gonzalez Villa por su ofrecimiento para pronunciar el dis-
curso de contestacion.

El trabajo que se reconoce con mi entrada en la Academia
de Farmacia es fruto del esfuerzo de todos los miembros de nues-
tro grupo de investigaciéon en patologia en Acuicultura de la Uni-
versidad de Santiago de Compostela (USC). Un grupo que se inici6
en la década de los 80 y del cual me siento muy orgullosa tanto en
el plano cientifico como humano. De este grupo salieron muchos
discipulos de los que aprendi y sigo aprendiendo muchas cosas a lo
largo de los afios. Gracias a todos por vuestra confianza y apoyo.

También quiero agradecer a los profesores Isabel Bernardez
Hermida y Benito Regueiro Varela por haberme brindado la opot-



tunidad de iniciar mi carrera investigadora en el Departamento de
Microbiologia y Parasitologia. Un agradecimiento especial al Prof.
Frank Hetrick, mi codirector de Tesis en la Universidad de Mary-
land y quien me introdujo en el mundo de la Patologia de animales
acuaticos durante mi etapa postdoctoral, al Prof. Bob Roberson
experto en inmunologia de peces en la misma Universidad y al
Prof. Jorge Crosa de la Universidad de Oregon con quien me inicié
en las técnicas moleculares de caracterizacion de factores de viru-
lencia de bacterias patégenas de peces. Todos ellos, ademas de
maestros, se comportaron como unos “padres” y que posterior-
mente acogerian a distintos miembros de nuestro grupo.

Quiero hacer extensivo este agradecimiento a todos mis
companeros del Departamento de Microbioloxia y Parasitoloxia de
la USC, a investigadores de distintos grupos de investigaciéon con
los que hemos o seguimos colaborando, tanto de la USC como de
otras Universidades y centros de investigacion nacionales y extran-
jeros as{ como de Empresas del Sector de la Acuicultura y de la
Industria Farmacéutica Veterinaria.

Asimismo, un agradecimiento especial a mi familia a quien
les debo en buena medida lo que soy, y por haber estado siempre

<

ahi cuando la he necesitado. Como decia Umberto Eco “en lo que
nos convertimos depende de lo que nuestros padres nos ensenian en los ratos
perdidos, cuando no estan tratando de ensenarnos ”. A mi hijo David, gra-
cias por tus demostraciones de carifio y orgullo y por tus reflexio-
nes sobre la vida. Desde muy joven, he tenido la suerte de tener a
mi lado a Juan Luis tanto en la vida personal como profesional.
Gracias por tu apoyo y carifio, por tu espiritu alegre y optimista y
por ser de las pocas personas que es capaz de sacarme una sonrisa
en los momentos dificiles.

Es un gran honor y responsabilidad para mi, el suceder en la
medalla nimero 4 de la Academia de Farmacia de Galicia al ilustre



Académico D. José Luis Vila Jato fallecido el 21 de octubre de
2011. Por ello, me gustaria dedicar unas palabras para poner en
evidencia su valfa cientifica y profesional. El Prof. Vila Jato ha sido
Profesor de Farmacia Galénica de la Facultad de Farmacia de la
USC desde 1963, primero como profesor adjunto y desde 1977
hasta 2007 como Catedratico de Farmacia y Tecnologia Farmacéu-
tica. Ha sido Jefe del Servicio de Farmacia del Hospital Clinico
Universitario de Santiago (1974-2007), Vocal del Ministerio de Sa-
nidad en la Comisién Nacional para el Uso Racional del Medica-
mento (1993-1997), Vicepresidente de la Real Farmacopea
Espanola (1995-2001), Vocal del Ministerio de Educacién y Cien-
cia en la Comisiéon Nacional de la Especialidad de Farmacia Hospi-
talaria (1989-1997) y Vocal del Comité Cientifico Asesor del
Programa Nacional de Investigaciéon y Desarrollo Farmacéutico del
Ministerio de Industria (1989— 2002).

En cuanto a su actividad investigadora el Prof. Vila Jato ha
sido especialista en Biofarmacia y Farmacocinética, Tecnologia
Farmacéutica y Sistemas de Liberacion de Farmacos, interviniendo
en mas de 20 proyectos de investigacién del Ministerio, F.L.S., Xun-
ta de Galicia y diversas industrias farmacéuticas nacionales y ex-
tranjeras. En relacion con esta actividad ha dirigido 30 Tesis
Doctorales y es autor de mas de 230 trabajos de investigacion y 5
patentes. Ha sido Presidente o Vocal de Comités Cientificos de
diferentes Congresos Nacionales e Internacionales de Farmacia
Hospitalaria y de Tecnologia Farmacéutica, miembro de numerosas
Sociedades Cientificas tanto de ambito nacional como internacio-
nal, Académico Correspondiente de la Real Academia de Medicina
y Cirugia de Murcia y Académico Correspondiente de la Real Aca-
demia Nacional de Farmacia.






1. DISPONIBILIDAD MUNDIAL DE PRODUCTOS
ACUATICOS

Los productos acuaticos son una de las fuentes mas impot-
tantes de proteina animal en el mundo. Segun la FAO, en los dlti-
mos anos el pescado ha supuesto el 16,7% de la ingesta de proteina
animal mundial. Una racién de 150 g de pescado provee entre el 50
y 60% de las necesidades proteicas diarias de un adulto, ademas del
valor de sus acidos grasos esenciales omega-3, vitaminas (D, A y B)
y minerales.

La acuicultura y pesca son dos actividades que han hecho
frente al reto de la creciente demanda de productos acuaticos sanos
y nutritivos. Sin embargo, mientras las capturas mundiales de la
pesca extractiva se han estabilizado en los ultimos 20 afios en torno
a los 90 millones de toneladas anuales, la produccién mundial de
acuicultura no ha parado de crecer en esos anos llegando a producir
106 millones de toneladas en 2015 y por tanto superando a la pro-
duccién de la pesca en 12 millones de toneladas (FAO, 2016;
APROMAR, 2017) (Fig. 1).
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Figura 1. Evolucién de la produccién acuicola mundial (acuicultura y
pesca) en el periodo 1951-2015 (FAO, 2016; APROMAR, 2017).

La Acuicultura se puede considerar la ganaderfa con mayor
proyeccién de futuro. Tiene a su favor que el 70% de la superficie
del planeta es agua, que los animales acudticos son mas eficientes
convertidores de alimento que los vertebrados terrestres y que sus
tasas de reproduccion son varios 6rdenes de magnitud superiores a
la de estos.

El conocimiento generado y la innovacion tecnologica apli-
cada en los dltimos afnos en la acuicultura ha sido crucial para mejo-
rar esta actividad y posibilitar un crecimiento interanual en torno al
5%, que es el valor estimado para garantizar de forma ética y res-
ponsable el alimento en 2050.
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Aunque se realiza acuicultura en practicamente todos los
paises del mundo, hay que tener en cuenta que la acuicultura es una
actividad especializada en la que unicamente los paises que apues-
tan estratégicamente por ella, logran avances reales. Los 10 princi-
pales paises productores de acuicultura en el mundo produjeron en
el 2015 el 95% de la produccién mundial. Como se observa en la
tabla 1, el mayor desarrollo de esta actividad esta ocurriendo fun-
damentalmente en paises en vias de desarrollo como es el caso de
muchos paises asiaticos (China, Indonesia, India), con una acuicul-
tura menos tecnificada y predominando la acuicultura intensiva
tradicional, y en menor medida en paises desarrollados como No-
ruega y Chile (que ha pasado a ocupar la 11* posicién). Entre las
especies producidas en los paises asiaticos destacan la tilapia del
Nilo, la carpa, el langostino blanco y algas como Eucheurma y lami-
naria japonesa, mientras que Noruega y Chile destacan por la pro-
duccion del salmoén del Atlantico y del Pacifico.

Si la Unién Europea la consideramos como una unidad, su
produccion de acuicultura se situarfa en 9° lugar, entre Noruega y
Egipto con 1.301.482 toneladas anuales. Espafa ocupa la posicién
22 con 0,29 millones de toneladas siendo las principales especies
producidas el mejillon, lubina, dorada, trucha arcoiris y rodaballo,
destacando en los dltimos afios el cultivo del lenguado.
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Tabla 1. Principales paises productores de acuicultura por toneladas
anuales en 2015 (FAO, 2016; APROMAR, 2017).

China 61.536.375
Indonesia 15.649.311
India 5.238.019
Vietnam 3.450.200
Filipinas 2.348.159
Bangladesh 2.060.408
Corea del Sur 1.676.489
Noruega 1.380.890
Egipto 1.174.831
Japon 1.103.235
TOTAL 10 PRALES. PRODUCTORES 95.617.917
RESTO DE PAISES 10.386.267
TOTAL MUNDIAL 106.004.184
Espana 289.821

En relacion con el valor de la produccién en primera venta
(tabla 2), aunque entre los 10 principales paises productores se
encuentran también paises asiaticos, Chile y Noruega suben varios
puestos en la lista debido al mas alto valor de las produccion de
salmon. Espafia descenderfa al puesto 31° con un valor de produc-
ci6n de 407 millones de euros debido al bajo valor de la produccién
del mejillon.
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Tabla 2. Principales paises productores de acuicultura por valor de la
produccion anual en 2015 (FAO, 2016; APROMAR, 2017)

China 63.378
India 8.365
Indonesia 7.019
Chile 6.810
Vietnam 5.491
Noruega 4.659
Bangladesh 4.120
Japon 3.501
Tailandia 1.880
Ecuador 1.843
TOTAL 10 PRALES. PRODUCTORES 107.064
RESTO DE PAISES 23.315
TOTAL MUNDIAL 130.380
Espana 407

1.1. Potencial de la acuicultura europea

Europa cuenta con unas condiciones ambientales, fisicas y
oceanograficas idoneas para la acuicultura. Ademas, los estados
miembros de la UE son lideres en tecnologia e investigacion, po-
seen recursos humanos bien formados y el tejido empresarial de la
acuicultura europea dispone de los conocimientos y medios técni-
cos para ser una actividad sostenible desde el punto de vista me-
dioambiental ofreciendo productos sanos, seguros y de calidad.
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Esta claro que las normas exigentes regulatorias de la UE
destinadas a garantizar que los productos de la acuicultura sean
todo lo seguros que un alimento pueda llegar a ser, que el entorno
natural de su produccién sea respetado escrupulosamente, que los
trabajadores tengan unas condiciones de trabajo seguras y motiva-
doras, y que se haya cumplido con el bienestar de los animales en
cultivo, ofrecen un valor afiadido que se debe difundir a la socie-

dad.

Sin embargo, las excesivas normas regulatorias en materia
ambiental y de concesiéon de espacios ha propiciado que la acuicul-
tura europea lleve practicamente estancada en la ultima década.
Esto ha hecho que Europa dependa de importaciones de pescado
para satisfacer la creciente demanda de alimentos acuaticos. En
muchos casos estas importaciones provienen de paises asiaticos en
donde las regulaciones en términos de seguridad alimentaria e im-
pacto ambiental son muy laxas.
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2. SITUACION ACTUAL DEL USO DE AGENTES
QUIMIOTERAPICOS EN ACUICULTURA

En la acuicultura, como en cualquier actividad biolégica in-
tensiva, las enfermedades infecciosas son un factor limitante de la
produccion. Para controlar muchas de las patologfas, hasta la déca-
da de los afios 80 se ha hecho un uso elevado de agentes quimiote-
rapicos. Estos tratamientos pueden tener un impacto negativo en el
medio acuatico, en la salud humana y en la confianza del consumi-
dor hacia los productos de la acuicultura. Como consecuencia, la
expansion de la acuicultura comercial ha llevado consigo un desa-
rrollo de programas de prevencion de enfermedades, las cuales
contribuyen a la sostenibilidad de la produccion.

En la actualidad, los datos sobre la cantidad de antibidticos y
otros agentes quimioterapicos usados en acuicultura por los dife-
rentes pafses son escasos ya que su uso depende de regulaciones
locales, las cuales varfan ampliamente. En Europa, Norte América
y Japoén, las regulaciones en el uso terapéutico de antibiéticos son
estrictas y el nimero de compuestos permitidos para su uso en
acuicultura es muy reducido existiendo ademas una estricta norma-
tiva en cuento al “Limite Maximo de Residuos” (LMR) permi-
tido de cada compuesto en la carne de los animales (expresado en
ug/kg musculo o musculo+piel) para que sean aptos para el con-
sumo y al “Tiempo de Supresion” (TS) (expresado en gra-
dos/dfa) necesatio para su salida al mercado después de un
tratamiento. De los antimicrobianos permitidos en acuicultura en
Europa (tabla 3) los mas empleados en la actualidad en los paises
desarrollados son amoxicilina, oxitetraciclina y florfenicol.

17



Tabla 3.- Compuestos autorizados y prohibidos (antibidticos y antipara-
sitarios) para el tratamiento de enfermedades en Acuicultura (Legislacién

Europea)

COMPUESTOS COMPUESTOS
AUTORIZADOS PROHIBIDOS
(LMR establecidos)

Ampicilina Cloranfenicol
Amoxicilina Nitrofuranos
Oxitetraciclina Dimetridazol
Trimetoprim-sulfametoxazol Metronidazol
Flumequina
Acido oxolinico
Florfenicol

Es importante mencionar también que en Europa, ademas
de la estricta normativa en el uso terapéutico de antimicrobianos en
acuicultura, desde el afilo 2001 esta prohibido el uso no terapéutico
de antibiticos en animales (ya sea como profilacticos o como
promotores de crecimiento).

Esta situacién no ocurre en el caso de paises desarrollados
como Estados Unidos en donde no fue hasta el afio 2015 cuando la
legislacion obligd a que todos los antibidticos de uso animal fuesen
prescritos por veterinarios y a eliminar de las etiquetas el término
“puede ser usado como promotor de crecimiento”. Desgraciadamente, esto
no ha impedido que algunos compuestos sigan usandose con este
proposito alegando que el objetivo serfa meramente de prevencion
de enfermedades.

A pesar de todo, la estima de las cantidades de antibioticos
usados en acuicultura en paises desarrollados en comparacion con las
empleadas en ganaderfa, agricultura y clinica humana permite eviden-
ciar que el consumo anual de antibiéticos en acuicultura representa

menos del 1% del consumo global (Hollis & Ahmed, 2013) (Fig. 2).
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Figura 2. Estima del consumo anual de antibidticos en acuicultura,
ganaderfa, agricultura y clinica humana en Estados Unidos (Hollis &
Ahmed, 2013).

Sin embargo, como ya se ha mencionado, alrededor del 90%
de la produccién mundial de acuicultura se realiza en paises en vias
de desarrollo en donde no existen estrictas regulaciones en el uso
de antimicrobianos (Rico et al., 2012). Es en esos paises en donde
radica principalmente el problema del aumento de bacterias resis-
tentes a antibiéticos en los productos de acuicultura y en los am-
bientes acuaticos donde se cultivan.

Es conocido que las bacterias pueden adquirir resistencia a
antibiéticos por mutacién o por transferencia horizontal de genes
en el medio mediante los procesos de transformacién, transduccioén
o conjugacion. En esta transferencia horizontal los genes se inser-
tan en elementos genéticos moviles (i.e., plasmidos, transposones)
que la célula replica con su genoma principal. Por ello, esta transfe-
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rencia horizontal de genes es el principal motor de la difusion de
resistencias a antibidticos.

El estudio del resistoma (el conjunto de todos genes de resis-
tencia en una poblacién microbiana) mediante metagenémica fun-
cional ha demostrado que el intercambio frecuente de estos genes
entre distintas especies y ambientes ha favorecido la propagacion de
genes de resistencia desde animales de granja (ganado, peces...) a
humanos y viceversa, ya sea directa o indirectamente a través de
bacterias del suelo o del agua (Dantas & Sommer, 2014; Wats et al.,
2017) (Fig. 3). Como ejemplo de este flujo bidireccional es el hecho
de que bacterias patégenas de animales acuaticos pertenecientes a los
géneros Aeromonas, Photobacterinm y 1 ibrio comparten genes de resis-
tencia con patégenos humanos tales como Escherichia coli, Klebsiella
spp, Yersinia pestis, Salmonella enterica y 1ibrio cholerae (Furoshita et al.,
2003; Cabello et al., 2013; Dubert et al., 2016).

X
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Figura 3.- Flujo de bacterias resistentes entre diferentes hospedadores
(Dantas & Sommer, Inv. Ciencia, 2014)
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Por tanto, el problema de la resistencia a antibioticos es un
fenéomeno global ya que las relaciones entre las personas, animales
y el medio ambiente facilitan la propagaciéon de las bacteria resis-
tentes de un hospedador a otro.

Concretamente, este afilo la OMS ha alertado de este hecho
y como parte de sus actividades para combatir el creciente proble-
ma mundial de la multirresistencia ha publicado la lista de bacterias
patogenas resistentes a los antibidticos mas peligrosas para la salud
humana. La lista tiene por objeto animar a los gobiernos a que es-
tablezcan politicas que incentiven la investigacién en el descubri-
miento de nuevos antibidticos. La OMS también alerta de que para
luchar contra la resistencia, tiene que haber una mejor prevencion
de las infecciones tanto humanas como animales y un uso racional
de los antibiéticos ya existentes y de cualquier nuevo compuesto
que se desarrolle en el futuro.
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3. PREVENCION DE ENFERMEDADES EN
ACUICULTURA

Las enfermedades en acuicultura son el resultado final de la
interaccién entre un agente infeccioso, el hospedador y el medio
ambiente (Snieszko, 1974) constituyendo el denominado “triangulo
de salud” (Fig. 4). Cuanto mayor sea el area de interseccion entre
los tres circulos mayor seran las consecuencias de la enfermedad en
términos de morbilidad y mortalidad de los animales acuaticos.

PATHOGEN

DISEASE

Figura 4. Interaccion entre hospedador, agente patdégeno y medio am-
biente (triangulo de salud) (Snieszco, 1974).

Ademas, a diferencia de los animales terrestres, son muchas
las fuentes de infeccién por las cuales los microorganismos patdge-
nos pueden acceder a los animales acuaticos en cultivo ya sea direc-
ta o indirectamente (Fig. 5).
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Figura 5. Diferentes fuentes de infeccion por las cuales los microorga-
nismos patégenos pueden acceder a los peces en cultivo

Existen una serie de medidas generales de prevencion o de
bioseguridad que todo piscicultor debe implementar en cualquier
sistema de cultivo y que estan basadas en la actuacion sobre el cita-
do “triangulo de salud” de los peces (patégeno, hospedador, medio
ambiente) incluyendo las distintas fuentes de infeccion. Estas me-
didas tienen como finalidad reducir la presion de infeccién o mejo-
rar los factores ambientales que pueden influir en la resistencia de
los peces a enfermedades. Entre estas medidas se pueden citar :

e Adecuada manipulacién y mantenimiento de las instalaciones.

e Control de la calidad sanitaria del agua y sedimentos de la zo-
na de cultivo.

e Control de la alimentacion (larvas y adultos)

e Control de las importaciones y movimientos interregionales
de peces y huevos

24



e Deteccion de portadores asintomaticos de patogenos
e Modificacion de las condiciones fisico-quimicas de cultivo

e Control de animales salvajes ictiofagos que pueden actuar
como vectores de patogenos

Ademas de estas medidas generales de bioseguridad en acuicul-
tura, es aceptado que la prevencion basada en la estimulacién del
sistema inmune mediante el uso de vacunas es un factor crucial
para la salud de los peces y por tanto para el desarrollo de la indus-
tria de la acuicultura.
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4. VACUNACION EN ACUICULTURA

4.1. Desarrollo histérico de la vacunacioén: los primeros afios

La primera descripcion de prevencion de enfermedades
usando vacunas se remonta a 1938 por Snieszko et al., quienes des-
cribieron que las carpas podfan desarrollar inmunidad mediante la
inyeccion de células muertas de Aeromonas punctata (ahora Aeromonas
hydrophila) (Fig 6). Sin embargo estos autores dudaban de que este
método pudiera ser aplicado en el futuro ya que “Esta aproximacion
es demasiado complicada y consume mucho tiempo para aplicarse a la produc-
cion en gran escald’. Esta publicacion fue escrita en polaco lo cual
redujo su difusién (ver Revisiones de van Muiswinkel, 2008 y Gud-
ding & van Muiswinkel, 2013).

El primer trabajo en inglés sobre uso de vacunas se debe a
Duff en 1942 (Fig. 6) quién demostr6 proteccion frente Aeromonas
salmonicida, agente causante de la forunculosis, en truchas inmuni-
zadas tanto por inyeccién como por via oral.

Figura 6.- Stanislas Snieszko (1902-1984)(izquierda) y David Duff (1901-1976)
(derecha), pioneros en los estudios de vacunaciéon en Acuicultura (Fuente:
W.B.van Muiswinkel, 2008).
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Sin embargo, durante los primeros 20 anos después de la 11
Guerra mundial el interés por el desarrollo de vacunas efectivas
para peces disminuyo y este desinterés en inmunoprofilaxis fue
debido a la disponibilidad de antibidticos y quimioterapicos que
eran efectivos para el control de patégenos bacterianos y que po-
dian emplearse sin restriccion alguna . Este periodo constituy6 la

lamada “era de la quimioterapia en acuicultura”.

El desarrollo de resistencia a quimioterapicos en ciertos pa-
togenos, el reconocimiento de la importancia de enfermedades
virales en acuicultura, y la preocupacion de que ciertos antibidticos
usados en acuicultura podian ser perjudiciales para la salud humana
y animal, llevé a finales de los afios 60 y principios de los 70 a un
resurgimiento de los estudios de vacunacién. No fue hasta finales
de los afos 70 cuando se demostrd que la vacunacion de los peces
por bafio podia ser otro método efectivo de inmunizacién basado
en la incorporacion de antigenos a través de las branquias, piel y
linea lateral de los peces (Horne et al., 1982, Smith, 1982).

Al mismo tiempo que resurgian los estudios de vacunacioén
en los afios 70 y 80, se producian grandes avances en el conoci-
miento del desarrollo del sistema inmune de peces y de la induc-
ciéon de la respuesta humoral y celular en peces vacunados. Es
decir, se comenz6 a ver a los peces como animales vertebrados
desde el punto de vista inmunolégico. Asi, en esta época, se co-
menzaron a incluir en estudios de inmunologia y vacunacién dife-
rentes especies de peces y a investigar el papel de factores
ambientales como temperatura y estrés en la respuesta inmune de
dichos peces (Snieszko, 1974; Avtalion, 1981)

Como resumen de los hitos alcanzados en inmunologia de
peces entre los anos 70 y 90 (van Muiswinkel et al., 1985; van
Muiswinkel, 1995; van Muiswinkel & Nakao 2014) y que fueron
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cruciales para el desarrollo de estrategias de vacunacién podemos
citar:

e [Fxistencia de diferencias en maduracion del sistema in-
mune de peces entre diferentes especies de teledsteos.

e Demostracion de que la respuesta humoral y celular de
los peces, al igual que otros vertebrados, muestra las ca-
racteristicas de especificidad y memoria.

e Demostracién de que la duraciéon de inmunidad y el
desarrollo de memoria inmunolégica incrementa con la
edad de los peces.

e LHxistencia de una clara influencia de factores ambienta-
les (temperatura, dieta y estrés) en la respuesta inmunol6-
gica de los peces.

En la actualidad, esta ampliamente aceptado que en peces
salmonidos el sistema inmune esta mucho mas desarrollado en el
momento de la eclosién comparado con especies estrictamente
marinas en donde las larvas recién eclosionadas presentan un sis-
tema linfoide muy inmaduro y no es hasta 70-100 dias post-
eclosiéon cuando empiezan a ser inmunocompetentes (Zapata et al.,
2006; Mutoloki et al., 2014) (Fig. 7). Por lo tanto, la vacunacién en
peces marinos a edades muy tempranas va a implicar normalmente
una o varias revacunaciones.
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Figura 7. Diferencias en el desarrollo del sistema inmune entre peces
salmoénidos y peces estrictamente marinos.

4.2. Auge de la Vacunacion

El auge de la vacunacién en acuicultura se inicia con el regis-
tro y comercializacién de las primeras vacunas para peces salmoni-
dos. En concreto, en 1976 se registré la primera vacuna frente a
Yersinia ruckeri causante de la enfermedad de la boca roja en trucha
(Tebbit et al., 1981), y en los afios 80 comenzaron a introducirse
vacunas para salmoénidos en agua de mar frente a [77brio anguillarum,
y posteriormente frente a Aeromonas salmonicida y Aliivibrio salmonici-
da (antes 1ibrio salmonicida), empezando en los afios 90 a emplearse
por vez primera adyuvantes oleosos a escala comercial (Newman,

1993).

A partir de los afios 90, la rapida transferencia de los progre-
sos clentificos en practicas aplicables al sector ha hecho que la va-
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cunacion se haya convertido en una parte importante en el desarro-
llo mundial de la acuicultura especialmente en los paises desarrolla-
dos. El desarrollo e introduccion de vacunas polivalentes en
acuicultura a finales de los afios 90, ha supuesto un avance muy
importante en el disefio de programas de vacunaciéon en el cultivo
de peces de importancia econémica (Toranzo et al., 2017).

Un ejemplo claro como la incorporaciéon de programas de
vacunaciéon en la acuicultura ha llevado consigo un descenso consi-
derable en el uso de antibioticos con el consecuente aumento sos-
tenible de la produccién, es el cultivo de salmoén atlantico en
Noruega (Hastein et al., 2005) (Fig. 8).
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Figura 8. Relacion entre el uso de antibiticos, vacunas y produccion del
salmoén atlantico en Noruega (Hastein et al., 2005).

A pesar de los efectos adversos de los primeros adyuvantes
oleosos basados en aceites minerales tales como adherencias de
organos internos, formacion de depositos de melanina, necrosis,
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granulomas, disminucién del indice fagocitario, disminucién el cre-
cimiento, etc (Midlyng et al., 1996; Aunsmo et al., 2008), en aque-
los afos “/a eficacia en la prevencion de las enfermedades fue considerada mis
importante que el bienestar animal tanto por las autoridades, como por la pro-
pia industria y los consumidores”.  Esta idea ha cambiado especialmen-
te a partir de los primeros afios del siglo XXI, con la introduccién
de exigentes normas sobre el bienestar animal, lo cual ha propicia-
do la busqueda de nuevos adyuvantes que minimicen dichos efec-
tos adversos. Los mas empleados en la actualidad en acuicultura
son los adyuvantes oleosos basados en aceites no minerales.

El éxito de la acuicultura de salmonidos, estimuld el cultivo
de peces estrictamente marinos como dorada, lubina, rodaballo y
lenguado en los paises mediterraneos, lo que llevé aparejado la apa-
ricién de problemas patologicos. Asi, a partir de mediados de la
década de los 80, nuestro grupo de investigaciéon se centrd en el
desarrollo de medidas de prevenciéon y control de los principales
agentes causantes de pérdidas econémicas en la acuicultura marina
sin olvidar los cultivos tradicionales de trucha en agua dulce. Para
ello ha sido necesario una caracterizacién fenotipica y molecular de
los agentes causales y un estudio de sus mecanismos de virulencia
(la base genética del proceso infeccioso).

Entre los ejemplos de desarrollo de vacunas de éxito en
acuicultura llevado a cabo por nuestro grupo desde la década de los
90 hasta la actualidad, en muchos casos en colaboracién con gru-
pos de Inmunologia y Tecnologia Farmacéutica de la USC asi co-
mo personal de las empresas del Sector de la acuicultura y de la
Industria Farmacéutica Veterinaria, se puede mencionar:

e Vacuna anti Vibrio anguillarum (GAVA-3) para rodaballo
(Control de vibriosis). Patente 2135355 (Santos et al., 1991; Es-
tévez et al., 1994; Toranzo et al., 1997)
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Vacuna anti Pasteurella piscicida (DI-92) para dorada
(Control de Pasteurelosis). Patente 2115550 (Magarifios et al.,
1994 a, b)

Vacuna anti Streptococcus (ET-2) para rodaballo (Control
de Estreptococosis). Patente 2115551 (Toranzo et al., 1995;
Romalde et al., 1990)

Vacuna anti Flexibacter maritimus (FM-95) para rodaba-
llo (Control de flexibacteriosis marina). Patente 139549 (Santos
et al., 1999; Toranzo et al., 2005)

Vacuna anti Lactococcus garvieae (LG) para trucha (con-
trol de la lactococosis). Patente 2224864 (Romalde et al. 2004;
Ravelo et al., 2000)

Procedimiento de obtencion de la vacuna anti-
Pseudomonas anguilliseptica (PA-Vac) para la prevencion
de la pseudomoniasis en dorada. Patente 2321791 (Romalde
et al., 2005)

Procedimiento de obtencion de la vacuna anti-
Edwardsiella tarda (EAT) para la prevencién de la edward-
siellosis en rodaballo. Patente 2321787 (Castro et al., 2008)

Estas vacunas son todas formulaciones inactivadas acuosas

o adyuvantadas para su empleo por bafio o por inyeccién intraperi-

toneal (ip). Este tipo de vacunas muertas siguen representando el

principal tratamiento profilactico utilizado en la acuicultura mun-

dial especialmente en la prevenciéon de enfermedades bacterianas

debido a la buena relacién coste/beneficio, segutridad para los ani-

males y para el medio ambiente.
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Otro tipo de vacunas inactivadas son las vacunas de
subunidades o vacunas recombinantes que consisten en la ex-
presién de proteinas especificas inmunogénicas del patdgeno en un
vector recombinante. Esto exige identificacién previa mediante
técnicas de gendmica e inmunoprotedomica del componente del
patogeno que induce la mejor proteccion en el pez. En cuanto a la
eleccion del vector, esta dependera de la facilidad para obtener “i
vitro” grandes cantidades de la proteina heterdloga, de la facilidad
de manipulacién del vector y de la capacidad para expresar la es-
tructura conformacional de la proteina antigénica. Estas vacunas
tienen la desventaja de que necesitan dosis altas del antigeno vy
siempre en combinacién con adyuvantes.

Aunque se han empleado en acuicultura diferentes sistemas
de expresion con buenos resultados en condiciones de laboratorio,
sO0lamente se ha comercializado dos vacunas recombinantes:

e Frente al virus de la Necrosis Pancreatica Infecciosa
(IPNV) de salménidos constituida por la proteina de la
capside VP2 expresada en Escherichia coli (Ramstad et al.,
2007) (Pharmaq, ZOETIS). Se utiliza principalmente en
preparaciones polivalentes junto a vacunas bacterianas inac-
tivadas.

e Frente a la Anemia Infecciosa del Salmén (ISAV) cons-
tituida por la hemaglutinina y neuraminidasa de la envoltura
viral expresadas en levaduras (Falk, 2014) (Blueguard ISA,
Virbac-Centrovet). Se presenta tanto en emulsion inyectable
como para uso oral.

Recientemente, miembros de nuestro grupo en colaboracion
con investigadores de la Univ. de A Corufia han desarrollado y
patentado una vacuna recombinante constituida por la proteina
receptora del complejo Ferri-piscibactina (Lemos et al., 2016; Pa-
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tente ES2549702B1) que forma parte del mecanismo de captacion
del hierro del patégeno de dorada, lubina y lenguado Photobacterium
damselae subsp. piscicida y que constituye uno de los factores de viru-
lencia mas importante en esta bacteria (Balado et al., 2013; Osorio
et al., 2015). En la actualidad se esta evaluando su futura aplicacion
para la mejora de las composiciones inmunogénicas ya existentes
para prevenir la fotobacteriosis en cultivos marinos

4.3. Nuevos retos en Vacunacion en Acuicultura

Una vacuna ideal deberia inducir una buena respuesta in-
mune humoral y celular proporcionando protecciéon durante todo
el ciclo de produccién de los peces. Sin embargo, las vacunas con-
vencionales inactivadas inducen principalmente inmunidad humo-
ral y una muy baja o nula inmunidad celular lo cual no es suficiente
para el caso de muchos patégenos intracelulares (tanto bacterias
como virus). Para intentar solventar estos inconvenientes se han
desarrollado las vacunas vivas y las vacunas ADN que constitu-
yen nuevos retos en vacunacion en acuicultura (tabla 4), a pesar de
sus restricciones legales especialmente en Europa. Dentro de las
vacunas vivas debemos diferenciar el uso de las vacunas vivas ate-
nuadas de las vacunas vivas constituidas por cepas ambientales no
patogenas.

4.3.1. Vacunas Vivas Atenuadas

Las vacunas vivas inducen inmunidad celular, humoral lo
cual contribuirfan a una protecciéon duradera sin necesidad del uso
de adyuvantes evitando la necesidad de posibles revacunaciones.
Ademas, en la mayoria de los casos inducen también inmunidad
mucosal por lo que serfan adecuadas para su uso por bafio en peces
de pequefio tamafio en donde el método de inyeccién es impracti-
cable.
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El uso de vacunas vivas en acuicultura es una estrategia
apropiada si los riesgos potenciales para peces, medio ambiente y
personas son muy bajos o despreciables. Por tanto, es necesario
documentar cientificamente la ausencia de capacidad de reversion
de virulencia y la ausencia de plasmidos y/o elementos genéticos
transmisibles que codifiquen resistencias a antibidticos. Un pro-
blema en el desarrollo de las vacunas vivas es que en muchos casos
las persistencia de las cepas mutantes en el hospedador es muy cor-
ta (24-72 horas) lo cual no es suficiente para generar una inmuni-

dad adecuada.

Entre las estrategias de atenuacioén de la virulencia mas em-
pleadas para el desarrollo de vacunas vivas en acuicultura se en-
cuentran la mutagénesis quimica y la obtenciéon de mutantes
mediante modificacion genética

Mutagénesis quimica

La estrategia mejor conocida y exitosa de mutagénesis qui-
mica es el uso de rifampicina, un antibidtico que inhibe la RNA
polimerasa dependiente del ADN y que tipicamente resulta en la
formacién de un lipopolisacarido modificado en la membrana ex-
terna de la pared de bacterias Gram negativas. Usando esta estra-
tegia se ha desarrollado la primera vacuna viva permitida en
Acuicultura en USA para la prevencion de la septicemia entérica de
ictalaridos causada por al bacteria Edwardsiella ictaluri (Shoemaker et
al., 1999) la cual producia unas pérdidas anuales de 60 millones de
doélares en el sureste de los Estados Unidos. Esta vacuna, Aqua-
Vac-ESC, es efectiva por bafio administrada en peces entre 7 y 15
dias post-eclosién. En la actualidad, se estan llevando a cabo estu-
dios de campo con el fin de obtener la licencia para uso comercial
de una vacuna viva similar pero administrada por via oral como
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método de revacunacién en juveniles de pez gato (Wise et al., 2015;
Grenway et al., 2017).

Empleando la misma estrategia se desarrollé y autorizé en
USA la vacuna para la prevencion de la enfermedad de la columna
(AquaVac-COL) en el pez gato causada por Flavobacterinm columnare
(Shoemaker et al., 2011). Estas vacunas vivas estan siendo comer-
cializadas por Merck Animal Health (antes Intervet/Shering
Plough) (tabla 4).

Obtencion de cepas atenuadas por modificacion genética

Los métodos moleculares empleados para generar cepas
mutantes atenuadas estan encaminados a la alteracién (inactivacion)
o delecion de genes implicados en rutas metabdlicas esenciales para
la supervivencia el patégeno dentro del hospedador o para la ex-
presion de factores de virulencia (Shoemaker & Klesius, 2014).

Entre estos métodos moleculares podemos mencionar la
mutagénesis por transposicion, por intercambio alélico y en el caso
de vacunas virales la mutagénesis reversa. Asi, han sido desarrolla-
das diversas vacunas vivas atenuadas basadas en el uso de mutantes
auxotréficos arvA incapaces de sintetizar el acido p-aminonenzico
(PABA) necesario para la biosintesis del 4acido foélico necesario por
la bacteria para sobrevivir dentro del hospedador (Vivas et al,
2004; Temprano et al., 2005; Choi & Kim, 2011), mutantes auxo-
troficos incapaces de sintetizar la proteina receptora (crp) del AMP
ciclico (Santander et al., 2011), mutantes deficientes en enzimas
implicados en la sintesis de polisacaridos capsulares (Buchanan et
al., 2005; Locke et al., 2010), mutantes alterados en el mecanismo
de captacion del hierro (i.e., deficientes en la sintesis de sider6foros
y/o sus proteinas receptoras) (Igarashi & IIda, 2002, Balado et al.,
2008; 2015; Osorio et al., 2015) o en el sistema de secrecion tipo
IIT (Bergh & Frey 2014) y virus recombinantes atenuados obteni-
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dos mediante genética reversa (Romero et al., 2008; Mérour et al.,
2013).

Aunque en la mayoria de los casos estos mutantes han de-
mostrado su eficacia en condiciones de laboratorio, ninguno de
ellos ha llegado a uso comercial debido a:

e Problemas de escalado

e Problemas de seguridad ambiental (baja atenuacion de la
virulencia) y/o

e Corta persistencia (24-48h) dentro del hospedador lo que
implica una reducida duraciéon de inmunidad.

Recientemente (2016) se ha obtenido una autorizacién pro-
visional para el uso en salmoén cultivado en Chile de la vacuna viva
ALPHA JECT LiVac, para prevenir la piscirickettsiosis de salmo-
nidos causada por la bacteria intracelular Piscirickettsia salmonis
(www.pharmaq.no/products/injectable/). Esta vacuna ha sido
desarrollada y comercializada por PHARMAQ (ZOETIS) para uso
por ip (tabla 4). Sin embargo, no hay datos cientificos publicados
sobre la estrategia de atenuacion empleada ni resultados de eficacia
en laboratotio y/o campo.

4.3.2. Uso de bacterias vivas ambientales como vacunas

El ejemplo mas exitoso de esta estrategia es el uso de la va-
cuna viva “RENOGEN” (Novartis, ahora ELANCO) formulada
con la bacteria ambiental Arthrobacter davidanielli para prevenir la
enfermedad bacteriana del rinén (BKD) en salmén causada por la
bacteria intracelular gram positiva Renibacterinm  salmoninarnm (Salo-
nius et al., 2005) que causa importantes pérdidas econdmicas en
Chile, Canada, Japén y Escocia. Esta especie ambiental esta filoge-
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nética y antigénicamente relacionada con R. salmoninarum, compar-
tiendo antigenos de superficie con el patégeno.

Esta misma estrategia se ha intentado para el desarrollo de
vacunas frente al patégeno bacteriano Nocardia seriolae que produce
nocardiosis en seriola (Seriola quingueradiata). Sin embargo las cepas
ambientales de Nocardia ensayadas (IN. soli y IN. fluminea) aunque
compartian antigenos con N. seriolae, no confirieron proteccioén
frente al patégeno (Itano et al., 2000).

4.3.3. Vacunas ADN

Las vacunas ADN son construcciones genéticas (plasmidos
bacterianos o pADN) conteniendo uno o mas genes procedentes
del patégeno que codifican para proteinas antigénicas. Estas cons-
trucciones contienen los elementos reguladores necesarios para
asegurar la expresion de los genes del patégeno en el tejido muscu-
lar del pez vacunado e inducir una respuesta inmune celular y hu-
moral (Fig. 9).

El uso de estas vacunas ADN en Acuicultura es un tema
muy controvertido tanto por problemas de seguridad animal, hu-
mana y ambiental (posibilidad de integracion del pADN en los
cromosomas de las génadas del pez y/o liberacién al medio de
genes de resistencia empleados como marcadores) como de acepta-
ciéon por parte del consumidor, ya que si el pez se considera un
organismo modificado genéticamente (GMO) tendra que ser eti-
quetado como tal lo cual implica problemas de mercado (Tonheim
et al, 2008).
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Figura 9. Esquema de los pasos para la elaboracion de una vacuna ADN

para peces

Toda esta controversia ha hecho que aunque hayan sido di-
sefladas vacunas ADN que han resultado eficaces en condiciones de
laboratorio frente a enfermedades virales de peces (Lorenzen & La-
Patra, 2005; Corbeil et al., 2000; Emmenegger & Kurath, 2008;
Tonheim et al, 2008; Gémez-casado et al, 2011), existan muchas
restricciones legales para su autorizacion en la mayoria de los paises.

Hasta la actualidad so6lo Canada habia permitido desde el
2005 el uso de una vacuna ADN (Apex-IHN), comercializada por
Novartis (ahora ELANCO), para prevenir la Necrosis Hematopo-
yética Infecciosa en salmén causada por el rabdovirus IHNV (Sa-
lonius et al., 2007) y, hasta la momento, no se han descrito efectos
negativos ni para los peces ni para los consumidores (tabla 4). Esta
vacuna ADN contiene el gen G que codifica para la glicoproteina
que se proyecta en forma de espiculas a través de la envoltura lipi-
dica de la superficie externa de la particula viral.

Recientemente la Agencia Europea del medicamento ha au-
torizado una vacuna ADN (Clynav), desarrollada también por
ELANCO para proteger el Salmén del Atlantico frente a la enfer-

40



medad del pancreas (PD) causada por un Alfavirus (Grupo de los
Togavirus) (tabla 4). Aunque el principal 6rgano afectado por esta
enfermedad es el pancreas, causa también severos danos cardiacos
y musculo esqueléticos en los peces, lo que origina elevadas tasas
de morbilidad y mortalidad (Karlsen & Johansen, 2017). Esta va-
cuna se puede comercializar desde abril del 2017 y se basa en la
misma tecnologia aplicada en el caso del rabdovirus IHNV.
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5. BIOCONTROL VERSUS VACUNACION FRENTE
A PARASITOS DE PECES

El rango de enfermedades parasitarias de importancia eco-
némica en acuicultura marina y continental es amplio. Asi, han sido
descritos parasitos de peces pertenecientes a los grupos de amebas,
ciliados, flagelados, microsporideos, mixosporidios, monogéneos,
cestodos y crustaceos. Aunque se han realizado grandes esfuerzos
para el desarrollo de vacunas efectivas frente a varios de ellos (La-
mas et al., 2008, Leén-Rodriguez et al., 2012), ya sea por la baja
inmunogenicidad de las preparaciones, la elevada relaciéon cos-
te/beneficio o bien la elevada variabilidad genética y antigénica
entre las cepas de los parasitos responsables de mortalidades (Bu-
difio et al., 2011), ha hecho que hasta el momento no existan vacu-
nas comerciales disponibles (Sommerset et al., 2005). Esto ocasiona
que se empleen grandes cantidades de compuestos quimicos anti-
parasitarios lo cual tiene un impacto ambiental negativo.

Una de la parasitosis de gran repercusion econémica en el
cultivo del salmén del Atlantico es la infestacion por diferentes
especies del copépodo denominado Piojo de mar (Lepeophtherins
salmonis o Caligns spp). Este ectoparasito se alimenta de mucus, piel
y tejidos del hospedador causandole lesiones externas. Cuando la
infestacién es elevada ocasiona pérdidas econdmicas importantes
debidas no sélo a la mortalidad que ocasiona sino también a la re-
duccién del crecimiento del pez infestado. Ademas, ha sido demos-
trado que el piojo de mar puede ser vector de otros patdgenos
bacterianos y virales para el salmoéon (Barker et al., 2009, Oelckersa
et al., 2014, Novak et al., 2016).
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Ya que las vacunas frente a este crustaceo no han resultado
exitosas (Raynard et al., 2002), se ha optado por el control biologi-
co empleando peces limpiadores tales como labridos (maragota,
Labrus bergylta) y el Lumpo (Cyclopterns lumpus). Mas del 40% de las
granjas de salmén en Noruega y Escocia utilizan conéxito estos
peces limpiadores. Como el uso de peces limpiadores salvajes podia
ser un riesgo de introducciéon de patégenos en los sistemas de cul-
tivo de salmon, en los ultimos afios se ha desarrollado el cultivo en
piscifactorias de dichos peces limpiadores y el establecimiento de

programas de vacunacion especificos para ellos.

— s = = s > =

Fig. 9.- Salmén del Atlantico (Salno salar) infestado por el piojo de mar
(Lepeaphtherius salmones) (imagen superior) y peces limpiadores empleados
para su biocontrol: maragota (Labrus bergylta) y lumpo (imagenes inferiores).
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6. DESARROLLO, PRODUCCION Y CONTROL DE
VACUNAS PARA ACUICULTURA

El desarrollo de una vacuna para la prevencion de una de-
terminada patologfa que causa importantes pérdidas econdémicas en
acuicultura, con vistas a la obtencién del registro sanitario para su
comercializacién, es un proceso laborioso de investigaciéon que
implica diferentes pasos antes de su transferencia a la industria
farmacéutica (Knappskog et al., 2014).

En pocas décadas, la producciéon de vacunas para animales
acuaticos ha pasado de empresas locales a grandes multinacionales
farmacéuticas que han incorporado departamentos especializados
para la produccién de todos los productos veterinarios que deman-
da el sector de la acuicultura (i.e., vacunas, antibioticos, antiparasi-
tarios, anestésicos).

En Europa, todos los requerimiento para el desarrollo, pro-
duccién y control de vacunas para peces esta regulada por la Agen-
cia Europea del Medicamento (EMA) y ha de seguirse las pautas
recogidas en las diferentes monografias de la Famacopea Europea

(Holm et al., 2014).

Fruto de la experiencia de nuestro grupo de investigacion,
los pasos del proceso de desarrollo, produccién y comercializacion
de una vacuna para peces se pueden resumir a continuacion:
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I) Investigacion y desarrollo a escala de laboratorio:

a) Seleccion de la cepa (s) para la elaboracion de la vacuna.

46

Para ello es necesario:

e Disponer de una gran cantidad de aislados de diferentes

plantas de cultivo en diferentes regiones donde ocurre la en-
termedad.

Caracterizacion bioquimica y antigénica de los aisla-
dos para detectar la posible existencia de biotipos y/o sero-
tipos asociados a mortalidades (Romalde & Toranzo, 2002;
Toranzo et al., 2005; 2017; Avendano-Herrera et al., 2014;
Magarifios et al., 2014).

Caracterizacion molecular de las diferentes cepas de
una especie patoégena mediante diferentes técnicas tales co-
mo: amplificacién aleatoria de los polimorfismos del ADN
RAPD), “Amplified Fragment 1enght Polymorphisn?” (AFLP),
analisis filogénético molecular basado en secuenciacién de
genes constitutivos (MLSA)... (Magarinos et al., 2000; 2014;
Toffolo et al., 2007; Olveira et al., 2009; Castro et al., 2011;
Bastardo et al., 2012; Habib et al., 2014; Bujan et al., 2017).
Esta caracterizacion nos permitira determinar la existencia
de diferentes lineas clonales (genogrupos) dentro de un pa-
togeno y establecer su posible relaciéon con la especie de pez
hospedador, zona geogrifica, afio de aislamiento y/o seroti-
pos. Ademas, estos estudios tienen un valor epidemiolégico
ya que ofrecen informacién sobre el posible origen de infec-
cién en una determinada planta de cultivo.

Un ejemplo de estas técnicas de genotipado llevadas
a cabo por nuestro grupo en patégenos bacterianos y virales
de peces marinos tales como Photobacterinm damselae subsp.
piscicida, Tenacibaclum maritimum y Betanodavirus, se muestran

en las Fig. 10, 11 y 12.
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Figura. 10. Perfiles genéticos obtenidos por RAPD en cepas del pato-
geno Photobacterinm damselae subsp. piscicida, procedentes de dorada, lubina
y seriola. Las cepas se distribuyen en 2 lineas clonales: clon europeo y
clon japonés (Magarifios et al. 2000, 2014).
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Figura 11. Diversidad genética mediante MLSA en el patégeno de peces
Tenacibaculum maritimum. Se analizaron 73 cepas aisladas de 16 especies
de peces en 5 continentes. Las cepas se distribuyen en 47 linajes agrupa-
dos en tres clasteres (A,B y C) (Habib et al., 2014).



RNA1 RNA2
RNAL]

-

Figura 12. Arbol filogenético obtenido mediante secuenciacién parcial
de los genes RNA1 y RNA2 de cepas de Betanodavirus que afectan a la
lubina y dorada en pafses mediterraneos causando la encelopatia o reti-
nopatfa viral. Aunque la mayoria de las cepas pertenecen al genotipo
RGNNYV, la secuenciaciéon de ambos genes pone de manifiesto la apari-
cién de cepas recombinantes (marcadas en rojo) que puede llevar asocia-
do la apariciéon de nuevos determinantes de virulencia (Toffolo et al.,
2007; Olveira et al., 2009; Souto et al., 2015).
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b)
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¢ Estudio de las caracteristicas de patogenicidad de los
aislados. Ademas de la determinacién del grado de virulen-
cia mediante ensayos “in vivo”, se lleva a cabo una caracte-
rizacién por técnicas de gendmica y proteémica de los
principales factores de virulencia que pueden estar implica-
dos en el proceso infeccioso, lo cual a su vez permite la
identificaciéon de dianas moleculares de gran utilidad para el
desarrollo de nuevas estrategias de prevencion.

Entre los determinantes de virulencia mas estudiados por
nuestro grupo podemos mencionar los relacionados con el
mecanismo de captaciéon el hierro del hospedador para la
multiplicaciéon del patégeno en los tejidos del pez, con la
produccién de toxinas, con el sistema de secrecion tipo 111 y
con el mecanismo de recombinacién existente en determi-
nados virus RNA (Bandin & Dopazo 2011; Balado et al.,
2013 & 2015; Souto et al., 2015; Bujan et al., 2015; Osorio et
al., 2015; Castro et al., 20106; Lago et al., 2017; Puentes et al.,
2017).

Estudio del tipo de formulaciéon vacunal (vacunas inactivadas
acuosas, adyuvantadas, recombinntes, vivas o ADN) y método
de vacunacién (inyeccion, bafio o ruta oral). Estos dos factores
estan totalmente relacionados y la eleccion dependera funda-
mentalmente del tamafo o edad de los peces susceptibles a la
enfermedad y su posible inclusion en el calendario vacunal de la
especie (Lillehaug, 2014).

Determinacion de la eficacia de las diferentes formulacio-
nes y/o rutas de administracion seleccionadas. El grado de
proteccion conferido por una vacuna se determinara mediante:



e Calculo del Porcentaje Relativo de Supervivencia ( RPS)
mediante inoculaciones del patégeno en peces vacunados y
no vacunados. Segun la Farmacopea Europea, para obtener
el registro sanitario son necesarios unos valores de :

RPS 2 70 para vacunas por inyeccion

RPS 2 60 para vacunas por bafio o ruta oral

¢ Determinacion del nivel de anticuerpos en los diferentes
grupos de peces (vacunados y no vacunados) mediante
ELISA. Esto permitira establecer si existe una correlacion
entre niveles de anticuerpos y valores del RPS.

IT) Transferencia a la Industria Farmacéutica para su
escalado y comercializacion. Para cllo, en diferentes lotes
experimentales producidos por la empresa hay que demostrar:

v’ Pureza

v' Seguridad o Inocuidad mediante inoculacién en peces

de una sobredosis de la vacuna
v Estabilidad del producto

v" Ecotoxicidad (sin efectos perjudiciales para el medio
ambiente y otras especies)

v Eficacia y duraciéon de la proteccién en peces me-
diante experimentos “in vivo” a escala de laborato-
rio

valuacion de la eficacia en experimentos de cam-
v" Evaluacion de la eficacia en rimentos d m
po en colaboraciéon con empresas del sector
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Como todo este procedimiento encaminado a la obtenciéon
del registro sanitario se puede demorar durante varios afios, en
muchos casos, especialmente para el caso de patdgenos emergen-
tes o aparicion de nuevas variantes de los patégenos ya conocidos,
hay una necesidad urgente de suministrar al piscicultor lo mas rapi-
do posible una vacuna para la prevencion de la enfermedad que le
esta causando pérdidas econémicas.

En estos casos se puede recurrir a las denominadas
AUTOVACUNAS definidas como: “producto inmunoldgico inactivado
elaborado especificamente a partir de una cepa del microorganismo aislada de
un brote infeccioso en una planta de cultivo y que solo puede ser empleado para
la vacunacion de los animales en esa misma planta de cultivo”.  Para las
autovacunas solamente es necesario demostrar su seguridad o
inocuidad pero no es necesario llevar a cabo estudios de eficacia o
potencia.
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7. CONSIDERACIONES FINALES

% Esta claro que en los ultimos afios se han realizado grandes
progresos en el diagnéstico, prevencion y control de los agentes
etiologicos de las principales enfermedades de repercusion eco-
némica en acuicultura. Sin embargo, es importante incentivar la
investigacion en:

v' El fend6meno de competencia antigénica observado en la
formulaciéon de algunas vacunas polivalentes, lo que hace
que se pierda parcial o completamente la proteccion frente
al antigeno (s) mas débil.

v" El desarrollo y evaluacién de nuevos adyuvantes y/o
inmunoestimulantes, tanto naturales como sintéticos, que
potencien especialmente la inmunidad mucosal (i.e., cito-
quinas recombinantes, flagelinas, polinucle6tidos sintéticos
de doble cadena que mimetizan genomas bacterianos o vira-
les, etc) y por tanto puedan ser utilizados por bafio o por via
oral.

D)

L)

* Aunque los estudios sobre la interacciéon entre los microorga-
nismos patogenos y sus hospedadores han producido también
importantes avances, el mecanismo de su patogénesis no ha sido
elucidado completamente en la mayoria de los casos. La secuen-
ciacion completa del genoma de cepas representativas de las di-
ferentes especies patogenas de animales acuaticos, asi como las
nuevas técnicas de transcriptomica (“dual RNA-seq) que permi-
ten obtener simultaneamente los perfiles de expresion génica en
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el patégeno y en el hospedador, contribuiran al esclarecimien-
to de la base genética del proceso infeccioso, lo cual permi-
tird identificar importantes dianas para el desarrollo y/o mejora
de estrategias de prevencion de enfermedades en acuicultura.

** DPor otra parte, es conocido que el incremento de la temperatu-
ra del agua y acidificacion de los océanos asi como alteraciones
en la salinidad debidas al cambio climatico, pueden causar
cambios en (Karvonen et al., 2010; Vezzulli et al., 2013; 2015) :

v' la fisiologia de los animales acuiticos en cultivo, lo cual
puede reducir su respuesta inmune frente a patdégenos.

v" La abundancia y/o diversidad de las poblaciones de los mi-
croorganismos patégenos en el medio ambiente.

v" El perfil global de expresién génica de los patdgenos cau-
sando alteraciones en su metabolismo y/o virulencia.

Por tanto, es necesario una evaluacioén del impacto del cam-
bio climatico en la prevalencia de enfermedades en peces, molus-
cos y crustaceos, lo cual permitira establecer planes de accién para
mitigar las pérdidas econémicas derivadas de dichas patologias.

% DPara terminar, existe todavia en gran parte de la sociedad un
problema de subvaloracién de los productos de la acuicultura
en comparacién con otros productos de animales terrestres que
también son de crianza. Por tanto, para cambiar la actitud de
muchos consumidores hacia esta actividad acuicola, se necesita
mejorar las estrategias de comunicaciéon que difundan su
alta calidad nutritiva y sanitaria, y su importante papel en
la sostenibilidad de los recursos pesqueros.

54



8. BIBLIOGRAFIA

APROMAR. 2017. La Acuicultura en Espana 2016.
WWW.APromar.es.

Aunsmo, A., A. Guttvik, P.J. Mydtlyng, R.B. Larsen, O. Evensen &
E. Skjerve (2008). Association of spinal deformity and
vaccine-induced abdominal lesions in harvest-sized Atlantic

salmon, Salmo salar L. J. Fish Dis. 31: 514-524.

Avendafio-Herrera, R., J.L. Romalde, B. Magarifios & A.E.
Toranzo (2014). Tenacibaculosis: Tenacibaculum maritimum. In:
Aspects of Mediterranean Marine Aquaculture (P. Angelidis, ed).
Blue Crab PC Publ., Chalastra, Greece. p: 355-377.

Avtalion, R.R. (1981). Environmental control of the inmune
response in fish. Crit. Rev. Env. Control 11: 163-168.

Balado, M., C.R. Osorio, & M.L. Lemos (2008). Biosynthetic and
regulatory elements involved in the production of the
siderophore  vanchrobactin ~ in  Vibrio  anguillarum.
Microbiology 154: 1400-1413.

Balado, M., M.L. Lemos & C.R. Osorio (2013). Genetic
characterization of pPHDPG60, a novel conjugative plasmid
from the marine fish pathogen Photobacterium damselae subsp.
piscicida. Plasmid 70: 154-159.

Balado, M., A. Souto, A.Vences, V. Careaga, K. Valderrama, Y.
Segade, ].G. Rodriguez, C.R. Osorio, C. Jiménez &

55



M.L.Lemos (2015). Two catechol siderophores, acinetobactin
and amonobactin,are simultaneously produced by Aeromonas

salmonicida subsp. salmonicida sharing part of the biosynthetic
pathway. ACS Chem Biol. 10: 2850-2869.

Bandin, I. & C.P. Dopazo (2011). Host range, host specificity and
hypothesized host shift events among viruses of lower

vertebrates. Vet. Res. 42: 67 (doi: 10.1186/1297-9716-42-67)

Barker, D.E., L.M. Braden, M.P. Coombs & B. Boyce (2009).
Preliminary studies on the isolation of bacteria from sea lice,
Lepeophtheirus  salmonis, infecting farmed salmon in British
Columbia, Canada. Parasitol. Res. 105: 1173-1177.

Bastardo, A., C. Ravelo & J.L. Romalde (2012). A polyphasic
approach to study the intraspecific diversity of Yersinia ruckeri

strains isolated from recent outbreacks in salmonid culture.
Vet. Microbiol. 160: 176-182.

Bergh, P.V. & . Frey (2014). _Aeromonas salmonicida subsp.
salmonicida in the light of its type-three secretion system.
Microb. Biotechnol. 7: 381-400.

Buchanan, J.T., J.A. Stannard, X. Lauth, V.E Ostland, H.C. Powell,
M.E. Westeman & V. Nizet (2005). Streptococcus iniae
phosphoglucomutase is a virulence factor and a target for
vaccine development. Infect. Immun. 73: 6935-6944.

Budifio, B., J. Lamas, M.P. Pata, J.A. Arranz, M.L. Sanmartin & J.
Leiro, (2011). Intraspecific variability in several isolates of
Philasterides dicentrarchi (syn. Miamiensis avidus), a scuticociliate
parasite of farmed turbot. Vet. Parasitol. 175, 260—272.

Bujan, N., C. Hernandez-Haro, L. Monteoliva, C. Gil & B.
Magarifios  (2015). Comparative proteomic study of

56



Edwardsiella tarda strains with different degree of virulence.
J. Proteomics 127: 220-225.

Bujan, N., H. Mohammed, S. Balboa, J.L.. Romalde, A.E. Toranzo,
C.R. Arias & B. Magarifios (2017) Genetic studies to re-
affiliate Edwardsiella tarda isolates to Edwardsiella piscicida and
Edwardsiella anguillarnm species. Syst. Appl. Microbiol. (In

press).

Cabello, F.C., H.P. Godfrey, A. Tomova, L.Iranova, H.Ddlz, A.
Millanao & A.H. Buschmann. (2013). Antimicrobial use in
aquaculture re-examined: its relevance to antimicrobial

resistance and to animaland human health. Environ.

Microbiol. 15: 1917-1942

Castro, N., A.E. Toranzo, S. Nufiez & B. Magarinos (2008).
Development of an effective Edwardsiella tarda vaccine for
cultued turbot (Scophthalmus  maxinmus). Fish Shellfish
Immunol. 25: 208-212.

Castro, N., A.E. Toranzo, J.L. Barja & B. Magarinos (2011).
Intraspecific genetic diversity of Edwardsiella tarda strains from
turbot. Dis. Aquat. Org. 95: 253-258.

Castro, N., C.R. Osorio, N. Bujan, J.C. Fuentes, ]J. Rodriguez, M.
Romero, C. Jiménez, A.E. Toranzo & B. Magarifios (2016).
Insights into the virulence.related genes of Edwardsiella tarda
isolated from tubot in Euope: genetic homogeneity and
evidence for vibrioferirin production. J. Fish Dis. 39: 565-
576.

Choi, S.H. & K.H. Kim (2011). Generation of two auxotrophic
genes knock-out Edwardsiella tarda and assessment of its

potential as a combined vaccine in olive flounder (Paralichthys
olivacens). Fish Shellfish Immunol. 31: 58-65

57



Corbell, S., G. Kurath & S.E. LaPatra (2000). Fish DNA vaccine
against infectious hematopoietic necrosis virus efficacy of
various routes of immunization. Fish Shellfish Immunol.
10: 711-723.

Dantas, G. & M.O.A. Sommer (2014). Genética de la resistencia
bacteriana. Investigaciéon y Ciencia (agosto). pp: 28-37.

Dubert, J., C.R. Osorio, S. Prado & J.L. Barja (2016). Persistence of
antibiotic  resistant [zbrio  spp. in shellfish hatchery
environment. Microb. Ecol. 72: 851-860.

Duff, D.C.B. (1942). The oral immunization of trout against
Bacterium salmonicida. J. Immunol. 44:87-94.

Emmenegger, E.J. & G. Kurath (2008). DNA vaccine protects koi
(Cyprinus carpio foi) against North American spring viremia of
carp virus. Vaccine 26: 6415-6421.

Estévez, J., J. Leiro, A.E. Toranzo, J.L. Barja & F.M. Ubeira
(1994). Role of serum antibodies in protection of immersion
and injection—vaccinated turbot (scophthalmus maximus) against
vibriosis.  Aquaculture 123: 197-204.

Falk, K. (2014). Vaccination against Infectious Salmon Anemia. In:
Fish vaccination, R. Gudding, A. Lillehaug & ). Evensen (eds).
John Wiley & Sons, Ltd. UK. p. 313-320.

FAO (2016). The State of World Fisheries and Aquaculture
(SOFIA). Roma. 2016.

Furushita, M., T. Shiba. T. Maeda, M. Yahata, A. Kaneoka, Y.
Takahasi, K. Torii, T. Hasegawa & M. Ohta (2003). Similarity
of tetracycline resistance genes isolated from fish farm

58



bacteria to those from clinical isolates. Appl Environ
Microbiol 69: 5336-5342.

Go6mez-Casado, E., A. Estepa & J.M. Coll (2011). A comparative
review of European-farmed finfish RNA viruses and their
vacines. Vaccine 29: 2657-2671.

Greenway, T.E., T.S. Byars, R.B. Elliot, X. Jin, M.]. Griffin & D.]J.
Wise (2017). Validation of fermentation and processing
procederes for the commercial-scale production of a live,
attenuated Edwardsiella ictaluri vaccine for use in channel

catfish aquaculture. J. Aquat. An. Health 29: 83-88.

Gudding, R. & W.B. Muiswinkel (2013). A history of fish
vaccination. Science-based disease prevention in aquaculture.

Fish & Shellfish Immunol. 35: 1683-1688.

Habib, C., A. Houel, A. Lunazii, J.B. bernardet, A.B. Olsen, H.
Nilsen, A.E. Toranzo, N. Castro, P. Nicolas & E. Duchard
(2014). Multi-locus sequence analysis of the marine bacterial
genus Tenacibaculum points to parallel evolution of fish

pathogenicity and endemic colonization of aquaculture
Systems. Appl. Environ. Microbiol. 80: 5503-5514.

Hastein, T., R. Gudding, R. & . Evensen (2005). Bacterial
vaccines for fish.- An update of the current situation
wortldwide. Dev. Biol. (Basel) 121: 55-74

Hollis, A. & Z. Ahmed. (2013). Preserving antibiotics, rationally.
N. Engl. J. Med. 369:2474-2476.

Holm, A., B. Rippke & K. Noda (2014). Legal requeriments and
authorisation of fish bacines. In: Fish VVaccination, R. Gudding,
A. Lillehaug & . Evensen. (eds). John Willey & Sons, Ltd. p:
128-139.

59



Horne, M.T., M. Tatner, S. McDerment, C. Agius & P. Ward
(1982). Vaccination of rainbowtrout, Salmo  gairdneri

Richardson, at low temperature and the long persistence of
protection. J. Fish Dis. 5: 343-345.

Igarashi, A. & T. Iida (2002). A vaccination trial using live cells of
Edwardsiella tarda in tilapia. Fish Pathol. 37: 145-148.

Itano, T., H. Kawakami, T. Kono & M. Sakai (2000). Live vaccine
trials against nocardisosis in yellowtail Seriola quingueradiata.

Aquaculture 261: 1175-1180.

Karlsen, M. & R. Johansen (2017). Alphaviruses in salmonids. In:
Fish viruses and bacteria: pathobiology and protection. P.T. K. Woo &
R.C. Cipriano (eds), CABI Publ. p: 160-172.

Karvonen, A., P. Rintamiki, J. Jokela & E.T.Valtonen (2010).
Increasing water temperature and disease risks in aquatic
systems: Climate change increases the risk of some, but not
all, diseases. Int. J. Parasitol. 40: 1483-1488.

Knappskog, D., J. Koumans, I. Kvitvang, A.M. Fiskum & R.
Wiulsred (2014). Development, production and control of
fish vaccines. In: Fish Vaccination, R. Gudding, A. Lillehaug &
. Evensen. (eds). John Willey & Sons. p: 116-127.

Lago, M., I. Bandin, J.G. Olveira & CP. Dopazo (2017). In vitro
reassortment between infectious pancreatic necrosis virus
(IPNV) strains: The mechanisms inolved and its effect on
virulence. Virol. 501: 1-11

Lamas, J., M.L. Sanmartin, A. I. Parama, R. Castro, S. Cabaleiro,
M.V. Ruiz de Ocenda, | L. Barja & J. Leiro (2008).
Optimization of an inactivated vaccine against a scuticociliate
parasite of turbot: Effect of antigen, formalin and adjuvant

60



concentration on antibody response and protection against

the pathogen. Aquaculture 278: 22-26

Lemos, M.L., M. Balado, C. Jiménez, J. Rodriguez, A. Vila & A. K.
Valderrama (2016). Proteina recombinante del receptor de la
Ferri-piscibactina y su aplicacién para la produccién de una

composicion inmunogénica frente a la pasteurelosis (Patente

ES2549702B1).

Leén-Rodriguez, L., A. Luzardo-Alvarez, J. Blanco-Méndez, ]J.
Lamas & J. Leiro (2012). A vaccine based on biodegradable
microspheres  induces  protective  immunity  against

scuticociliatosis without producing side effects in turbot.
Fish Shellfish Immunol. 33:21-27.

Lillehaug, A. (2014). Vaccination strategies and procederes. In: Fish
Vaccination, R. Gudding, A. Lillehaug & . Evensen. (eds).
John Willey & Sons, Ltd. p: 140-1452

Locke, J.B.,, M.R. Vicknair, V.E. Ostland, N. Nizet &
J.T.Buchanan (2010). Evaluation of Streptococcus iniae killed
bacterin and live attenuated vaccines in hybrid striped bass
through injection and bath immersion. Dis Aquat. Org. 89:
117-123.

Lorenzen, N. & S.E. LaPatra (2005). DNA vacines for aquacultured
fish. Rev. Sci. Tech. Off. Int. Epiz. 24: 2001-2013

Magarifios, B., J.L.. Romalde, Y. Santos, J. F. Casal, ].L. Barja & A.E.
Toranzo  (1994a). Vaccination trials on gilthead seabream
against Pastenrella piscicida. Aquaculture 120: 201-208.

Magarinios, B., M. Noya, ]J.L.. Romalde, G. Pérez & A.E. Toranzo.
(1994b). Influence of fish size and vaccine formulation on the

61



protection of gilthead seabream against Pasteurella piscicida.
Bull. Eur. Ass. Fish Pathol. 14:120-122.

Magarifios, B., A.E. Toranzo, J.L.. Barja & J.L. Romalde (2000).
Existence of two two geographically-linked clonal lineages in
the bacterial pathogen Photobacterinm damselae subsp. piscicida
evidenced by random amplified polymorphic DNA analysis.
Epidemiol. Infect. 125: 213-219.

Magarifios, B., J.L. Romalde & A.E. Toranzo (2014).
Photobacteriosis: Photobacterium damselae subsp. piscicida. In:
Aspects of Mediterranean Marine Aquacnlture (P. Angelidis, ed).
Blue Crab Publ., Chalastra, Greece. p: 305-317.

Mérour, E.; A. Lamoureux, J. Bernard, S. Biacchesi & M. Brémont
(2013). A fully attenuated recombinant salmonid alphavirus

becomes pathogenic through a single amino acid change in
the E2 glycoprotein. J. Virol. 87: 6027-6030.

Midtlyng, P.J., L.J. Reitan, L..]. & L. Speilberg (1996). Experimental
studies on the efficacy and side-effects of intraperitoneal

vaccination of Atlantic salmon (Salmo salar L.) against
furunculosis. Fish Shellfish Immunol. 6: 335-350.

Mutoloki, S., J.B. Jergensen & Ostein Evensen (2014). The
adaptative immune response in fish. In Fish vaccination, R.
Gudding, A. Lillehaug & . Evensen (eds). John Wiley &
Sons, UK. p. 104-115.

Newman, S.G. (1993). Bacterial vaccines for fish. Ann. Rev. Fish
Dis. 3: 145-148.

Novak, C.W., D.L. Lewis, B. Collicutt, K. Verkaik & D.E. Barker
(2016). Investigations on the role of the salmon louse,
Lepeophtheirus — salmonis  (Caligidae), as a vector in the

62



transmission of _Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida. J.

Fish Dis. 39: 1165.1178.

Oeclckersa, K., S. Vike, H. Duesund, J. Gonzalez, S. Wadsworth &
A. Nylund (2014). Caligus rogercresseyi as a potential vector for
transmission of Infectious Salmon Anaemia (ISA) virus in

Chile. Aquaculture 420-421:126-132.

Olveira J.G., S. Souto, C.P. Dopazo, R. Thiéry, J.L.Barja & 1.
Bandin (2009). Comparative analysis of both genomic
segments of betanodaviruses isolated from epizootic
outbreaks in farmed fish species provides evidence for
genetic reassortment.. J. Gen. Virol. 90: 2940—2951.

Osorio, C.R., A.J. Rivas, M. Balado, J.C. Fuentes-Monteverde, J.
Rodriguez, C. Jiménez, M.L. Lemos & M.K. Waldor (2015).
A transmissible plasmid-borne pathogenicity island confers
piscibactin biosintesis in the fish pathogen Photobacterium
damselae subsp. piscicida. Appl. Environ. Microbiol. 81: 5867-
5879.

Puentes, B., M. Balado, J. Bermudez-Crespo, C.R. Osorio & M.L.
Lemos (2017). A proteomic analysis of the iron response of
Photobacterium ~ damselae  subsp. damselae  reveals metabolic

adaptations to iron levels changes and novel potencial
virulence factors. Vet. Microbiol. 2011: 257-264.

Raynard, R.S., LR. Bricknell, P.F. Billingsley, A.J. Nisbet, A.
Vigneau & C. Sommerville (2002). Development of vaccines
against sea lice. Pest Manag. Sci. 58: 569.575

Ramstad, A., A.B. Romstad, D.H. Knappskog & P.J. Midtlyng
(2007). Field validation of experimental challenge models for
IPNV vaccines. J. Fish Dis. 30: 723-731.

63



Ravelo, C., B. Magarifios, M.C. Herrero, L. Costa, A.E. Toranzo &
J.L. Romalde (20006). Use of adjuvanted vaccines to lengthen
the protection against lactococcosis in rainbow trout

(Oncorhynchus mykiss). Aquaculture 251:153-158.

Rico, A., K. Satapornvanit, M.M.Haque, J.Min, P.T. Nguyen, T.C.
Telfer & P.J. van den Brink (2012). Use of chemicals and
biological products in Asian aquaculture and their potential
enviromental risks: a critical review. Rev. Aquac. 4: 75-93.

Romalde, J.L., R. Silva, A. Riaza & A.E. Toranzo (1996). Long-
lasting protection against turbot streptococcosis obtained
with a toxoid—enriched bacterin. Bull. Eur. Ass. Fish
Pathol. 16:169-171.

Romalde, J.L.. & A.E. Toranzo (2002). Molecular approaches for
the study and diagnosis of salmonid streptococcosis. In:
Molecular Diagnosis of Salmonid Diseases (C. Cunningham, ed.).
Springer, UK. p: 211-234

Romalde, J.L., A. Luzardo-Alvarez, C. Ravelo, A.E. Toranzo & ]J.
Blanco-Méndez (2004). Oral inmunization using alginate
microparticles as an useful strategy for booster vaccination
against fish lactococcosis. Aquaculture 236:119-29.

Romalde, J.L., C. Ravelo, S. Lépez-Romalde, B. Magarifos, J.L.
Barja & A.E. Toranzo (2005). Vaccination strategies to
prevent important emerging diseases for Spanish aquaculture.
Dev. Biol. (Basel) 121: 85-95.

Romero, A., A. Figueras, M.I. Thoulouze, M. Bremont & B. Novoa
(2008). Infectious hematopoietic necrosis recombinat viruses

induced protection for rainbow trout (Oncorbynchus mykiss).
Dis. Aquat. Org. 80:123-135.

64



Salonius, K., C. Siderakis, A.M. MacKinnon & S.G. Griffiths
(2005). Use of Arthrobacter davidanieli as a live vaccine against
Renibacterium salmoninarum . Dev. Biol. (Basel) 121: 189-197.

Salonius, K., N. Simard, R. Harland, & J.B. Ulmer (2007). The
road of licensure of a DNA vaccine. Curr. Opin. Investig.
Drugs 8: 635-641.

Santander, J., A. Mira & R. Curtis 111 (2011). Phenotype, virulence
and immunigenicity of Edwardsiella ictaluri cyclic adenosine
3’,5"-monophosphate receptor protein (Crp) mutants in
catfish host. Fish Shellfish Immnunol. 31: 1142-1153.

Santos, Y., I. Bandin, S. Nunez, K. Gravningen & A.E. Toranzo
(1991). Protection of turbot, Scophthalmus maximus (1), and
rainbow trout, Onchorbynchus mykiss (richardson), against
vibriosis using two different vaccines J. Fish Dis. 14: 409-414.

Santos, Y., F. Pazos & J.L. Barja (1999). Flextbacter maritimus, causal
agent of flexibacteriosis in marine fish. In: ICES Identification
Leaflets for Diseases and Parasites of Fish and Shellfish (G. Olivier ,
ed.). No. 55. International Council for the Exploration of the
Sea (ICES), Copenhagen, Denmark.

Shoemaker, C.A., P.H. Klesius & J.M. Bricker (1999). Efficacy of a
modified live Edwardsiella ictaluri vaccine in channel catfish as
young as seven days post hatch. Aquaculture 176: 189-193.

Shoemaker, C.A., P.H. Klesius, ].D. Drennan & J.J. Evans (2011).
Efficacy of a modified live Flavobacterium columnare vaccine in

fish. Fish Shellfish Immunol. 30: 304-308.

Shomaker, C.A. & P.H. Klesius (2014). Replicating vaccines. In:
Fish Vaccination, R. Gudding, A. Lillehaug & . Evensen.
(eds). John Willey & Sons, Ltd. p: 33-46.

65



Smith, P.D. (1982). Analysis of hyperosmotic and bath methods
for fish vaccination-comparison of uptake of particulate and
non-particulate antigens. Dev. Comp. Immunol. Suppl. 2:
181-186.

Snieszko, S.F. (1974). The effects of environmental stress on
outbreaks of infectious diseases of fishes. J. Fish Biol. 6:
197-208.

Sommerset, 1., B. Krossoy, E. Biering & P. Frost (2005). Vaccines
for tish in Aquaculture. Expert Rev. Vaccines 4: 89-101.

Souto, S., E. Mérour, S. Biacchesi, M. Brémont, J.G. Olveira & L.
Bandin (2015). In witro and in vivo characterization of
molecular determinants of virulence in reassortant

betanodavirus. J. Gen. Virol. 96: 1287-1296.

Tebbit, , G.L., J.D. Erickson & R.B. van de Water (1981).
Development and use of Yersinia rucker: bacterins to control
eneteric redmouth disease. Dev. Biol. Stand. 49: 395-401.

Temprano, A., J. Riano, J. Yugueros, P. Gonzalez, L. de Castro, A.
Villena, M. Luengo & G. Naharro (2015). Potential use of a
Yersinia ruckeri O1 auxotrophic aroA mutant as a live
attenuated vaccine. J. Fish Dis. 28: 419-427.

Toffolo, V., E. Negrisolo, C. Maltese, G. Bovo, P. Belvedere, L.
Colombo & L.D.Valle (2007). Phylogeny of betanodaviruses
and molecular evolution of their RNA polymerase and coat
proteins. Mol. Phylogenet. Evol. 43: 298-308

Tonheim, T.C., J. Bogwald & R.A. Dalmo (2008). What happens to
the DNA vaccine in fish? A review of current knowledge.
Fish Shellfish Immunol. 25: 1-18.

66



Toranzo, A.E., S. Devesa, J.L. Romalde, J. Lamas, A. Riaza, ].M.
Leiro & J.L. Barja (1995). Efficacy of intraperitoneal and
immersion vaccination against Enferococcus sp. infection in
turbot. Aquaculture 134: 17-27.

Toranzo, A.E., Y. Santos & J.L. Barja, J.L. (1997). Immunization
with bacterial antigens: 17zbrio infections. In: Fish vaccinology, R.
Gudding, A. Lillehaug, P.T. Midtlyng & F. Brown (eds),
Karger, Basel, Switzerland. p. 93-105.

Toranzo, A.E., B. Magarifios & J.L.. Romalde (2005). A review of
the main bacterial diseases in mariculture systems.

Aquaculture 246: 37-61.

Toranzo, A.E., B. Magarifios & R. Avendafno-Herrera (2017). In:
Fish Viruses and Bacteria: Pathobiology and protection, P."T. K. Woo
& R.C. Cipriano (eds). CABI Publ. (UK) p: 314-333.

van Muiswinkel, W.B., D.P. Anderson, C.H.]. Lamers, E. Egberts,
J.J.A. Van Loon & J.P. Ijssel (1985). Fish immunology and
fish health. In: Manning, M.J., Tatner, M.F.(Eds.), Fish
Immunology. Academic Press, London, pp. 1-8.

van Muiswinkel, W.B. (1995). The piscine imune system: innate and
acquired immunity. In: Woo, P.T.K. (Ed), Fish diseases and
disorders I: Protozoan and metazoan infections. CAB International
(UK), p. 729 - 750.

van Muiswinkel, W.B. (2008). A history of fish immunology and
vaccination 1. The eatly days. Fish Shellfish Immunol. 25:
397-408.

van Muiswinkel, W.B & M. Nakao (2014). A short history of
research on immunity to infectious diseases in fish. Dev.
Comp. Immunol. 43: 130-150.

67



Vezulli, L., R.R. Colwell & C. Pruzzo (2013). Ocean warming and
spread of pathogenic vibrios in the aquatic environment.

Microb. Ecol. 65: 817-825.

Vezzulli L, E. Pezzati. 1. Brettar, M. Hofle & C. Pruzzo (2015).
Effects of global warming on 1/brio ecology. Microbiol
Spectrum 3(3):VE-0004-2014. doi:10.1128/microbiolspec.

Vivas, J., J. Riafio, B. Carracedo, B.E. Razquin, P. Lopez-Fierro, G.
Naharro & A.J. Villena (2004). The auxothophic aroA mutant
of Aeromonas hydrophila as a live attenuated vaccine against
Aeromonas salmonicida in rainbow trout (Oncorhynchus nykiss).

Fish Shellfish Immunol. 16: 193-2006.

Watts, J.E., H.]. Scheirer, L. Lanska & M.S. Hale (2017). The rising
tide of antimicrobial resistance in aquaculture: sources, sinks and
solutions. Mar. Drugs 15: 158 (d0i:10.3390/md15060158).

Wise, D.J., T.E. Greenway, T.S. Byars, M.]. Griffin & L.H. Khoo
(2015). Oral vaccination of channel catfish against enteric
septicemia of catfish (ESC) wusing a live attenuated
Edwardsiella ictaluri isolate. J. Aquat. An. Health 27:135-143.

Zapata, A., B. Diez, T. Cejalvo, C. Gutiérrez-de Frias & A. Cortés.
(2006). Ontogeny of the immune system of fish. Fish
Shellfish Immunol. 20: 126-136.

68



CORTESTAGIOR AL DISGURSO DE IRGRESO
ERR
LA ACADEMIA DE FARMAGCIA DE GALICIA
DE LA

ILMA. DRA. DRA. ALIGIA ESTEVEZ TORARZO

POR EL AGADEMIRO DE RUMERO

ILMO. DR. D. TOMAS GORZALEZ VILLA






DISCURSO DE CONTESTACION

Exmo. St. Presidente de la academia de Farmacia de Galicia.
Exmas. Autoriades

Exmos. e Ilmos. Sras. y Sres. Académicos

Sras. y Sres.

Ingresa hoy en la Academia de Farmacia de Galicia como
académica de nimero la Catedratica de Microbiologia de la Univer-
sidad de Santiago de Compostela, la Profesora Dfia. Alicia Estévez
Toranzo y no quisiera dejar pasar esta oportunidad para agradecer
en primer lugar a la Academia as{ como a todos mis compaferos
académicos el haberme otorgado la posibilidad de pronunciar este
discurso de bienvenida y presentacién de loas y méritos de la Pro-
fesora Estévez Toranzo, que siendo muchos son también impot-
tantes.

Conoci a la Profesora Estévez Toranzo en 1983 con motivo
de haber obtenido yo la Agregaciéon de Microbiologia de la Facul-
tad de Farmacia en Enero de 1983 y concretamente después de mi
toma de posesioén y ocupacion del Despacho correspondiente de la
cuarta planta del pabellon C de dicha Facultad de Farmacia. Me
informé6 en ese momento el Catedratico Titular de Microbiologia
de la mencionada Facultad de Farmacia D. Benito Regueriro Vare-
la, académico numerario ya fallecido de esta Academia, que en Mi-
crobiologia de Ciencias Bioldgicas, a la sazén semi-enterrada en los
sotanos de nuestra Facultad, acababa de llegar de Estados Unidos
un matrimonio muy activo en investigacion y que me interesaria



conocer. Eso hice y esa misma tarde me entrevisté con la Profesora
Estévez Toranzo y su esposo D. Juan Luis Barja Pérez. He de decir
en este momento del discurso, que lo poco que hablamos de Cien-
cia en esa primera entrevista me gustd, porque ademas ambos pro-
venian de un mismo sistema que yo, es decir: obtenciéon del titulo
de doctor y realizacion de una larga estancia posdoctoral en Esta-
dos Unidos. Probablemente la Dra. Estévez Toranzo no se acorda-
ra, pero ya en esa primera entrevista se me ofrecié la posibilidad de
gestionar con la Junta de Facultad de Biologia para que sacase a
concurso de traslado o de acceso la Catedra de Microbiologia de la
Facultad de Biologfa, a lo que yo respondi que por haber obtenido
la oposicién que gané, me sentfa obligado con mi Facultad de Far-
macia y que no desea hacer tal cosa, es mas, que probablemente
serfa bueno para ella por tener posibilidad en el futuro de acceder a
puestos fijos en la Facultad de Biologfa, primero de Titular y des-
pués de Catedratica, como efectivamente asi fue, pues poco des-
pués, en Septiembre de ese mismo afio, entrd en vigor la Ley de
Reforma Universitaria (LRU) y pronto se convocd el concurso o
pruebas de idoneidad que supero brillantemente, accediendo por

oposicion al cuerpo de Profesores Titulares de Universidad en
1984.

Aunque por el segundo apellido de la Dra. Estévez Toranzo
uno podria pensar que por gentilicio estuviese ligada a cualquiera
de los lugares de Cantabria que llevan este apellido como Toranzo
en la Vega de Liébana o Corvera de Toranzo etc, lo cierto es que es
una pontevedresa de pro, gallega de pura cepa por tanto y que ha
dedicado toda su vida profesional de Microbiéloga a la Universidad
de Santiago de Compostela y a Galicia.

Fue la doctora Estévez Toranzo una excelente estudiante de
licenciaturas, y digo bien pues cursé la de Farmacia y la de Ciencias
Biologicas en la Universidad de Santiago de Compostela. Al finali-
zar, se integra en el Departamento interfacultativo de Microbiologia
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Farmacia/Medicina para la realizacién de su Tesis Doctoral tras
haber obtenido la correspondiente beca ministerial, tesis doctoral
que defiende en 1980. A continuacion se traslada a Estados Unidos
para la realizacién de una estancia posdoctoral en las Universidades
de Maryland y Oregon entre 1980 y 1982, ambas ubicadas en ex-
quisitos lugares para desarrollar investigacion a la vez que disfrutar
del medio ambiente, especialmente en el segundo.

Como indiqué con anterioridad, después de incorporarse al
cuerpo de Titulares de Universidad comienza una etapa altamente
productiva que culmina en 1991 con la obtencién de la Catedra,
permaneciendo en su Facultad de Biologia. Para entonces ya ha
consolidado junto con su esposo el Prof. Barja un activo grupo de
investigacion centrado principalmente, aunque no exclusivamente,
en la patologia de animales acuaticos que es un Grupo de Referen-
cia Competitiva de la Xunta de Galicia. Fue Directora del Dpto. de
Microbiologia y Parasitologia de la USC desde 2004 hasta 2013, y
desde 1999 es coordinadora el Programa de Doctorado en “Avan-
ces en Biologia Microbiana y Parasitaria” de la USC.

Algunos de sus principales lineas de investigaciéon han sido:
caracterizaciéon fenotipica y molecular de patégenos bacterianos,
analisis epizootiologico, estudios moleculares de factores de viru-
lencia de patégenos bacterianos y desarrollo de estrategias para la
prevencion y control de enfermedades de peces.

La Dra Estévez Toranzo ha sido y es, prolifica en cuanto a
la produccién de trabajos, que en nuestro slng llamamos “papers”,
libros y trabajos divulgativos. Asi, se reconoce autora de mas de
270 “papers”, publicados la mayorfa en Revistas SCI, asi como de
22 capitulos de libros. Todo este trabajo se ha visto plasmado en la
direccion de 16 Tesis doctorales que evidentemente representan
toda una vida dedicada a la docencia y a la investigacion. Es inven-
tora de 8 patentes de uso en Acuicultura (vacunas, probiodticos y
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procedimientos de diagnoéstico), ha participado in 46 Proyectos de
Investigacion y Desarrrollo Nacionales, Europeos y Autonémicos
as{ como en 15 proyectos de desarrollo tecnolégico financiados por
entidades publicas y privadas, manteniendo ademas una continua
colaboracién de asesoramiento y prestacion de servicios con com-
pafifas del sector farmacéutico/veterinatio y de la Acuicultura.

La actividad docente e ininterrumpida ha cristalizado en la
obtencién del maximo nimero de escalones de investigacion que
permite nuestro Estado es decir: 6 sexenios de investigacion y 6
quinquenios de docencia.

Como es evidente por todo lo expuesto, la Dra. Estévez To-
ranzo es una figura mundialmente reconocida en el campo de la
acuicultura lo que se ha traducido en casi medio centenar de invita-
ciones para impartir conferencias en Congresos Nacionales e In-
ternacionales, mesas redondas y workshops. De igual manera ha
participado en comités de expertos en diferentes comisiones Na-
cionales e Internacionales de evaluacion de Proyectos y Programas,
y actualmente es miembro del Comité editorial de revistas cientifi-
cas del area de Acuicultura, ha formado parte del Comité cientifico
y/u organizador de Congtesos y Reuniones Cientificas de Acuicul-
tura y Microbiologia y es miembro activo de 10 Sociedades cientifi-
cas, incluida légicamente la nuestra: La Sociedad Espafiola de
Microbiologia, una de las mas antiguas sociedades cientificas del
Estado Espafol.

El capitulo de premios no es pequefio en el bagaje de nues-
tra nueva académica y entre otros destacan el de “becaria distingui-
da de la organizacién sindical” el Premio “Jaime Ferran” (1993) de
la Sociedad Espafiola de Microbiologia y el “Titulo de Excelencia
gallega en Investigacion” (2006) de la Asociacion de Empresarios
gallegos en Cataluna.
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La Dra. Estévez Toranzo es, desde el 2011 Vocal de la
“Unidade de Muller e Ciencia” de la “Secretaria Xeral da Ignaldade” de la
Xunta de Galicia y , desde el 2014, Académica Numeraria de la
Real Academia Gallega (RAG) de Ciencias.

Querida Alicia, es para mi un placer acompafarte en este in-
greso en la academia de Farmacia de Galicia, una realidad ya conso-
lidada. Este sentimiento placentero se apoya en varias razones:
primero, por merecerlo por tu intensa actividad investigadora, en
segundo lugar por ser miembro del mismo Departamento que yo y
que ha sido el germen de todos los Departamentos de Microbiolo-
gia de Galicia y finalmente por haberme acogido positivamente mi
y a mi familia cuando nos trasladamos a Galicia en 1983, sin pensar
que estaba desplazando a alguien y que al contrario, podia aportar
algo positivo, como si de un alelo silvestre (que no asilvestrado) se
tratase, para vigorizar la Microbiologfa y Biotecnologia gallegas.
Deseo de todo corazén que tu permanencia en esta nuestra Aca-
demia de Farmacia, que ya es tuya, sea larga y fructifera y que te
encuentres a gusto y en buen ambiente de colaboracién en varias
de nuestra secciones. Bienvenidal

He dicho.
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