Universidad

e
B deValparaiso
s : NruiIl e

Facultad de Medicina
Departamento de Ciencias Biomédicas

Evaluacion de la respuesta inmune adaptativa y la
proteccion de una vacuna oral experimental contra
Sindrome Rickettsial del salmén (SRS), Necrosis
pancreatica Infecciosa (IPN) y Vibriosis causada por
Vibrio ordalii en Salmon del Atlantico (Salmo salar)

Tesis para optar al grado de:

Magister en Ciencias Biomédicas Mencion Biologia
Molecular y Celular

CATALINA ANDREA BRAVO COLLAO

Tutor de Tesis: Dr. Jaime Tobar

Santiago-Chile

2014



AGRADECIMIENTOS
Agradezco al Dr. Jaime Tobar, por su ayuda y ensefianzas durante el trabajo de tesis.

Quiero agradecer a Veroénica Vera, por su amistad, constante apoyo y colaboracién con
la elaboracién de la vacuna, desafio de peces y con los estudios de Elisa.

Agradezco también a Ivan Tobar por su ayuda con los estudios de Elisa, a Felipe Angel
y Constanza Meza por su colaboracion con los estudios de citometria de flujo.

También quiero agradecer a Ingrid Fuentes por todo su apoyo para la busqueda y
obtencién de literatura cientifica para la elaboracién de esta tesis.

En forma especial, quiero agradecer a mi esposo y a mi hijo Luciano por
todo el apoyo, ayuda y amor entregado durante este proceso de tesis.



INDICE

Pagina
LRESUMEN.... ..o e e e e s e e e e ae e s see e e s mee e e 1
HLINTFOAUCCION. ...t et 3
2.1Generalidades. ... .. ... 3
2.2 Sindrome Rickettsial del SalmMON..........c.oooiiiiii 3
2.3 Necrosis Pancreatica INfeCCiosa. ..........ouuiuiiiiiii 4
é.4 Vibriosis producida por Vibrio ordalii....................ooo 5
P [T TU T g = To =T o o1 PSP 6
2.6 VACUNACION OF@L... e ittt ettt 7
|| o 11 oo (=T =P 10
IV. ODbjJEtiVO GENEIAL...........oeiiit et 10
IV. Objetivos ESPeCIfiCOS. ...........ocouiiiiiiiii i 10
V. Materiales ¥ MEtOUOS ... ... ... e 11
VI RESUIAUOS. ... e e 20
L2 O 1o [ T=To T =T o 11 [o TR P 20

6.2 Evaluacién de la respuesta inmune especifica de anticuerpos séricos contra cada

721 (0 To =1 o T J 20
6.2.1 Titulo de anticuerpos séricos especificos contra P.salmonis..............ccccevviiiiininnenn.. 20
6.2.2 Titulo de anticuerpos séricos especificos contra Vibrio ordalii.....................cc.ccoeeennn. 21

6.2.3 Titulo de anticuerpos séricos especificos contra Virus de la Necrosis

Pancredtica INfECCIOS@. ... . .. 22
6. 3. Evaluacion de proteccion de la vacuna contra la enfermedad............ccooooiiiiiiiinnn 24
6.3.1 Proteccion de la vacuna oral experimental contra SRS...........cooiiiiiiiiiiii 24
6.3.2 Proteccion de la vacuna oral experimental contra Vibriosis...........cocvvviiinnnininnnnn, 25
6.4 Evaluacion de la proteccion de la vacuna contra la infeccién por IPNV..............cooeeene. 26
VIEDISCUSION. ... ettt ettt et e e 28
VI CONCIUSIONES ..o e 33

IX Bibliografia........ ..o 34



| RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar la proteccion y la respuesta inmune
especifica de anticuerpos séricos en Salmo salar vacunados con una vacuna
oral experimental desarrollada en el laboratorio Centrovet contra P.salmonis,

IPNV y Vibrio ordalii en condiciones experimentales.

Para este propésito, se utilizaron 260 peces de 25 grs promedio, de los cuales
130 fueron vacunados con la vacuna oral experimental mediante alimento
medicado durante 10 dias y 130 peces fueron alimentados con alimento

comercial (grupo control).

Para la evaluacién de la respuesta de anticuerpos, se determind y comparo el
titulo de anticuerpos séricos especificos en peces vacunados y controles en

dos puntos post vacunacién (300 y 600 UTA) utilizando la técnica de Elisa.

Para evaluar la proteccién otorgada por la vacuna, a las 300 UTA post
vacunacion se realizé la infeccion experimental de los peces (grupo vacunado y
grupo control) en ambiente controlado SRS y Vibriosis, y se compararon las
curvas de sobrevivencia. Para la fraccion IPNV, la proteccion de la vacuna fue
evaluada in vitro mediante un ensayo de seroneutralizacion viral contra IPNV,
se determin6 y comparé el titulo de anticuerpos neutralizantes presentes en el
suero de peces vacunados y controles en dos tiempos post vacunacién (300 y
600 UTA) .

La vacunacién oral con la vacuna experimental indujo un alza de anticuerpos
especificos contra P.salmonis, IPNV vy Vibrio ordalii tan pronto como a las 300
UTA post vacunacion.

En relacion a SRS, la vacunacion oral resultd ser protectiva contra la
enfermedad y otorgd inmunidad especifica de anticuerpos séricos contra
P.salmonis que se mantuvo constante entre las 300 UTA y las 600 UTA post

vacunacion. Se sugiere que al utilizar la vacuna experimental en peces la



respuesta de anticuerpos séricos tendria un rol importante en la proteccion
contra SRS.

Para la fraccion Vibrio ordalii, la vacunacidn oral resulté no ser protectiva contra
Vibriosis e indujo una respuesta inmune de anticuerpos especificos a las 300
UTA que decayd en el tiempo.

Para la fraccion IPNV, la vacunacién oral con la vacuna experimental indujo
una respuesta de anticuerpos sistémicos especificos que se mantuvo constante
en el tiempo y que ademas fue capaz de neutralizar la infecciéon por el virus in
vitro. Por otra parte, resulté ser protectiva contra la infeccion por IPNV in vitro
en ambos tiempos de muestreo (300 y 600 UTA) ya que indujo un aumento de

anticuerpos neutralizantes que fue estadisticamente distinto al grupo control.



Il INTRODUCCION

2.1) Generalidades

La acuicultura es un sector productor de alimento de rapido crecimiento [1].
Esta industria ha crecido drasticamente en los ultimos 50 afos, representando
alrededor del 50% del suministro de peces para alimentaciéon a nivel mundial
[2].

Chile es uno de los principales productores de salmén a nivel mundial. En la
Ultima década se ha expandido rapidamente el cultivo de especies
salmonideas, exportando en el afno 2013 un total de 527.770 toneladas de
truchas y salmones, lo que equivale a 3517 millones de US$. La especie mas
producida y exportada corresponde al Salmén del Atlantico, representando el

58% de las exportaciones.[3]

El incremento en los niveles productivos ha llevado a la intensificacion del
cultivo de peces lo que conlleva al aumento de las densidades productivas y al
stress, trayendo consigo como consecuencia mayores brotes de enfermedades
y mortalidades de peces. Esto ha llevado al uso masivo de antibi6ticos, sin
embargo, el desarrollo de resistencia bacteriana y la acumulacion de
antibioticos en el ambiente ha llevado a la necesidad del desarrollo de vacunas
[4]. La produccién de peces en condiciones de crecimiento en altas densidades
requiere de vacunas efectivas para controlar las enfermedades persistentes y

emergentes [9].

Actualmente en Chile se vacuna peces contra patologias como SRS (Sindrome
Rickettsial del Salmén), ISA (Anemia Infecciosa del Salmén), Vibriosis (Vibrio

ordalii), Aeromona e IPN (Necrosis Pancreatica Infecciosa) [5]

2.2) Sindrome Rickettsial del Salmén

Piscirickettsia salmonis es el agente etiolégico de Piscirickettsiosis, una
enfermedad severa que ha causado las mayores pérdidas a la industria de la
acuicultura [6]. Es una bacteria gram negativa, generalmente no movil,

aerdbica, no encapsulada, pleomorfica, usualmente cocoide, tiene un diametro



aproximado entre 0.5 a 1.5 um, replica por fisidon binaria dentro de células de
peces susceptibles o en lineas celulares de peces, posee estructuras similares
a ribosomas cerca de la membrana plasmatica y DNA fibrilar [7, 8] .
Taxondmicamente P.salmonis pertenece al grupo de las Gamma-
Proteobacterias y es una de las pocas especies que pertenece a la familia
Piscirickettsiaceae. De hecho no esta relacionada a la familia Rickettsiaceae
como se habia descrito previamente [9, 10].

En Chile, esta presente desde el afio 1989 [11] y representa la mayor amenaza
sanitaria para el cultivo de salmones en Chile. La enfermedad ha sido dificil de
controlar, la falla de los tratamientos con antibiéticos es comun y las vacunas

que se usan actualmente han demostrado una eficacia variable [6].

El efecto de la enfermedad se refleja en las pérdidas asociadas a la
presentacion clinica de la enfermedad, mortalidades masivas y reduccion del
valor de los productos finales, debido a lesiones macroscopicas y a la
disminucién del rendimiento productivo [12].

La enfermedad corresponde a una condicion septicémica por lo cual se pueden
encontrar lesiones en numerosos 6rganos y tejidos [7, 13-16]. Los signos
externos mas consistentemente observados durante las infecciones son
branquias palidas, distensién abdominal, y hemorragias petequiales y
equimaéticas en la base de las aletas y en la zona periocular y perianal [6].
Internamente las lesiones mas diagnésticas se observan en el higado vy
corresponden a focos subcapsulares grises o amarillos que miden
aproximadamente 1 mm de diametro [7, 13-17].

La enfermedad se ha descrito principalmente en agua de mar y estuario [7, 11,

13-16], y muy ocasionalmente en agua dulce [18, 19].

2.3) Necrosis Pancreatica infecciosa

La Necrosis Pancredtica Infecciosa (IPN), es causada el virus de la necrosis
pancreatica infecciosa (IPNV) que pertenece al género Aquabirnavirus de la
familia Birnaviridae [20, 21]. Los viriones son no envueltos, el genoma del virus

consiste en 2 segmentos de RNA de doble cadena (A, B) que estan incluidos
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dentro de una capside proteica icosaédrica que mide aproximadamente 60 nm
de diametro. El segmento A, es el mayor de los 2 y codifica para VP2 y VPS3,
las dos principales proteinas estructurales del virus. [22-24]. El segmento B
codifica la proteina VP1 que es la RNA polimerasa RNA dependiente asociada
al virion [25]. El virus replica en lineas celulares de peces, resultando en un
efecto citopatico caracteristico [26]

Es una enfermedad altamente contagiosa que causa altas mortalidades en
salménidos juveniles [27]. Cepas altamente virulentas pueden causar
mortalidades superiores al 70% en pisciculturas en un periodo de dos meses y
puede ser tan alta como un 90% en alevines muy jovenes [20, 28]. La
intensificacion del cultivo de salmones a raiz de la expansion de la acuicultura
ha resultado en un aumento de los brotes no sélo en alevines sino que también

en postsmolts [29].

El impacto de la enfermedad en la produccion de Salmén del Atlantico es muy
serio ya que a pesar de los programas de vacunaciones, los brotes de IPN son
frecuentes [30, 31].

En peces que padecen la enfermedad se han observado signos como
oscurecimiento de la piel, abdomen abultado anteriormente, nado superficial y
cese de la alimentacién. En la necropsia, se han observado lesiones como
higado palido y muy friable, hemorragias en el ciego pilérico, intestino sin
alimento con exudado catarral [20].

2.4) Vibriosis producida por Vibrio ordalii

Vibrio ordalii es el agente causal de la Vibriosis Atipica, y tiene el potencial de
causar pérdidas severas en la acuicultura de salménidos [32]
Microscépicamente son bacilos gram negativos, moviles, anaerobios
facultativos y no esporulados [33]. Pertenece a la clase Gammaproteobacteria,
familia Vibrionaceae.[34] Inicialmente, fue descrito como Vibrio anguillarum
biotipo 2 [35].Posteriormente, fue reclasificado como Vibrio ordalii debido a

diferencias fenotipicas y genotipicas con respecto a V.anguillarum [36]. Se ha



demostrado que cepas de Vibrio ordalii aisladas desde brotes de salmones del

Atlantico de la X region del pais son genéticamente homogéneas [37].

Estudios in vivo han demostrado que Vibrio ordalli es capaz de infectar
variadas especies, dentro de las que se encuentran Salmén chum, Salmén

chinook, Salmoén del Atlantico, Salmén coho y Trucha Arcoiris [33].

La Vibriosis es una de las enfermedades mas importantes en el cultivo de
peces marinos y de estuario y se caracteriza por una septicemia hemorragica
[37], la Vibriosis Atipica, se caracteriza por la presencia de lesiones en la piel,
Ulceras hemorragicas y mortalidad, mientras que los signos internos incluyen
pericarditis, peritonitis, multiples focos necroéticos en el higado y signos de

septicemia sistémica [32].

Desde el ano 2004, este patdgeno ha sido reportado desde las poblaciones de
salmones del atlantico cultivados en el sur de Chile. Para Chile, Vibrio ordalii
constituye un problema serio para la industria del salmén [33] y destaca entre
las enfermedades emergentes de etiologia bacteriana que tienen repercusion

econdmica en los cultivos de salménidos en nuestro pais [38].

2.5) Inmunidad en peces

Los peces poseen sistemas de defensa inmune innato y adaptativos que estan
estrechamente relacionados [39, 40].

El sistema inmune innato se compone de barreras fisicas, componentes
humorales y celulares, defiende al organismo de las infecciones de una manera
no especifica, la respuesta innata generalmente precede a la respuesta
adaptativa [40, 41].

El sistema inmune adaptativo estd compuesto de células altamente
especializadas dentro de las que se incluyen los linfocitos y las
inmunoglobulinas y tiene un rol vital en la proteccion contra infecciones
recurrentes [40]. Los peces poseen la habilidad de producir una respuesta de
anticuerpos a la mayoria de los antigenos [42], siendo inmunoglobulina M (IgM)

el isotipo predominante en el suero de teledsteos [43].



Para evaluar la respuesta de anticuerpos en los peces existen técnicas dentro
de las cuales se incluyen neutralizacion viral y el Ensayo por Inmunoabsorcion
Ligado a Enzimas (ELISA) [42].

Se ha descrito que la respuesta adaptativa en los peces es un factor clave en el
éxito de la vacunacién [39] y que las inmunoglobulinas o anticuerpos son los

principales indicadores de inmunidad adquirida a los patégenos [40].

2. 6) Vacunacion oral

El desarrollo de una industria de acuicultura industrializada sustentable
depende del desarrollo y la implementacion de vacunas y de regimenes de
vacunacion que permitan que en la produccion intensiva las enfermedades

sean predecibles y manejables [5].

Existen 3 métodos para llevar a cabo la inmunizacién de peces: vacunacion
inyectable, via inmersion y via oral [44]. La vacunacion inyectable se refiere a la
inmunizacion de peces mediante la inyeccion intraperitoneal, la inmersion
consiste en sumergir a los peces en una soluciéon que contenga la vacuna, la

via oral se refiere a la administracion de alimento que contenga la vacuna.

En la actualidad cobran cada vez mas importancia el uso de vacunas orales en
acuicultura, ya que estas presentan varias ventajas con respecto al uso de
vacunas inyectables, es por esta razdén que la administracion oral de vacunas
ha sido extensamente estudiada en los recientes anos, ya que para especies

acuaticas representan el método mas atractivo de entrega de vacuna [4, 45]

Las vacunaciones inyectables son laboriosas ya que los peces son
inmunizados uno por uno y es un proceso estresante para los peces ya que
éstos deben ser removidos del agua y anestesiados. Por otra parte, las
vacunaciones inyectables ofrecen la desventaja de que al utilizar adyuvantes
en base a aceites pueden producir efectos adversos indeseables que resultan
en una disminucion de la calidad de la carcasa, debido al desarrollo de
adherencias internas y melanosis, estos efectos indeseables no se producen

con la inmunizacion mediante vacunas orales. En la vacunacioén oral no es
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necesaria la manipulacién de los peces, lo cual reduce el stress, su
administracién es sencilla y adecuada para lograr una inmunidad de masa. Las
desventajas de las vacunas orales son que necesitan una mayor cantidad de
antigeno para provocar una respuesta inmune [4] y que, a diferencia de la
vacunacion por inyeccion es dificil de determinar exactamente cuanto comié

cada pez y por lo tanto la dosis de antigeno recibida [46].

Para la administracion adecuada de una vacunacién oral, los antigenos
entregados oralmente deben ser capaces de evitar la hidrolisis digestiva, para
esto es necesario proteger al antigeno contra el pH acido del estbmago de los
peces y deben llegar a los enterocitos para ser traslocados hacia los
compartimentos del sistema inmune [4]. Para este proposito se han
desarrollado varias tecnologias de encapsulacion del antigeno para vacunaciéon
oral para protegerlo, estas van desde un transportador de antigeno bioldgico
como el Artemia nauplii para entregar Vibrio anguillarum a carpas [47] hasta la

tecnologia de MicroMatrix [45].

Actualmente nuestro pais, cuenta sélo con 4 vacunas comerciales orales para
peces, ninguna con mas de dos antigenos, una contra SRS desarrollada por
Tobar et al [45], dos contra IPN, una de ellas desarrollada por el laboratorio
Schering- Plough, otra contra ISA [48] y otra bivalente contra SRS-ISA. No
existen todavia vacunas orales contra Vibriosis en Chile, pese a que esta
enfermedad es un problema importante en salménidos en nuestro pais. En
otros paises, como Reino Unido, existe una vacuna comercial bivalente para
truchas contra Vibrio anguillarum y Vibrio ordalii, esta corresponde a una

vacuna inactivada con formalina del tipo bacterina.

En relacién a las vacunas orales con respecto a Vibrio, se ha demostrado que
la vacunacion oral de peces contra Vibrio anguillarum protege contra el desafio

[49-52] e induce titulo de anticuerpos sistémicos [49-51].

Con respecto a vacunas orales contra SRS, se demostrd que al vacunar peces
con vacuna oral contra SRS usando la tecnologia de Micromatrix se logré una

respuesta inmune especifica a nivel sistémico detectando anticuerpos
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especificos tan pronto como a las 300 unidades térmicas acumuladas post
vacunacion. Ademas esta vacuna fue capaz de proteger a los peces contra un

desafio experimental contra el patégeno [45].

Para el caso de vacunas orales contra IPN, se ha demostrado la induccién de
anticuerpos especificos contra el virus post vacunacién en la circulacion
sistémica [28] [53] [54] y de anticuerpos neutralizantes contra el virus [53-
56].Se ha demostrado proteccién contra el desafio en los trabajos en los cuales
se ha producido una respuesta de anticuerpos neutralizantes luego de una
vacunacion oral contra IPN y se ha realizado un desafio in vivo de los peces
vacunados, [55] [56].

Si bien algunos trabajos establecen que las vacunas contra IPN basadas en
virus muerto no son completamente efectivas [28], estudios preliminares
realizados en nuestro laboratorio aun no publicados, demuestran que peces
vacunados con vacuna oral contra IPN del tipo virina formulada con la

tecnologia de Micromatrix producen anticuerpos especificos contra el agente.

Por todo lo expresado anteriormente, es que en el presente proyecto se buscé
desarrollar y evaluar en condiciones experimentales la proteccion y la
respuesta de anticuerpos de una vacuna oral trivalente inactivada contra SRS,
IPN y Vibriosis producida por Vibrio ordalii en Salmo salar vacunados durante
10 dias.



Il HIPOTESIS

La vacunacion oral de los peces con la vacuna experimental contra P.salmonis,
Virus de la Necrosis Pancreatica Infecciosa y Vibrio ordalii producira respuesta

inmune especifica y proteccion contra estas patologias.

IV OBJETIVO GENERAL

Evaluar la respuesta inmune especifica de anticuerpos séricos y la proteccion
de una vacuna oral experimental contra SRS, IPN y Vibriosis producida por

Vibrio ordalii en Salmo salar vacunados durante 10 dias.

IV .1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.1) Determinar y comparar el titulo de anticuerpos séricos especificos en

peces vacunados y controles en dos puntos de muestreo post vacunacion.

4.2) Analizar la proteccion que otorga la vacuna contra SRS y Vibriosis

realizando una infeccién experimental de los peces vacunados y controles
4.3) Analizar la proteccién que otorga la vacuna contra IPN determinando y

comparando el titulo de anticuerpos neutralizantes contra IPNV en suero de

peces vacunados y controles en dos puntos de muestreo post vacunacion.
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V MATERIALES Y METODOS

5.1) Lugar: Laboratorio Centrovet Ltda (Unidad Experimental Acuarios vy
Laboratorio de Investigacion y Desarrollo).

5.2) Peces: Se utilizaron peces de la especie Salmo salar de un peso promedio
de 25 grs provenientes de Piscicultura Penaflor de la empresa Landcatch,
ubicada en la Region Metropolitana. Cuando llegaron los peces estos fueron
mantenidos en estanques de 1 metro cubico durante 2 semanas para su
aclimatacion. Se realiz6 un chequeo sanitario para evaluar que estos fueran
libres de los patégenos que contenia la vacuna, para esto se realizé PCR
(Reaccion en cadena de la polimerasa) de rinones de peces para IPNV segun
Informacion confidencial del laboratorio Centrovet y para P.salmonis segun un
protocolo modificado de lo descrito por Marshall, et al 1998 [57] Para el caso de
Vibrio se enviaron muestras de los mismos érganos para que fueran analizadas
por un laboratorio externo. Ademas, se obtuvo suero desde el stock de peces
prevacunacion para verificar el nivel de anticuerpos contra P.salmonis, Vibrio
ordalii e IPNV, utilizando el test de ELISA. Tanto para PCR como para Elisa se
muestrearon 25 peces al azar, este numero fue definido de acuerdo a lo
establecido en el punto 5.5 para los estudios de anticuerpos. Los andlisis se
realizaron antes del desarrollo del estudio.

Durante el desarrollo del experimento, los peces fueron mantenidos con una
temperatura promedio de 17°C en estanques de recirculacion de 100 Lts con
una densidad de 11 kg/m?®. Fueron alimentados ad libitum hasta que se inici6 la

vacunacion.
5.3) Vacuna
5.3.1) Produccion de los antigenos

Para la fabricacién de la vacuna se utilizaron cepas de P.salmonis, IPNV y

Vibrio ordalii disponibles en el laboratorio, las cuales correspondieron a

11



aislados de peces que murieron a causa de la enfermedad correspondiente en

distintas empresas salmoneras del sur del pais.

a) Fraccion P.salmonis: esta bacteria fue cultivada en linea celular SF21 a

18°C, para esto se inocularon frascos de cultivo T150 con 1 mL de cultivo
celular inoculado con P.salmonis, luego de 10 dias post inoculacion, cuando se
obtuvo un efecto citopatico (ECP) del 100%, se realizd su recuento mediante la
técnica de gPCR (Reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa) utilizando
un protocolo modificado a lo descrito por Olivares y Marshall, 2010 [58] y
posteriormente se realizé la inactivacion. Se centrifugaron a 9000 rpm, durante
10 min para recuperar el pellet, luego se descarté el sobrenadante y el pellet
fue congelado a -20 grados hasta su uso. Para realizar los recuentos por
gPCR, se utilizé un equipo PCR Real Time marca Stratagene, modelo Mx 3000
P.

b) Fraccién IPNV: El virus IPNV fue cultivado en células CHSE 214
mantenidas en medio esencial minimo (MEM) (GIBCO, EE.UU.), suplementado

con un 10% de suero fetal bovino (Invitrogen, EEUU) a 18°C, una vez que se
observd un 100% de ECP (7 dias post inoculacion), se procedio a realizar la
titulacion del virus, mediante el procedimiento descrito por Reed &Muench 1938
[59] vy luego fue inactivado de acuerdo a metodologia estandarizada en el

laboratorio (informacién confidencial de Centrovet Ltda.).

c) Fraccion Vibrio ordalli:

Para la elaboraciéon de la vacuna, la bacteria fue cultivada en un caldo triptona
soya suplementado con sal 2% a 25 grados por 48 horas. A partir de un vial de
Vibrio ordalii se inoculd un matraz de 2 Lts con 1,4 Lts de medio TSB
suplementado con un 2% de sal. Se incubd en agitador a 200 rpm y 25 °C
durante 2 dias, al cabo de este tiempo y cuando se obtuvo un cultivo saturado
se procedié a su inactivacion, luego fue centrifugado del mismo modo que para
P.salmonis 'y se congelé el pellet a -20°C.

El recuento se realiz6 mediante citometria de flujo y posteriormente la bacteria

fue inactivada utilizando la misma metodologia que para P.salmonis.
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El citometro de flujo utilizado correspondié a un equipo marca BD, modelo
FacsCalibur. Se utilizé un kit de recuento de bacterias con Sytobc como
fluoréforo (Invitrogen). Para realizar el recuento, las muestras fueron diluidas,
tefiidas con Sytobc, mezcladas con un numero fijo de microesferas y adquiridas
en el citbmetro de flujo para su andlisis de acuerdo al protocolo del kit (anexo
2).

5.3.2) Formulacion y elaboracion de la vacuna
Los titulos de antigenos que contuvo la vacuna fueron definidos en base a la
experiencia del laboratorio considerando titulo de vacunas inyectables y

literatura relevante.

Con el objetivo de encapsular los antigenos y de preservarlos en el estbmago
de los peces vacunados estos fueron incorporados en un vehiculo de entrega
oral que contenia una formulacion de un polisacarido bioadhesivo cationico

(Micromatrix).

5.4) Vacunacioén

Los peces fueron vacunados durante 10 dias con mezcla de alimento comercial
pellet numero 2 y la vacuna desarrollada, ésta correspondié a una vacuna oral
del tipo bacterina/virina trivalente contra P.salmonis, IPNV vy Vibrio ordalii. Los
peces fueron alimentados al 1% de su peso vivo recibiendo una dosis de

vacuna de 6 mg/pez/dia durante 10 dias consecutivos.

5 .5) Diseio experimental

Para el desarrollo del experimento se consideraron 260 peces en total, de los
cuales 130 fueron alimentados con la vacuna experimental (grupo vacunado) y
130 fueron alimentados con alimento comercial (grupo control). EI numero de
peces utilizados fue definido en base a los programas estadisticos de
epidemiologia Win Episcope 2.0 y WinPepi. En anexo 1 se demuestran los
célculos realizados por el programa WinPepi.para la estimacion de tamarno
muestral tanto para los estudios de anticuerpos (comparacion de medias) = 19
peces como para los estudios de sobrevivencia (comparacién de proporciones)
= 21 peces. Como se disponia de una mayor cantidad de peces, se decidid
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utilizar 25 animales por grupo por cada tiempo de muestreo para los estudios
de anticuerpos (50 peces en total considerando 2 tiempos de muestreo), 40
peces por grupo para los estudios de sobrevivencia para SRS y 30 peces por
grupo para los estudios de sobrevivencia de Vibriosis. Adicionalmente, se
consideraron 10 peces mas por grupo por cualquier pérdida de animales que
pudiera ocurrir durante el desarrollo del estudio, utilizando de este modo 130
peces por grupo.

Desde ambos grupos de peces se obtuvieron muestras de suero a las 300 y
600 UTA post vacunacion para evaluar la respuesta de anticuerpos séricos
para cada patégeno contenido en la vacuna y anticuerpos neutralizantes contra
IPNV. Ademas a las 300 UTA post vacunacion, se realiz6 la infeccion en forma
experimental de los peces vacunados y controles contra SRS y Vibriosis. El
esquema general de las actividades realizadas en el presente estudio se

presenta a continuacion en la figura 1.

Esquema general del proyecto

OUTA 300UTA 600 UTA

Anticuerpos Deééﬁo:

) Anticuerpos

VO, Psalmonis e SRSy VO. VO Psalmonis e
IPNV y anticuerpos IPNV y
neutralizantes Anticuerpos VO, anticuerpos
contra IPNV. Psalmonis e neutralizantes

IPNV y contra IPNV

anticuerpos

neutralizantes

contra IPNV

Fig1. Esquema general de las actividades ejecutadas durante el proyecto.

5.5.1) Evaluacion de la respuesta inmune especifica de anticuerpos
séricos contra cada patogeno
Con el fin de evaluar la respuesta de anticuerpos séricos especificos otorgada

por la vacuna, para cada patégeno contenido en esta (P.salmonis, IPNV y
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Vibrio ordalii), se determind y comparé el titulo de anticuerpos séricos en peces
vacunados y controles en dos puntos de muestreo post vacunacion mediante la
técnica de Elisa indirecto. Este andlisis también fue realizado en el stock de

peces que seria utilizado en el estudio (prevacunacion).

Para el desarrollo de la técnica, se activaron placas con antigeno P.salmonis,
Vibrio ordalii 6 IPNV, provenientes de cultivo celular o liquido segun
correspondiera, en buffer bicarbonato. Posteriormente, las placas fueron
bloquedas con PBS/leche descremada al 2%. Se realizaron diluciones seriadas
de los sueros y se incubaron toda la noche. Al dia siguiente las placas fueron
lavadas e incubadas con un anticuerpo monoclonal de ratén anti salmén IgM
isotipo IgG1 (Bios Chile, IGSA, Chile) por 1 hora a 30 °C. Luego las placas
fueron lavadas nuevamente e incubadas con antiG de ratén conjugado con
peroxidasa (Sigma). Los titulos de anticuerpos se determinaron usando 3,3,5,5-
tetrametilbenzidina (TMB) (Sigma, Sigma Aldrich) como sustancia cromogénica
y Acido sulfurico 95-98% (Winkler, Winkler Ltda) para detener la reaccion.
Inicialmente se obtuvieron los valores de absorbancia medidos a 450 nm y
posteriormente estos valores fueron transformados a IgM especifica, utilizando
una curva estandar generada a partir de diluciones seriadas de IgM.

Las muestras de sangre desde ambos grupos de peces, se obtuvieron en 2
tiempos de muestreo distintos (300 y 600 UTA post vacunacion). Para la
obtencién de las muestras, se seleccionaron al azar 25 peces de cada grupo
(vacunados y controles) por tiempo de acuerdo a lo explicado en el punto 5.5.
Estos fueron debidamente anestesiados y de cada pez se extrajo sangre desde
la vena caudal utilizando una jeringa de tuberculina. Una vez obtenida la
sangre esta fue procesada para la obtencion de suero, es decir, mantenida a
4°C por 24 horas, luego fue centrifugada durante 2 min a 5000 rpm con lo que
se obtuvo el suero que fue congelado a -20 grados hasta su utilizacion.

De un mismo suero, se analizd el titulo de anticuerpos para los distintos

patdégenos en estudio.

El esquema del andlisis realizado se presenta a continuacion en tabla 1:
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Tabla 1. Esquema utilizado para evaluacion de la respuesta de anticuerpos

mediante Elisa segun tiempo de muestreo.

Tratamiento | Peces Peces Peces Elisa
totales muestreados | muestreados
300 UTA 600 UTA

Vacuna 130 25 25 P.salmonis
IPNV
V.ordalii

Control 130 25 25 P.salmonis
IPNV
V.ordalii

5.5.2) Evaluacion de la proteccion de la vacuna contra la enfermedad
(Sobrevivencia al desafio)

Con el objetivo de evaluar la proteccion de la vacuna contra P.salmonis'y Vibrio
ordalii, a las 300 UTA post vacunacion se realizé la infecciobn en forma
experimental (desafio) de los peces (grupo vacunado y grupo control) en
ambiente controlado contra estos patdgenos. Cada pez fue debidamente
anestesiado e inoculado intraperitonealmente con 0,2 mL de un in6culo de
desafio que contenia al patégeno.

Para todos los patogenos el desafio se realizd con las mismas cepas presentes

en la vacuna.

Para P.salmonis se desafiaron 40 peces por grupo y para Vibrio ordalii 30
peces por grupo, de acuerdo a lo explicado en el punto 5.5, el esquema se
demuestra en tabla 2.

Tabla 2. Esquema utilizado para evaluaciéon de la proteccién de la vacuna

contra la enfermedad segun tratamiento y patégeno.

Tratamiento Peces totales | Peces  desafiados | Peces  desafiados
contra P.salmonis contra V.ordalli

Vacuna 130 40 30

Control 130 40 30
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Para todos los patégenos en estudio, utilizd la técnica de citometria de flujo,
para realizar el recuento de la dosis necesaria a inocular por pez. Una vez
obtenida la concentracién del cultivo, se realizaron los célculos para que 0,2 mL
del inéculo de desafio tuviera la concentracién necesaria para producir un 70%
de mortalidad en los peces controles.

a) Desafio contra P.salmonis

La cepa de P.salmonis utilizada para el desafio correspondié a cepa aislada
desde un pez enfermo con SRS en un brote de un centro de cultivo en la
Regién de Los Lagos, ésta fue mantenida en la linea celular CHSE-214 y en el
sexto pasaje fue congelada en nitrégeno liquido obteniéndose un stock de
viales para el desafio.

Para la preparacion del in6culo de desafio se descongelaron viales desde el
nitrégeno liquido, se centrifugaron durante 10 min a 10.000 rpm a 4 grados, se
descart6 el sobrenadante y el pellet fue resuspendido con 1 mL de Medio
Esencial Minimo (MEM) (Gibco, EEUU), suplementado al 10%, con esto se
inocularon células CHSE en una placa de cultivo T25 que fue mantenida a 18
°C y fue cosechada una vez que se alcanzé un 100% de ECP (12 dias post
inoculacién). El desafio fue realizado de acuerdo a los protocolos del
laboratorio (informacién confidencial de Centrovet Ltda.)

b) Desafio contra Vibrio ordalii

La cepa de desafio correspondi6 a un aislado de Vibrio ordalii obtenido desde
peces enfermos provenientes de un centro de cultivo con brote de Vibriosis de
la Region de Los Lagos. Se generaron viales que se mantuvieron congelados a

-80 grados hasta su uso.

Para la elaboracion del indculo de desafio se inoculd un vial en un matraz de
250 ml con 100 mL de caldo triptona soya suplementado con sal 2% a 25 °C
con agitacion 200 revoluciones por minuto hasta que se obtuvo un cultivo
saturado OD 600 nm= 0,4 (18 horas), luego se realizd un subcultivo a partir de
este, para lo cual se tomd 1 mL de cultivo saturado y se inoculdé en un matraz
de 250 mL que contuvo 100 mL de caldo triptona soya (TSB) (BD, EEUU)
suplementado al 2% de sal hasta que se obtuvo un nuevo cultivo saturado OD
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600 nm= 0,4, a partir de este subcultivo se obtuvieron muestras para realizar el
recuento mediante citometria de flujo. Al igual que para SRS, el desafio fue
realizado de acuerdo a los protocolos del laboratorio.

Analisis de los resultados

Diariamente, se registrd la mortalidad a causa de las enfermedades en estudio
(P.salmonis 'y Vibrio ordalii) de los peces vacunados y controles hasta el dia 52
post desafio, verificando la muerte a causa de la enfermedad mediante
necropsia, identificando las lesiones internas para cada cuadro.

Para describir la sobrevida de ambos grupos, para cada patégeno, se
confeccionaron las curvas de Kaplan Meier utilizando los datos generados de
los registros de la mortalidad .Con el fin de establecer si existian diferencias
significativas en la sobrevivencia de los grupos controles y vacunados se utilizé
el test de Long Rank. Adicionalmente, para cuantificar la magnitud del efecto de
la vacunacion, se calcul6 Hazard Ratio (HR) (Mantel-Haenszel) con un intervalo
de confianza de un 95%.

5.5.3) Evaluacion de la proteccion de la vacuna contra la infeccion por
IPNV (Determinacion de Anticuerpos neutralizantes contra IPNV)

Con el objetivo de determinar si la respuesta humoral inducida por la vacuna
era capaz de neutralizar la infeccién viral por IPNV y evaluar la proteccion que
la vacuna otorgaba contra la fraccion IPNV en los peces tratados, se determino
y comparé el titulo de anticuerpos neutralizantes en suero de peces vacunados
y controles en dos puntos de muestreo post vacunaciéon (300 y 600 UTA). Se
utilizé la técnica de seroneutralizacién in vitro, exponiendo cantidades
conocidas de virus (concentracion de 100 particulas virales) a diluciones
seriadas del suero (1:2) en busca de la inhibicién en la aparicién de efecto
citopatico en células susceptibles al virus si es que el suero tuviera capacidad
neutralizante.

Para esto, las placas de cultivo celular con el virus y las diluciones de los
sueros fueron incubadas por 15°C por 7 dias. Se monitoreé la monocapa

celular para determinar la presencia de efecto citopatico’. Los pocillos que no
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presentan ECP poseen niveles de anticuerpos que logran neutralizar la accién
del virus IPNV sobre la linea celular.

El titulo de anticuerpos neutralizantes se estimé a partir de la dilucién mas alta
que no presenta efecto citopético y correspondié a la inversa de la dilucién.
Este andlisis también fue realizado en el stock de peces que seria utilizado en
el estudio (prevacunacion)

La obtencién de sangre desde los peces debidamente anestesiados se realizé
desde la vena caudal, en ambos tiempos de muestreo se obtuvo sangre de 25
peces al azar de ambos grupos experimentales (vacunados y controles) como
se indica en tabla 3.Este analisis fue realizado por un laboratorio de diagnéstico

externo.

Tabla3. Tiempos de muestreo y numero de peces usados para el ensayo de

seroneutralizacion contra IPNV in vitro segun tratamiento.

Tratamiento Total peces Muestreo 300 | Muestreo 600 UTA
UTA

Vacunado 130 25 25

Control 130 25 25

Analisis estadistico

Antes de realizar el analisis estadistico, la normalidad de la distribucién de los
datos cuantitativos se evalué mediante la prueba de Shapiro Wilk.

Para evaluar diferencias estadisticas en los titulos de anticuerpos entre los
grupos se utilizaron los test de Kruskall Wallis y Mann-Whitney. Estos analisis
estadisticos fueron realizados utilizando el programa STATA /SE 10.0.

La comparacién de la sobrevivencia de grupos vacunados y controles, se
realiz6 utilizando el test de Long Rank y se calcul6 el Hazard Ratio mediante el

programa Graph pad 6.04

La significancia estadistica se consider6 con un p<0.05.
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VI RESULTADOS

6.1) Chequeo sanitario

El chequeo sanitario realizado al stock de peces utilizados en el estudio resultd
satisfactorio ya que el andlisis de PCR de riiidn de los peces revel6 que todos
eran negativos a todos los patdégenos contenidos en la vacuna a (P.salmonis,
IPNV y Vibrio ordalii). Por otra parte, el nivel de anticuerpos especificos para
todos los patégenos en estudio resulté satisfactorio para realizar el ensayo (los
resultados de titulos de anticuerpos se presentan en las tablas 4, 5, 6, 7 y
corresponden a los grupos prevacunacion).

6.2) Evaluacion de la respuesta inmune especifica de anticuerpos séricos
contra cada patogeno

6.2.1) Titulo de anticuerpos séricos especificos contra P.salmonis

A las 300 UTA post vacunacién, la vacuna indujo un aumento de anticuerpos
especificos contra P.salmonis que tuvo significancia estadistica al compararlo
con el grupo control (p<0.05), aumentando en un 57% el titulo de anticuerpos
promedio en relacion al grupo control. Esta respuesta del grupo vacunado se
mantuvo constante entre las 300 y 600 UTA no siendo significativo el leve
descenso observado entre ambos tiempos de muestreo (p>0.05). Ademas, a
las 600 UTA también se obtuvo diferencia significativa entre vacunados y
controles (p<0.05), aumentando en un 29% el titulo de anticuerpos promedio
respecto al control.

El peak del titulo de anticuerpos en el grupo tratado se obtuvo a las 300 UTA

post vacunacion.

A lo largo del experimento, el titulo de anticuerpos de peces que no recibieron
vacuna permanecio constante, no registrandose diferencias significativas entre
los valores de los peces prevacunacion y controles en ambos tiempos de
muestreo analizados (p>0.05 para ambos casos).

Los resultados se presentan a continuacion en tabla 4 y figura 2.
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Tabla 4. Titulo de anticuerpos contra P.salmonis en suero de peces segun
tratamiento y tiempo de muestreo

Grupo Titulo de anticuerpos contra P.salmonis #(UTA post vacunacion)
0 300 600
Prevacunacién 9264474+ 301.9378
Vacunado 1327 755+376.3755° 1249951 + 581 78370
Control 845.5063+ 239.3005 969.5680 + 208.861

2Prom. + DS (n=25), PEstadisticamente diferentes del grupo control (p<0.05).

Titulo de anticuerpos contra P.salmonis segun tratamiento y tiempo de muestreo
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” [ prevacunacion

= Bl Control
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0 T

0 300 600

UTA post vacunacién

Figura 2. Titulo de anticuerpos contra P.salmonis en suero de peces segln
tratamiento y tiempo de muestreo. Los valores corresponden a promedio + DS (n=25),
* Estadisticamente diferentes del grupo control (p<0.05).

6.2.2) Titulo de anticuerpos séricos especificos contra Vibrio ordalii

La vacunacién oral produjo en los peces tratados un alza de anticuerpos
significativo con respecto a los peces no tratados, tan temprano como a las 300
UTA post vacunacion (p<0.05) y aumentd en un 42,6% el titulo de anticuerpos
promedio con respecto al grupo control, luego a las 600 UTA esta respuesta
descendid en forma significativa (p<0.05) no registrandose diferencias

significativas entre los peces vacunados y los controles (p>0.05).

Durante el periodo de estudio, el titulo de anticuerpos de peces no vacunados

permanecié constante, no observandose diferencias significativas entre los

21



peces prevacunacion y controles en ambos tiempos de muestreo analizados
(p>0.05) para todos los casos.
Los resultados se presentan a continuacion en tabla 5 y figura 3.

Tabla 5. Titulo de anticuerpos contra Vibrio ordalii en suero de peces segun
tratamiento y tiempo de muestreo

Grupo Titulo de anticuerpos contra Vibrio ordalii 3UTA post vacunacion)
0 300 600
Prevacunacidn 1223.348+ 259.56
Vacunado 1746 505+396.1934° 1349993 + 413 4133¢
Control 1224 307+ 356 4056 13253616 + 261 77284

2Prom. + DS (n=25) P Estadisticamente diferentes del grupo control (p<0.05).
€ Estadisticamente diferentes del grupo vacunado muestreado a las 300 UTA

Titulo de anticuerpos contra Vibrio ordalii segun tratamiento y tiempo de muestreo
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Figura 3. Titulo de anticuerpos contra Vibrio ordali en suero de peces segun
tratamiento y tiempo de muestreo. Los valores corresponden a promedio + DS (n=25),
* Estadisticamente diferentes del grupo control (p<0.05), # Estadisticamente diferentes
del grupo vacunado muestreado a las 300 UTA (p<0.05).

6.2.3) Titulo de anticuerpos séricos especificos contra Virus de la
Necrosis Pancreatica Infecciosa

La vacunacién oral produjo en los peces tratados un alza de anticuerpos
significativo con respecto a los peces controles solamente a las 300 UTA post
vacunacion (p<0.05) y aumento en un 37,6,% el titulo de anticuerpos promedio

con respecto al grupo control. El titulo de anticuerpos del grupo vacunado
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aumenté a las 600 UTA con respecto al tiempo de 300, sin embargo, esta
diferencia no fue significativa (p>0.05). Tampoco fue significativa la diferencia
observada a las 600 UTA entre grupo vacunado y control (p>0.05).

Al comparar los titulos de anticuerpos de los peces prevacunacién con los de
los controles no se registraron diferencias significativas para todas las
comparaciones realizadas (p>0.05).

Los resultados se presentan a continuacion en tabla 6 y figura 4.

Tabla 6. Titulo de anticuerpos confra Virus de la Necrosis Pancreatica
infecciosa en suero de peces segun tratamiento y tiempo de muestreo

Grupo Titulo de anticuerpos contra IPNY 2 (UTA post vacunacion)

0 300 600
Prevacunacion 1233.464 + 428.68
Vacunado 1490.3442627.4864° 1772.841 +1156.23
Control 1082.864+ 799.1433 1147.058+ 300.5568

A Prom. + DS (n=25), P Estadisticamente diferentes del grupo control (p<0.05).

Titulo de anticuerpos contra IPNV segtin tratamiento y tiempo de muestreo
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Figura 4. Titulo de anticuerpos contra virus de la Necrosis Pancreatica Infecciosa en
suero de peces segun tratamiento y tiempo de muestreo. Los valores corresponden a

promedio + DS (n=25), * Estadisticamente diferentes del grupo control (p<0.05).
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6.3) Evaluacion de proteccion de la vacuna contra la enfermedad
(Sobrevivencia al desafio)

6.3.1) Proteccion de la vacuna oral experimental contra SRS
Mediante el desafio realizado fue posible reproducir la enfermedad, es decir,
producir mortalidad a causa del agente y observar en la necropsia lesiones
atribuibles a SRS tanto en peces vacunados como en controles.
La mortalidad acumulada al final del periodo de estudio por SRS resulté de un

55% para el grupo vacunado y de un 77,5 % para el grupo control.

La comparacién de las curvas de sobrevivencia entre los peces vacunados
(45%) y los controles (22,5%) demostrd una diferencia significativa luego del
desafio con P.salmonis (p<0.05) y se obtuvo un HR de 0.5004 (IC 95% 0,2718
— 0,9215), es decir, la probabilidad de morir en el grupo vacunado es la mitad
que en el grupo control., por lo que la vacunacién oral resulté ser protectiva
contra SRS (figura 5).

Sobrevivencia al desafio con P.salmonis segun tratamiento
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80 — Vacunado

40
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Forcentaje de sobrevivencia

0 T T 1
0 20 40 60

Dias post desafio

Figura 5. Curvas de sobrevivencia al desafio con P.salmonis en peces vacunados y
controles. La figura muestra el porcentaje de sobrevivencia de peces vacunados y controles
que fueron desafiados con P.salmonis a las 300 UTA post vacunacién mediante inyeccion
intraperitoneal. El grupo vacunado tuvo significativamente mayor sobrevivencia que el grupo
control (p<0.05).
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6.3.2) Proteccion de la vacuna oral experimental contra Vibriosis

Al igual que para SRS, tanto en los peces vacunados como en los controles fue
posible inducir la enfermedad, producir mortalidad a causa del agente y
observar en la necropsia lesiones atribuibles a Vibriosis.

Luego de concluir el periodo de seguimiento post desafio, la mortalidad
acumulada del grupo vacunado resultdé de un 60%. Los porcentajes de
sobrevivencia finales resultaron en 40% y 26,6% para el grupo vacunado y

control respectivamente.

La comparacién de las curvas de sobrevivencia de ambos grupos demostré
que éstas no eran significativamente distintas (p>0.05) (Fig 6), Se obtuvo un
HR de 0.5675 (IC 95% 0.2957 — 1.089), por lo que la vacunacion oral no resulté

ser protectiva contra Vibriosis.

Sobrevivencia al desafio con Vibrio ordalii segun tratamiento
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Figura 6. Curvas de sobrevivencia al desafio con Vibrio ordalii en peces vacunados y
controles. La figura muestra el porcentaje de sobrevivencia de peces vacunados y controles
que fueron desafiados con Vibrio ordalii a las 300 UTA post vacunacion mediante inyeccion
intraperitoneal. No existi6 diferencia significativa en la sobrevivencia de ambos grupos (p>0.05).
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6.4) Evaluacion de la proteccion de la vacuna contra la infeccion por IPNV
(Determinacion de Anticuerpos neutralizantes contra IPNV)

Los resultados indican que la vacuna indujo un aumento de anticuerpos
neutralizantes que tuvo significancia estadistica al compararlo con el grupo
control tanto a las 300 como a las 600 UTA (p<0.05 para ambas
comparaciones). Esta respuesta se mantuvo constante entre ambos tiempos de
muestreo analizados, no siendo significativo el leve aumento de titulo de
anticuerpos seroneutralizante observado a las 600 UTA post vacunacion
(p>0.05).

A lo largo del experimento, el titulo seroneutralizante de los peces no tratados
fue el mismo para todos los grupos (prevacunacion y controles a las 300 y 600
UTA) (p>0.05).

Por los resultados anteriormente expuestos, se concluy6 que la vacunacion oral
indujo en los peces tratados una respuesta de anticuerpos neutralizantes y
resultd ser protectiva contra la infecciéon por IPNV in vitro, aumentando el titulo
de anticuerpos neutralizantes promedio con respecto al control en un 44% y en
un 77% alas 300 y 600 UTA respectivamente.

Los resultados se presentan a continuacion en tabla 7 y figura 7.

Tabla 7. Titulo de anticuerpos confra Virus de la Necrosis Pancreatica
infecciosa en suero de peces segun tratamiento y tiempo de muestreo.

Grupo Titulo de anticuerpos Neutralizantes # (UTA post vacunacion)
0 300 600

Prevacunacion 57.6 +13.06365

Vacunado 832 +3919184° 1024 +320b

Control 57.6 +13.06395 57.6+13.06395

aProm. + DS (n=25), P Estadisticamente diferentes del grupo contral (p<0.05).
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Titulo seroneutralizante contra IPNV segun tratamiento y tiempo de muestreo
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Figura 7. Titulo de anticuerpos seroneutralizantes contra Virus de la Necrosis
Pancreatica Infecciosa en suero de peces segun tratamiento y tiempo de muestreo.
Los valores corresponden a promedio + DS (n=25), * Estadisticamente diferentes del
grupo control (p<0.05).
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VIl DISCUSION

No existen a la fecha trabajos publicados sobre vacunas orales con mas de un
antigeno en salménidos. Este trabajo es la primera descripcion de la respuesta
inmune de anticuerpos y de proteccion generada por una vacuna oral triple en
salmones.

La vacunacion es uno de los métodos mas importantes utilizados en la
prevencion de enfermedades infecciosas en acuicultura [45]. La vacunacion
oral ofrece una serie de ventajas sobre las vacunaciones por inmersion o
inyeccion: facil administracion sin inducir estrés ya que los peces no son
manipulados, es un buen método para la inmunizacion de masa [4]. Una

vacuna oral multivalente seria de importancia para la industria.

En el presente estudio, la vacunacion oral indujo un alza de anticuerpos séricos
especificos significativo tan tempranamente como a las 300 UTA post
vacunacion para todos los patéogenos contenidos en la vacuna (P.salmonis,
Vibrio ordalii y Virus de la Necrosis Pancreatica Infecciosa), al compararlo con
su grupo control correspondiente (p < 0.05), lo que es indicativo de que la
vacuna indujo inmunidad sistémica. La induccién de anticuerpos especificos en
la circulacion sistémica al corto tiempo post vacunacién oral ha sido
demostrada en vacunas orales contra IPN [28], P.salmonis [45] y Vibrio
anguillarum [49] [60] [61]. En la literatura no se han descrito a la fecha

publicaciones sobre vacunas orales contra V.ordalii.

A pesar de que previo al desarrollo del experimento (grupo prevacunacion) se
detectaron anticuerpos contra todos los patdgenos contenidos en la vacuna
(P.salmonis, ambas variantes de Vibrio ordalii e IPNV) durante todo el
desarrollo del experimento, para todos los patdgenos el titulo de anticuerpos de
peces sometidos al ensayo que no recibieron la vacuna (grupo control)
permanecié constante y sin diferencias significativas con los peces antes de ser
sometidos al estudio (prevacunacién) (p>0.05), esto demuestra que el alza de

anticuerpos observados en los grupos vacunados se debe a la vacunacion.

28



Una de las limitantes importantes para lograr éxito en la vacunacion oral es
obtener un sistema de entrega que proteja el antigeno de las condiciones
hidroliticas en el estbmago, que asegure que los antigenos permanezcan en el
tracto intestinal un tiempo suficiente para ser tomados por las células del
sistema inmune y que asegure que cada pez reciba la vacuna [62]. Micromatrix
preserva el antigeno en el estdbmago, permite un contacto entre la mucosa
intestinal y los elementos inmunolégicos reclutados como macréfagos y
linfocitos, al mismo tiempo que entrega el antigeno encapsulado en la mucosa
intestinal [45]. En el presente estudio, la vacunacion oral logré6 producir una
respuesta inmune especifica sistémica para todos los patégenos en estudio,
por lo que se demuestra que el método de encapsulacion utilizado (Tecnologia
de Micromatrix) para formular la vacuna resulté exitoso y fue capaz de contener
a los 3 antigenos. En experimentos preliminares no publicados se habia

demostrado que podia contener hasta 2 antigenos.

En este trabajo, los peces fueron vacunados en forma masiva, alimentandose
por su propia voluntad mediante el alimento mezclado con vacuna no siendo
inoculados en forma forzada. Esta via de administracion concuerda con las
condiciones naturales de alimentacién y por lo tanto es mas representativo de
lo que ocurriria al vacunar peces en condiciones de campo. La eficiencia de las
vacunaciones orales mediante esta via de administracion habia sido
demostrada anteriormente [63] [28] [45] [56].

Los peces poseen la habilidad de producir una respuesta de anticuerpos a la
mayoria de los antigenos. Sin embargo, una respuesta significativa de
anticuerpos a un antigeno no siempre se correlaciona con proteccion. Por el
contrario, se puede lograr proteccion sin una respuesta significativa de
anticuerpos [42]. Muchos estudios relacionan la presencia de anticuerpos
humorales de vacunas bacterianas directamente con proteccion [64]. Para
SRS, se ha descrito que las vacunas en peces producen una respuesta de
anticuerpos séricos y proteccién al desafio [65] [66] [45] y que existe una
correlacién entre los niveles de IgM séricos y el porcentaje relativo de
sobrevivencia al desafio (RPS) [67]. La vacunacion oral resulté ser protectiva
contra SRS y otorgé inmunidad especifica de anticuerpos séricos contra
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P.salmonis que se mantuvo constante entre las 300 UTA y las 600 UTA. Estos
resultados coinciden con la induccién de anticuerpos especificos hasta las 900
UTA post vacunacién y la proteccion de la unica vacuna oral contra SRS

descrita hasta ahora en la literatura [45].

En relacion a la Vibriosis, se ha demostrado la importancia de los anticuerpos
en la proteccién contra la enfermedad [68] [69] [70] y que existe una correlacién
positiva entre anticuerpos y proteccion contra la enfermedad [68]. Se ha
descrito que la vacunacién oral de peces contra Vibrio anguillarum protege
contra el desafio in vivo [49] [71] [72] [63] [52] [50] [51] e induce titulo de
anticuerpos sistémicos [49] [50] [51]. En otras experiencias, se ha obtenido
proteccion contra la enfermedad con una leve induccién de anticuerpos
sugiriendo que hay mas de un mecanismo involucrado en la proteccion [63]. En
este estudio, para Vibriosis la vacuna no result6é protectiva al realizar el desafio
in vivo (p>0.05). Considerando los antecedentes anteriormente expuestos los
resultados obtenidos podrian deberse a 3 probables causas: la vacuna no logré
inducir un nivel lo suficientemente alto de anticuerpos para proteger contra la
enfermedad a pesar de que a las 300 UTA hubo una diferencia significativa de
titulo de anticuerpos con los controles (p<0.05) 6 el nivel de anticuerpos
alcanzado a las 300 UTA era potencialmente protectivo pero como decayé en
el tiempo resultdé no proteger contra la enfermedad 6 la proteccion contra Vibrio

ordalii al utilizar la vacuna experimental estaria dado por otro mecanismo.

En relacion a IPNV, si bien la evidencia acumulada muestra que la respuesta
inmune humoral, es muy importante en la proteccién de los salménidos contra
IPN [73] y que la IgM en suero se correlaciona con proteccion al desafio contra
esta enfermedad [29] [73], en otros trabajos se establece que la estimulacion
de los anticuerpos mediante la vacunacion en los peces no es necesariamente
indicativo de la habilidad de la vacuna de proteger contra el patégeno,
sugiriendo que la magnitud de los anticuerpos totales estimulados por la
vacuna no estan necesariamente relacionados al nivel de proteccion contra IPN
por lo que las vacunas contra este virus buscan estimular la respuesta inmune
produciendo anticuerpos neutralizantes [74].
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La proteccion de la vacuna contra IPN no pudo ser evaluada in vivo ya que
pese a que la literatura describe infecciones exitosas, el lograr un desafio
exitoso contra IPNV es bastante complicado en condiciones experimentales.
Por lo tanto, para determinar si la respuesta humoral inducida por la vacuna era
capaz de neutralizar la infeccion viral por IPNV y evaluar la proteccion que la
vacuna otorgaba contra la fracciéon IPNV en los peces tratados, se determind y
compard el titulo de anticuerpos neutralizantes en suero de peces vacunados y
controles, en dos puntos de muestreo post vacunaciéon mediante un ensayo de
seroneutralizacion viral contra IPNV. Se ha demostrado que el virus IPNV
puede ser neutralizado mediante anticuerpos en el suero de peces infectados
[75] y que vacunas orales contra IPN inducen en los peces vacunados
anticuerpos neutralizantes contra el virus [53-56]. La vacuna evaluada en este
estudio indujo un aumento de anticuerpos neutralizantes que se mantuvo
constante y que fue estadisticamente distinto al grupo control (p<0.05) en
ambos tiempos analizados, resultando protectiva contra la infeccion por IPNV in
vitro. En los trabajos en los cuales se ha producido una respuesta de
anticuerpos neutralizantes luego de una vacunacion oral contra IPN y se ha
realizado un desafio in vivo de los peces vacunados, se ha demostrado
proteccion contra el desafio [55] [56] y disminucion de la carga viral post
desafio en 6rganos de peces infectados [53] [54].

En los trabajos de vacunas orales contra IPN en los cuales se ha medido el
titulo de anticuerpos neutralizantes en mas de un punto post vacunacion, se
han detectado diferencias significativas con los controles en todos los tiempos
de muestreo manteniendo una respuesta hasta las 8 semanas post vacunacién
(840 UTA aproximadamente) [55] y 90 dias post vacunacion (1350 UTA
aproximadamente) [56].

En el presente estudio, la vacuna indujo una respuesta de anticuerpos
especificos sistémicos contra el virus de la necrosis pancreatica infecciosa que
se mantuvo constante hasta las 600 UTA y que ademas resulté ser protectiva
contra la infeccion viral por IPNV.

Los peces poseen sistemas de defensa inmunes innato y adaptativo, ambas

respuestas inmunes estan estrechamente relacionadas [39] [40], mientras mas
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se conoce sobre el sistema inmune de los peces mas se da cuenta de cuan
complejo es [39]. A pesar de que la naturaleza precisa de la respuesta inmune
protectiva de los peces resultante de la vacunacion no esta clara [64], se
conoce que uno de los roles de los anticuerpos especificos es matar/neutralizar
los agentes infecciosos [43] y que muchos estudios relacionan la presencia de
anticuerpos humorales de vacunas bacterianas directamente con proteccion
[64]. Con los resultados obtenidos en este trabajo, se sugiere que al utilizar la
vacuna trivalente en peces la respuesta de anticuerpos séricos tendria un rol

importante en la proteccion contra SRS.

El presente trabajo representa la primera exploracion de la posibilidad de
administrar vacunas orales triples en salmoénidos, y es el primer trabajo donde
se evalla una vacuna oral que contenga la fraccién Vibrio ordalii. La respuesta
de anticuerpos evaluada correspondié solamente a la respuesta sistémica al
cuantificar anticuerpos séricos. Se ha demostrado que vacunas orales
monovalentes contra IPN y SRS inducen una respuesta local en mucosa
intestinal, estimulando la produccion de linfocitos en el tracto digestivo de
peces vacunados oralmente [76] [45] y que vacunas orales contra Vibrio

anguillarum estimulan la produccién de anticuerpos en mucus [49].

Para futuros trabajos seria interesante evaluar esta respuesta y evaluar el
efecto que tendria la vacuna sobre la inmunidad innata ya que el sistema
inmune innato en peces tiene un rol mas importante que en los mamiferos [77]
y es de primera importancia en combatir las infecciones en peces [41] siendo la

primera barrera de defensa contra los patégenos [78].

Considerando que la tecnologia de Micromatrix ® utilizada para producir la
vacuna oral contra SRS es potencialmente aplicable para otros antigenos de
administracién oral [45].Tomando como base los resultados de este estudio
para futuras investigaciones seria interesante evaluar una vacuna oral
trivalente que contuviera otros patdégenos importantes para la industria acuicola
por ejemplo al virus de la anemia infecciosa del salmén (ISA)
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VIl CONCLUSIONES

1. La vacunacion oral con la vacuna experimental indujo un alza de anticuerpos
especificos contra P.salmonis, IPNV vy Vibrio ordalii tan pronto como a las 300

UTA post vacunacion.

2. La vacunacién oral con la vacuna experimental resultd ser protectiva contra
SRS y otorgd inmunidad especifica de anticuerpos séricos contra P.salmonis

que se mantuvo constante entre las 300 UTA y las 600 UTA post vacunacion.

3. La vacunacién oral con la vacuna experimental resultdé no ser protectiva
contra Vibriosis e indujo una respuesta inmune de anticuerpos especificos a las

300 UTA que decay6 en el tiempo.

4. Para la fraccion IPNV, la vacunacion oral con la vacuna experimental indujo
una respuesta de anticuerpos sistémicos especificos que se mantuvo constante
en el tiempo y que ademas fue capaz de neutralizar la infeccién por el virus in

vitro.

5. La vacunacién oral con la vacuna experimental resultdé ser protectiva contra
la infeccion por IPNV in vitro en ambos tiempos de muestreo (300 y 600 UTA)
ya que indujo un aumento de anticuerpos neutralizantes que fue

estadisticamente distinto al grupo control.

6. Se sugiere que al utilizar la vacuna experimental en peces la respuesta de

anticuerpos séricos tendria un rol importante en la proteccién contra SRS.
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Anexo 1: Determinacion de tamafno muestral con programa WinPepi.
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Compare Misclass Samplesize Power Note View Saving Help Manual Finder F9
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Anexo 2: Protocolo para la cuantificacion de bacterias mediante citometria de
flujo

Preparacion de la muestra:

1. Cultivar la bacteria en medio filtrado.

2. Diluir el cultivo bacteriano, para obtener una densidad de 10° células/mL

.Para cada ensayo se utilizara un volumen de 1.0 mL.

3. Agregar 1uL de la tincion bacteriana SYTO® BC (Componente A) a 1 mL de
las células diluidas. Incubar a temperatura ambiente o hasta 37°C, por al
menos 5 minutos.

4. Resuspender la suspension standard de microesferas (componente B) por
sonicacién en bafo de agua por 5 minutos .Agregar 10 uL de la suspension de
microesferas a la preparacion con las células tefiidas, mezclar bien y analizar
por citometria de flujo.

Andlisis por citometria de flujo

1. Aplicar una muestra experimental (bacteria tefiida mas microesferas) y
procesar los datos de las regiones en el forward scatter versus citograma de
fluorescencia como se demuestra a continuacion:

g

Green Fluorescence

S ' ' ' '
10 10 i 10" [ 10"
Forward scatter

Recuento mediante citometria de flujo de Bacillus cereus usando Bacterial Counting Kit. En
este plot de forward scatter versus fluorescencia, las sefales en la zona superior izquierda
representan las bacterias tefiidas con la tincion bacteriana de SYTO® BC. Las senales en el
extremo inferior derecho representan las particulas de microesferas.
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El nUmero de senales en el sector de la bacteria (superior izquierdo) dividido
por niumero de senales del sector de microesferas proporciona el nimero de

bacterias por 10 mL de la muestra.
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