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4.1. ESTUDIO DE LA EXPRESION GENICA DE
MOLECULAS PROINFLAMATORIAS Y MX EN

RESPUESTA A VACUNACION FRENTE PHDP

4.1.1.Expresion del gen IL-1p

En la Figura 13 se puede observar la cinética de expresion del gen IL-13
en los peces inmunizados con las diferentes vacunas. La IL-1p tiene su maxima
expresion el primer dia post-vacunacion, y de entre todos los grupos de peces el
unico que presentd diferencias estadisticamente significativas con respeto al
control negativo fueron los peces inmunizados con la vacuna inactivada con calor
(con valores de hasta diez veces el control negativo). Al segundo dia, los grupos
de peces inmunizados con las vacunas inactivadas con calor y formol expresan los
niveles de IL-1B por encima de los valores basales aunque sin diferencias
estadisticamente significativas. El resto de los dias todos los grupos presentan
down-regulation sin diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) entre

ellos.
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Figura 13. Expresion génica de IL-1p en los peces vacunados. Valores expresados como
incremento sobre el control negativo. El asterisco encima de las barras indican diferencias

estadisticamente significativas (p<0,05) con los otros grupos.
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4.1.2.Expresion del gen IL-Ir2

En la Figura 14 se puede observar la cinética de expresion del gen IL-Ir2 en los
peces inmunizados con las diferentes vacunas. IL-1r2 al igual que IL-1B también se
expresa mayoritariamente el primer dia post-vacunacion. Podemos ver una correlacion
entre la cinética de expresion de este receptor y la interleuquina IL-1p, aunque en este
caso también hay diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre el control
negativo y el grupo de peces inmunizados con la vacuna inactivada con formol,

ademas del grupo de peces inmunizados con la vacuna inactivada con calor.

Los niveles de expresion génica de este receptor alcanzan valores 15 veces mas
altos que el control negativo en los grupo de peces inmunizados con la vacuna
inactivada con formol y vacuna inactivada con calor al dia uno. El resto de los dias los

niveles de expresion no son significativamente diferentes entre grupos (p>0,05).
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Figura 14. Expresion génica de IL-Ir2 en los peces vacunados. Valores expresados como
incremento sobre el control negativo. Los asteriscos encima de las barras indican

diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) con los otros grupos.
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4.1.3.Expresion del gen TNF-a

En la Figura 15 se puede observar la cinética de expresion del gen TNF-a
en los peces inmunizados con las diferentes vacunas. El TNF-a tiene una cinética
parecida a los otros genes estudiados. También en este caso la mayor expresion se
encuentra el primer dia post-vacunacion. Encontramos diferencias significativas
(p<0,05) entre el grupo de peces inmunizados con la vacuna inactivada con calor
y el resto de los tratamientos. El nivel de expresion alcanzado en este grupo son

cinco veces mas altos que el control negativo.
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Figura 15. Expresion génica de TNF-a en los peces vacunados. Valores expresados como
incremento sobre el control negativo. El asterisco encima de las barras indica diferencia

estadisticamente significativas (p<0,05) con los otros grupos.
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4.1.4. Expresion del gen Cox-2

En la Figura 16 se puede observar la cinética de expresion del gen Cox-2 en
los peces inmunizados con las diferentes vacunas. En el caso de la expresion de
Cox-2 el unico dia en el que encontramos diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) respeto al control negativo es el dia uno en el grupo de
peces inmunizados con la vacuna inactivada con calor. Los valores de expresion
génica en este grupo son de ocho veces superiores a los valores observados en el
grupo control negativo. Aunque no haya diferencias estadisticamente
significativas (p>0,05), los peces inmunizados con la vacuna comercial (control
positivo) e inactivada con formol presentan los niveles mas altos de expresion 24
horas después de la vacunacion por bafio (casi tres veces los valores del grupo
control negativo). En el caso de los peces inmunizados con la vacuna inactivada
por radiacion UVA los valores mas altos se presentan el tercer dia. Al cuarto dia
podemos observar down-regulation en todos los grupos de peces menos en el los

peces inmunizados con la vacuna inactivada con radiacion UVA.
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Figura 16. Expresion génica de Cox-2 en los peces vacunados. Valores expresados como
incremento sobre el control negativo. El asterisco encima de las barras indican diferencias

estadisticamente significativas (p<0,05) con los otros grupos.
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4.1.5.Expresion del gen Mx

Como se puede observar en la Figura 17, la expresion del gen Mx en los
peces vacunados no presenta diferencias estadisticamente significativas (p>0,05)
con respeto al control negativo en los primeros dos dias post-vacunacion, aunque
los grupos vacunados con la vacuna inactivada con formol y la vacuna inactivada
con calor el primer dia alcanzan valores de expresion génica dobles respeto al
control negativo. El tercer dia encontramos un pico de expresion del gen Mx en
los peces inmunizados con la vacuna inactivada con radiacion UVA que alcanza
cinco veces el valor de expresion observado en el grupo control negativo y es
estadisticamente significativo (p<0,05). Al cuarto dia los valores vuelven a ser
basales. En el caso de los peces vacunados con la vacuna inactivada por calor y
comercial la expresion en ese dia se encuentra por debajo de la basal (down-

regulation).
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Figura 17. Expresion génica de Mx en los peces vacunados. Valores expresados como
incremento sobre el control negativo. El asterisco encima de las barras indican diferencias

estadisticamente significativas (p<0,05) con los otros grupos.
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4.2. ESTUDIO DE LAS CELULAS IGM POSITIVAS EN

RESPUESTA A VACUNACION FRENTE PHDP

4.2.1. Resultados de la estandarizacion de los protocolos

En la Figura 18 podemos observar los resultados de los ensayos de

conjugacion del anticuerpo.
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Figura 18. Fluorescencia media emitida a diferentes cantidades de anticuerpo
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Hemos decidido trabajar con el menor volumen de células (12,5 pl)

conjugadas con la menor cantidad de Ac capaz de emitir fluorescencia (5 pl).

En la Figura 19 se pueden ver los histogramas de densidad o “Dot Plot” de

las células extraidas del bazo y branquias de dorada.

En la Figura 20 se pueden observar dos ejemplos de histogramas en 3D
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Figura 19. Linfocitos de dorada al citometro de flujo después del protocolo de

extraccion.
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Figura 20. Ejemplos de histogramas en 3D, arriba histograma de peces vacunados, abajo

histograma del grupo control
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4.2.2.Resultados de la experiencia definitiva para el estudio de las células

IgM positivas

En las Figuras 21, 22, 23 y 24 podemos observar la produccion de células
IgM positivas en branquias y bazo después de la primera (Figuras 21 y 22) y
segunda vacunacion (Figuras 23 y 24) en doradas de 5 gramos vacunadas frente

Phdp.

Como podemos ver en la Figura 21 el incremento de las células IgM
positivas en las branquias después de la primera vacunacién se mantiene
practicamente nulo hasta el onceavo dia. A partir de este dia podemos observar un
incremento de alrededor el 10 % de células IgM positivas en los grupos de peces
inmunizados con la vacuna comercial, calor y UVA, mientras que en el grupo de
peces inmunizados con la vacuna inactivada con formol empieza a incrementarse
a partir del dia catorceavo. Los grupos de peces inmunizados con la vacuna
comercial y la vacuna inactivada con formol tienen su maximo incremento al dia
dieciochoavo (mas del 20 % de células IgM positivas respeto al control), mientras
que los grupos vacuna inactivada con radiacion UVA y vacuna inactivada con
calor tienen su maximo incremento al dia catorceavo. La expresion sigue
disminuyendo hasta el dia veintitrés en todos los grupos. En el caso del grupo
inmunizado con la vacuna inactivada con radiacion UVA al dia veintitrés el

numero de células IgM positivas todavia se mantiene bastante elevado.
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En el caso del bazo (Figura 22) la produccion media de células IgM positivas
es inferior a la produccidon en las branquias. Por el contrario, la produccion de
anticuerpos empieza antes y a partir del cuarto dia se nota un incremento en el
numero de células IgM positivas en los grupos de peces inmunizados con la
vacuna comercial, vacuna inactivada con calor y vacuna inactivada con radiacion
UVA. Los grupos inmunizados con la vacuna inactivada con calor y con la vacuna
inactivada con radiacion UVA presentan una cinética parecida con los valores mas
altos de células IgM positivas respeto al control al dia dieciochoavo. Al dia
veintitrés el grupo de peces inmunizados con la vacuna inactivada con calor y la
vacuna inactivada con formol presentaron un nimero de células IgM positivas
parecido al control. Después de la revacunacion o booster la produccion de células
IgM positivas es mucho mas elevada y rdpida con respeto a la primera
vacunacion. En este caso podemos observar (Figura 23) como ya a partir del
cuarto dia tenemos incrementos de produccion de mas del 20 % sobre el control
en el grupo de peces inmunizados con la vacuna UVA seguido por el grupo de
peces inmunizados con la vacuna comercial (20 %) y la vacuna inactivada con
calor (10 %). El grupo de peces inmunizados con la vacuna inactivada con formol
empieza a incrementar el nimero de células IgM positivas a partir del dia nueve
para alcanzar su maximo a los dias catorce y veintitrés. La cinética de produccion
de IgM es diferente entre grupos; por ejemplo el grupo de peces inmunizados con

la vacuna comercial presenta dos picos, uno al dia nueve y otro al dia veintitrés. El

91



Resultados

grupo inmunizado con la vacuna inactivada con formol presenta solo un pico al
dia veintitrés, el grupo inmunizado con la vacuna inactivada con calor alcanza su
maxima produccién al dia once para luego tener down-regulation al dia catorce y
regresar a valores basales los dias dieciocho y veintitrés. La vacuna inactivada con
radiacion UVA presenta la mayor produccion de células IgM positivas con un

pico temprano al dia cuatro, otro al dia catorce y otro al dia veintitrés.

En el caso de la produccion de células IgM positivas en el bazo (Figura
24), la cinética es parecida a la que se obtuvo después de una sola vacunacion
aunque con porcentajes mas elevados de células positivas. Aqui tenemos que el
grupo inmunizado con la vacuna inactivada por radiacion UV A alcanza el pico al
dia catorce para luego descender. El grupo inmunizado con la vacuna inactivada
con formol tiene una cinética muy parecida al grupo inmunizado con la vacuna
comercial, con la tnica diferencia que al dia dieciocho presenta down-regulation y
regresa a valores basales al dia veintitrés. El grupo de peces inmunizados con la
vacuna inactivada con calor tiene su pico al dia cuatro, se mantiene constante

hasta el dia nueve, para luego descender hasta el dia dieciocho y veintitrés.
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Figura 22. Incremento de la produccion de células IgM positivas en el bazo de peces vacunados una vez.
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Figura 24. Incremento de la produccion de células IgM positivas respecto al control en el bazo de
peces vacunados dos veces (booster).
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5. DISCUSION

El desarrollo de técnicas que permiten estudiar el sistema inmune y la
respuesta inmunitaria han ido evolucionando segun avanzaba el conocimiento del
mismo. Las aportaciones de otros campos, como la biotecnologia y la biologia
molecular, han sido decisivas en estos avances. El progreso en las técnicas de
biologia molecular, tales como la identificacion de proteinas o la deteccion de
genes de interés inmunologico, han permitido disefiar y obtener diferentes tipos de
vacunas convencionales o de nueva generacion. En Sanidad Animal el desarrollo
de vacunas es un proceso largo y complejo, que desde el inicio del mismo hasta la
comercializacion del producto pueden pasar de cinco a seis afnos (Sanchez-
Vizcaino, Manual de Inmunologia Veterinaria, 2007). Las caracteristicas que
segiin Sanchez-Vizcaino debe cumplir una vacuna para ser considerada “ideal”
son:

v Permitir su facil administracion

v Ser termoestable (no depender de la cadena de frio para su conservacion)

v Inducir una rapida y duradera inmunidad frente al mayor numero de
agentes infecciosos posibles

v" No verse afectada por los anticuerpos maternales

v Conferir proteccion sin generar portadores

v" Permitir diferenciar los animales vacunados de los infectados
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Estos pardmetros se adecuan muy bien al sistema inmune de mamiferos,
pero en el caso de los peces el sistema inmune es muy distinto y hay que hacer
algunas consideraciones. La vacunacion en acuicultura empez6 en 1942 y por lo
tanto puede considerarse todavia en sus albores. Por otra parte, las industrias y
casas farmacéuticas que se han interesado y han invertido dinero en la
elaboracion, estudio y farmaco-vigilancia de estos productos, son muy pocas y,
ademas, han centrado su atencion sobre los salmonidos, es decir, especies de alto
valor comercial.

El sistema inmune de los peces se sitia en la escalera evolutiva en un punto
intermedio entre los insectos y los vertebrados superiores, siendo la componente
inmunitaria innata la mas importante. Por ello, la memoria inmunitaria de estos
animales es mas débil comparada con la de los mamiferos y es mas complicado
crear una vacuna eficaz que confiera inmunidad de larga duracion. Con respeto a
la inmunidad vertical, ha sido demostrada en algunas especies de peces, entre ellas
la dorada, pero no en todas las especies. En el trabajo de Hanify cols. (2004)
reproductores de dorada vacunadas frente a Phdp fueron capaces de transferir la
inmunidad a las larvas, pudiendo detectar anticuerpos especificos hasta el dia 14
después del desove, y ademdas se observo transferencia de inmunidad no
especifica. Este hallazgo es de fundamental importancia y muy a tener en cuenta

en el disefio de un plan de vacunacion frente a Phdp en dorada.
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Hechas todas estas consideraciones, hay que afnadir otros parametros a tener
en cuenta que segun algunos autores (Adams y Thompson, 2006) son primordiales
a la hora de disefiar una vacuna para acuicultura: el factor econdémico y la
seguridad desde el punto de vista sanitario. Con respeto al punto de vista
econdmico, la vacuna ha de ser rentable para el empresario piscicultor y el
programa de vacunacion no puede ser mas caro que el tratamiento de la
enfermedad.

La vacuna ideal tiene que conferir una inmunidad de larga duracion bajo las
condiciones de cultivo intensivo de las granjas comerciales. También hay que
tener en cuenta todos los serotipos y variantes del patogeno frente al que se quiere
vacunar, la edad/talla de los peces, la via de administracion y el tipo de vacuna
(bacterina, vacuna viva, vacuna recombinante, etc.). La mayoria de las vacunas
comerciales para peces hoy en dia son bacterinas, ya que son las mas faciles de
producir y las més seguras desde el punto de vista sanitario. Normalmente si la
vacuna inactivada no funciona en un primer ensayo, entonces se intentan
desarrollar vacunas vivas atenuadas. En los ultimos 30 afios muchas vacunas
frente a Phdp han sido disefiadas y testadas a nivel experimental, y en los afios 80
algunos resultados positivos fueron obtenidos en Japon para inmunizar seriolas
frente a esta enfermedad (Fukuda y Kusuda, 1981), pero los resultados obtenidos
no fueron reproducibles. En Europa, casi 20 afios mds tarde, se obtuvieron unos

excelentes resultados por el grupo de Arijo y cols. (2005) que disefiaron una
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bacterina enriquecida con productos extracelulares de Phdp que confiri6 una alta
proteccion (Porcentaje Relativo de Supervivencia o RPS=75%) a los lenguados
vacunados con una talla de hasta 2 gramos.

En nuestro caso hemos disefiado tres nuevas vacunas inactivadas frente a
Phdp y las hemos suministrado por bafio a doradas de 5 gramos. Al mismo tiempo
hemos desarrollado un nuevo método para el recuento de las células IgM positivas
de dorada y hemos analizado el efecto de las tres vacunas sobre la expresion de la
proteina Mx y de moléculas pro-inflamatorias de dorada.

La vacunacion por bafio directo es una técnica muy comun en acuicultura
debido a la posibilidad de vacunar grandes masas de peces con escasa mano de
obra. Su eficacia ha sido demostrada en varias especies y frente a distintos
patogenos. La vacunacion por bafio es considerada una de las vias mas naturales
de exposicion al patdégeno (Aoki y cols.,, 2005). Este tipo de exposicion
probablemente active mecanismos localizados en la superficie del cuerpo del
animal que corresponden a la inmunidad mucosal. Aunque la vacunacion
intraperitoneal presenta como ventaja una administracion uniforme de antigeno,
tiene el gran inconveniente de ser una via de penetracion altamente antinatural ya
que elude importantes barreras de defensa del animal tanto innatas como

adquiridas (Nordmo, 1997).
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5.1. Estudio de la expresion génica de moléculas pro-inflamatorias y Mx en

respuesta a la vacunacion frente a Phdp

Las citoquinas son mediadores celulares del sistema inmune. La IL-1 es un
miembro de la familia de las interleuquinas IL-1 que juega un papel fundamental
en la respuesta inflamatoria, maduracion y proliferacion de muchos tipos de
células inmunes (Dinarello, 1997). En nuestro trabajo hemos podido comprobar
que la vacunacion por bafio con las diferentes bacterinas analizadas frente a Phdp
es capaz de inducir la expresion de citoquinas proinflamatorias como la IL-1P a
las 24 horas. Este resultado estd en conformidad con lo encontrado por otros
autores, y asi, Fast y cols. (2007) vacunando por via intraperitoneal dos especies
de salmon diferentes (O. gorbuscha y O. keta) frente a Aeromonas salmonicida
observaron estimulacion de IL-1B y TNF-a, y Pelegrin y cols. (2001), inoculando
doradas por via intraperitoneal con una cepa no virulenta de V. anguillarum

encontraron estimulacion en la expresion de IL-1p.

Existen dos tipos de receptores de la IL-1p, el IL-1r1 y el IL-1r2. El primer
receptor interviene mediando los efectos de IL-13, mientras que el segundo actia
inhibiendo su actividad. La IL-1r2 ha sido clonada en dorada y su expresion ha
sido estudiada por diferentes autores (Lopez-Castejon y cols.,, 2007). Se ha
comprobado que la expresion de este receptor aumenta drasticamente en el rifion

anterior de doradas inoculadas por via IP con una dosis sub-letal de V.
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anguillarum (Lopez-Castejon y cols., 2007). En nuestro trabajo también hemos
encontrado un notable aumento de expresion de este receptor a las 24 horas post-
vacunacion en los peces inmunizados con las vacunas inactivadas con calor y con
formol. Este resultado nos podria sugerir que la IL-1r2 esta inhibiendo la actividad
de la citoquina pro-inflamatoria IL-1B que, efectivamente, no se expresa en los
peces inmunizados con la vacuna inactivada con formol y solo se expresa a las 24

horas en los peces inmunizados con la vacuna inactivada con calor.

El TNF-a es una citoquina con potente accion proinflamatoria secretada por
varias células inmunes a lo largo de una infeccion o de un dafio tisular. El
homologo del TNF-a humano ha sido clonado en dorada y muchas otras especies
de peces. En el trabajo de Raida y Buchmann (2007) juveniles de trucha arcoiris
fueron vacunadas frente a Y. ruckeri por bano corto (dilucion 1:10 de la vacuna
durante 10 minutos), y la expresion de TNF-a fue analizada en el bazo hasta tres
dias post-vacunacion, observando que la vacunacidon era capaz de estimular la
expresion de varias citoquinas proinflamatorias, entre ellas el TNF-a. Los mismos
autores también analizaron la expresion de citoquinas en respuesta a la vacunacion
por via IP y a diferentes temperaturas y obtuvieron como resultado que la IL-1B y
el TNF-a, son estimuladas principalmente 4 horas después de la inoculaciéon IP y
sobre todo a temperaturas mas altas (25 °C). En trucha arcoiris, Harun y cols.
(2011) analizaron la expresion génica de citoquinas en peces vacunados con una

bacterina inactivada con formol frente a Y. ruckeri. Los peces fueron vacunados
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por via IP y la expresion génica de varias citoquinas, entre ellas IL-1p y TNF-a, se
analizaron en bazo y agallas después de la infeccion experimental con el
patogeno. Los resultados muestran que hay una estimulacion de ambas citoquinas
con un pico de expresion en branquias el tercer dia. Dichos resultados sugieren
que las citoquinas producidas en el curso de una vacunacion tanto por bafilo como

por via IP pueden regular in vivo la expresion de IL-18 y TNF-a.

Por lo que se refiere a la molécula proinflamatoria COX-2, hasta la fecha los
unicos estudios sobre estimulacién de este gen en dorada han sido efectuados in
vitro por Sepulcre y cols. (2007). En este trabajo los granulocitos y macréfagos de
dorada fueron estimulados con diferentes sustancias simuladoras de patdgenos
(PAMPs), obteniendo estimulacion de IL-1B, TNF-a y COX-2 in vitro. En nuestro
trabajo la vacunaciéon por bafio produce una estimulacion de este gen a las 24
horas unicamente en los peces inmunizados con la vacuna inactivada con calor
(las otras vacunas no presentan diferencias significativas con el control).
Buonocore y cols. (2005) vacunaron lubinas por via IP con una bacterina frente a
V. anguillarum y midieron la expresion de COX-2 durante dos semanas post
vacunacion. Antes de la vacunacién no habia expresion de COX-2 en rifion
anterior, pero posteriormente a la vacunacién se empezo a expresar este gen
confirmando que la vacunacién desencadena un proceso inflamatorio en el pez.
Scapigliati y cols. (2010) infectaron lubinas por via IP con el virus causante de la

encefalopatia y retinopatia viral. Después de la infeccion evaluaron la expresion
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génica de algunas moléculas pro-inflamatorias y observaron una estimulacioén de

COX-2 e IL-1P a las 24 horas post-inoculacion.

Con respeto al Mx, otros autores han estudiado la expresion de este gen en
respuesta a la vacunacion, y asi, Acosta y cols. (2004 a) inocularon por via
intramuscular trucha arcoiris y salmon Atlantico con una vacuna de ADN frente al
virus de la septicemia hemorragica y observaron una estimulacion del gen Mx.
Estos autores compararon la expresion de Mx a diferentes temperaturas (10 y 14
°C) y observaron un pico de expresion el dia 2 a 14 °C. El mismo grupo (Acosta y
cols., 2004 b) inocularon por via intraperitoneal salmon Atlantico con una
bacterina preparada con el patdgeno marino V. anguillarum y observaron también
una estimulacion del gen Mx al dia 3. En nuestro trabajo ninguna vacuna,
exceptuando la vacuna inactivada con radiacion UVA presentd diferencias
significativas con respeto al control en cuanto a expresion del gen Mx. En nuestro
estudio el grupo de peces inmunizados con la vacuna inactivada con radiacion
UVA presento6 un pico de expresion de Mx al dia 3 post-vacunacion. Sin embargo,
en el trabajo de Acosta y cols. (2004 a) el gen Mx ya se expresa a partir del dia 2.
Esta diferencia con los resultados de Acosta y cols. puede ser debida a varios
factores, como por ejemplo la via de administraciéon de la vacuna, siendo la
vacunacion por bafio una via menos traumatica que la inyeccién intramuscular.
Ademas, el tipo de formulacion (bacterina vs vacuna ADN) influye en la

estimulacion del gen. Sin embargo, nuestros resultados estdn en concordancia con
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lo descrito por Acosta y cols. (2004 b) y Bravo y cols. (2011), donde doradas
inoculadas con LPS y ADN de V. alginolyticus presentaron la expresion de Mx
mas alta al tercer dia post-inoculacion, asi como con el estudio de Scapigliati y
cols. (2010), donde inocularon lubinas con el virus de la encefalopatia y
retinopatia viral y el Mx alcanz6 su maxima expresion a los tres dias post-
inoculacion. En el trabajo de Caipang y cols. (2008), platija japonesa fue
inmunoestimulada por via intramuscular con un plasmido recombinante que
contenia IRF-1 (factores reguladores de Interferon, familia IRFs) y se analiz6 la
expresion de Mx post-inoculacidon, observandose estimulacion en la expresion de
Mx en la fase temprana, y mas concretamente, en los primeros siete dias post-
estimulacion. Nuestros resultados muestran que la via de inactivacion de la
vacuna influye en la expresion del gen Mx, siendo la inactivacion con radiacion

UVA la tnica eficaz en estimular la expresion de dicho gen en la fase temprana.

La capacidad de Phdp de invadir diferentes lineas celulares de peces ha sido
ampliamente demostrada (Magarifios y cols., 1996; Yoshida y cols, 1997; Lopez-
Doriga y cols, 2000). Por otra parte, Acosta y cols. (2009) demostraron la
capacidad de la cepa 94/99 de Phdp de invadir wuna linea celular de origen
fibroblastico de dorada (SAF-1) y de sobrevivir en su interior hasta siete dias
después de la internalizaciéon. En el trabajo de Lopez-Doriga y cols. (2000) se
demostrd que la cepa MT1415 de Phdp inactivada con radiacion UV A podia ser

internalizada por células. Estos autores observaron un porcentaje de células con
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bacteria en su interior del 44,8 % en la Phdp inactivada con radiacion UVA,
comparada con el 52,2 % del control (Phdp sin inactivar) y tan solo el 9,3 % de
células con bacteria internalizada en el caso de Phdp inactivada con calor (80 °C
durante 10 minutos). Este hallazgo es muy importante a la hora de interpretar
nuestros resultados ya que nos podria indicar que la cepa de Phdp 94/99
inactivada con radiacion UVA haya sido internalizada por las células de los peces

vacunados estimulando asi el gen Mx.

Hasta la fecha muchos trabajos han sido realizados sobre la expresion génica
de citoquinas en respuesta a la vacunacion. Algunos autores comparan la
expresion génica en respuesta a diferentes vias de vacunacion, como por ejemplo
IP vs bano (Rayda y Buchmann, 2007), diferentes temperaturas, diferentes
especies (Acosta y cols., 2004) o diferentes tejidos (Harun y cols., 2011), pero
ninguno de estos trabajos ha comparado la expresion génica en respuesta a las
diferentes vias de inactivacion de la vacuna. En nuestro estudio hemos podido
comprobar que si existen diferencias segiin qué forma de inactivar la vacuna
elijamos. En concreto, la vacuna inactivada con calor ha presentado diferencias
estadisticamente significativas con las otras vacunas respeto a la estimulacion de
IL-1B, TNF-a, IL-Ir2 y COX-2. Este resultado nos indica que algo en nuestra
vacuna inactivada con choque térmico (80 °C durante 10 minutos) esta
estimulando el sistema inmune de la dorada de una forma mayor que las otras

vacunas.
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En general, la inactivaciéon mediante el calor y el formol de las bacterias
enteras obtenidas de cultivos da lugar a vacunas muy reactégenas ya que el
producto no es sometido a ningun tipo de purificaciéon. Ademas de esto, también
hay que afiadir que el choque térmico y el formol no solo matan a la bacteria sino
que la degradan por completo dejando expuestos muchos epitopos con actividad
antigénica. El efecto inmunogéno de estas vacunas suele ser tan fuerte que a veces
puede llegar a ser toxico y, en medicina humana, se han dado casos de limitacién

de su uso debido a los efectos secundarios.

En nuestro ensayo hemos podido observar cémo la vacuna inactivada con
calor estimula la expresion temprana de las moléculas proinflamatorias
estudiadas. Este resultado puede ser debido a que las fracciones celulares
resultante de la inactivacion con calor estimulan las células inmunitarias del pez a
producir moléculas proinflamatorias. El hecho de que este mismo resultado no se
produjo con la vacuna inactivada con formol puede ser debido a que la
estimulacion con formol sea mas tardia y por lo tanto no hemos podido observarla

en la fase temprana.

Fukuda y Kusuda (1981) describieron la eficacia de una vacuna inactivada
con formol frente a Phdp en seriola, pero los resultados no fueron reproducibles y,
anos mas tarde, Kusuda y Hamaguchi (1988) afirmaron que la vacuna frente al

patogeno Phdp inactivada con formol no era efectiva para inmunizar seriolas.
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Magarifios y cols. (1994), por otra parte, elaboraron dos vacunas frente a Phdp en
dorada, una vacuna inactivada con formol y otra vacuna inactivada con formol
suplementada con productos extracelulares (ECPs) de Phdp inactivados con calor.
Las doradas fueron vacunadas por inmersion directa y el porcentaje de mortalidad
después de la infeccion fue del 35 % en los peces inmunizados con la vacuna
inactivada con formol y del 25 % en los peces inmunizados con la vacuna

suplementada con ECPs inactivados con calor (40 % mortalidad en el control).

Por otro lado la inactivacion con radiacion UVA no altera la estructura
celular de la bacteria y, en Phdp, se ha comprobado que el patdgeno mantiene su
forma e incluso su capacidad de ser internalizada por parte de lineas celulares in
vivo (Lopez-Doriga y cols., 2000). El hecho de que nuestra vacuna inactivada con
radiacion UVA no haya estimulado la expresion de moléculas proinflamatorias
puede ser debido a que la bacteria haya sido internalizada por las células del pez o
no haya sido reconocida como extrafia y por lo tanto haya conseguido evadir la
respuesta inmune. Sin embargo las células, tanto macrofagos como células

epiteliales-fibroblastica, que han internalizado la bacteria pueden expresar Mx.

Hasta la fecha la técnica de “ensayo error” ha sido la principal estrategia en
el disefio experimental de vacunas en acuicultura, y este enfoque empirico parece
que se va a seguir utilizando por lo menos a corto plazo (Sommerset y cols.,

2005). El desarrollo de vacunas frente a enfermedades emergentes en acuicultura,
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0 para nuevas especies que se empiezan a domesticar, es limitado al conocimiento
del sistema inmune de la especie, de la patogénesis de la enfermedad y del
patogeno. No obstante, la técnica de “ensayo error” es normalmente menos cara
en acuicultura que en otras areas de la medicina veterinaria. Una vacuna ideal en
acuicultura deberia proteger a la larva mediante inmunidad vertical y poder ser
administrada por bafio en la fase temprana confiriendo una inmunidad duradera y
eficaz. En el caso de Phdp ha sido demostrado que existe inmunidad vertical en
dorada (Hanif y cols., 2004), y en nuestro estudio, hemos demostrado que la
vacunacion por bafio a los 5 gramos es una via eficaz para incrementar la
produccion de IgM. En la actualidad las pautas de vacunacion frente a Phdp para
dorada no estdn muy claras. Algunas casas comerciales productoras de vacunas ni
siquiera indican cuando es aconsejable revacunar. En la praxis los granjeros
suelen revacunar las doradas un mes después de la primera dosis o en algunos
casos, hasta dos meses después. Creemos que se puede mejorar la proteccion
frente Phdp incluyendo en el plan de vacunacion una revacunacion a efectuar en
el momento en que la produccion de IgM alcanza su pico maximo. De esta manera
se evita que los animales queden desprotegidos en algin momento y puedan
enfermar. Hasta la fecha, ningtn estudio ha sido realizado sobre la produccion de
células IgM positivas en dorada después de la vacunacion por bafio. En este
estudio hemos podido comprobar que los niveles mas altos de IgM se encuentran

entre la segunda (vacuna inactivada con radiacion UVA) y tercera semana después
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de la primera vacunacién en las branquias de los peces inmunizados con las
vacunas inactivadas con calor, con formol y en la vacuna comercial. Por ello
aconsejamos que la revacunacion se efectue en estos dias y no se espere a que los
niveles desciendan (revacunacion tardia). De esta manera, revacunando entre el
dia 14 y 18 después de recibir la primera dosis, se podrian obtener doradas de 20
gramos que ya hayan recibido dos dosis de vacuna y podrian recibir una tercera
dosis por via oral. A partir de este tamafio ya la dorada suele ser menos sensible a

la enfermedad (Toranzo y cols., 2005).

Otra posibilidad seria formular una vacuna inactivada que incluya células de
Phdp inactivada por dos vias; por una parte células inactivadas con radiacion
UVA, que conservan su forma y la capacidad de ser internalizadas, y ademas
estimulan el gen Mx, y por otra parte células de Phdp inactivadas con calor que
estimulan la expresion génica de moléculas proinflamatorias como IL-10, IL-112,
TNF-ay COX-2.

5.2. Estudio sobre la produccion de células IgM positivas en respuesta a la

vacunacion frente a Phdp

En este estudio hemos vacunado alevines de dorada de 5 gramos de peso
inicial por bafo corto de 60 segundos para averiguar si esta via de vacunacion es
capaz de aumentar la produccion de células IgM positivas en los peces. Los

resultados han sido positivos y hemos observado un incremento en la produccion
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de células IgM positivas en los peces vacunados con respeto al control. La
aparicion de células IgM positivas ha sido més elevada en las branquias que en el
bazo de los peces vacunados, confirmando el papel que juega este o6rgano en la
inmunidad, corroborando los resultados encontrados por otros autores (Dos Santos
y cols., 2001). El incremento en la produccion de células IgM positivas se observo
de forma bastante rapida en las branquias (dia 11 post-vacunacion) de los peces
vacunados, sobre todo después de la revacunacion (dia 4 post-vacunacion).
Aunque no pudimos hacer un analisis estadistico debido a que hicimos pool de
peces, la tendencia general en la produccion de células IgM positivas es de un
incremento elevado de estas células en los peces vacunados con respeto al control,
y en algunos puntos alrededor del 20 % de los leucocitos extraidos eran células
IgM positivas. La cinética de produccion de células IgM positivas nos demuestra
que el incremento en el nimero de estas células depende de la via de inactivacion
de la vacuna, ya que algunas vacunas son mas efectivas que otras en estimular el

sistema inmune.

En detalle, la vacuna inactivada con radiacion UVA muestra buenos niveles
de células IgM positivas en las branquias y bazo de los peces vacunados y
practicamente nunca presenta diminucion de estas células respeto al control. La
vacuna inactivada con calor también da buenos resultados con niveles de IgM
altos sobre todo en las branquias, si bien presenta inhibicion en algunos puntos.

La vacuna inactivada con formol y la vacuna comercial tienen una cinética

111



Discusion

parecida aunque en algunos puntos la vacuna comercial da mejores resultados. En
general, podemos afirmar que todas las vacunas que hemos utilizado han
estimulado el sistema inmune de las doradas con un incremento notable en la
produccion de células IgM positivas.

Para el recuento de las células IgM positivas de dorada hemos puesto a
punto un protocolo de citometria de flujo. La citometria de flujo es un método
muy sensible y directo que permite un andlisis celular multiparamétrico tanto
cualitativo como cuantitativo, y hasta la fecha no se habia realizado ningun
estudio sobre células IgM positivas de dorada con citometria de flujo. Existen
varios métodos para marcar células de peces con anticuerpos (inmunofenotipaje),
entre las que podemos destacar la técnica Panning y ELISA (incluyendo
ELISPOT), los inmunobeads y la citometria de flujo (CF). Respeto a la CF, el
método mas usado es el marcaje con anticuerpo primario seguido por marcaje con
anticuerpo secundario tefiido con fluorocromo. El fluorocromo mas usado es el
isotiocianato de fluoresceina o FITC, que excita a una longitud de onda de 488 nm
y produce fluorescencia verde. Nuestro trabajo es el primero que pone a punto
esta técnica y la utiliza para cuantificar las células IgM positivas de doradas

después de vacunacion por baiio.

En nuestro ensayo, la vacunacion por bafio produjo un incremento de la
produccion de células IgM positivas tanto en branquias como en bazo de los peces

inmunizados. Estos resultados han de considerarse fiables ya que para el marcaje
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de las células IgM positivas hemos utilizado un anticuerpo monoclonal especifico
frente a IgM de dorada (Aquamab®). La cinética de respuesta de los peces
inmunizados con las diferentes vacunas no fue homogénea, ya que algunas
vacunas produjeron un pico de células IgM positivas antes que otras. Nakanishi y
Ototake (1981) postularon que las branquias y la piel son el sitio de mayor
captacion de antigeno en los peces después de la vacunacion por bafio y que solo
una pequeiia cantidad de antigeno es transportada al rifién y al bazo. Esto podria
explicar la menor produccion de células IgM positivas en el bazo de los peces
inmunizados. Los mismos autores encontraron que la cantidad de antigeno
captado estd relacionada con la duracion (en términos de tiempo) del bafo. Sin
embargo, en nuestro ensayo decidimos vacunar por bafio corto con el fin de
reducir al méximo el estrés. En el trabajo de Raida y cols. (2011) las truchas
arcoiris vacunadas por bafio también mostraron un incremento en la produccion de
IgM medidas con la técnica ELISA. La CF es una técnica fiable que permite
analizar célula por célula y distinguir entra las diferentes poblaciones celulares.
Otros autores han utilizado la CF para estudiar la respuesta inmune inespecifica de
dorada frente a bacterias como V. anguillarum (Esteban y cols., 1998), levaduras
(Cuesta y cols., 2007) o para analizar las funciones linfocitarias en algunas
especies de peces como carpa (Koumans-van Diepen y cols., 1994), salmon

Atlantico (Pettersen y cols., 2000), ostra plana europea (Renault y cols., 2001),
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ostra (Goedken y cols., 2004), perca dorada y perca plateada (Hardford y cols.,

2006).

En base a lo expuesto, creemos que es necesario seguir investigando la
produccion de células IgM positivas en doradas después de la vacunacion, sobre
todo para conocer cudl es el exacto momento para revacunar a los peces. Vistos
nuestros resultados sugerimos que la citometria de flujo es un método fiable y
rapido que puede ser utilizado como técnica complementaria o sustitutiva para

medir células IgM positivas de dorada.

El tamafio y especie del pez, la estacion del afo y el estado sanitario de la
granja seran importantes para determinar qué via de revacunacion (booster)
utilizar. Esta claro que la vacunacion IP no es la via a elegir cuando la temperatura
del agua esta aumentando y el pez esta mas sujeto a estrés (Le Breton, 2009). En
este caso es mejor elegir una revacunacion por bafo para no estresar demasiado a
los animales. Segin Toranzo y cols. (2009) como prospectivas futuras en
acuicultura es importante estandarizar un calendario de vacunacion para cada
especie de importancia economica. Por otro lado no se puede considerar la
vacunacion como “el remedio para todos los males”, ya que las vacunas son solo

una parte de un correcto sistema de manejo sanitario de la granja.

En la Figura 25 se puede observar un ejemplo de calendario de vacunacion

frente a Phdp que proponemos para la dorada.
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Vacunacién IP reproductores

Inmunidad

vertical

Bafio alevinesde 5 g

Entre dia 14y 18

Niveles mas altos de IgM

Revacunacion bafio o IP

Figura 25. Calendario de vacunacion propuesto frente a Phdp
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6. CONCLUSIONES:

1. La inactivacion con calor de Photobacterium damselae subsp. piscicida
regula in vivo la expresion de moléculas proinflamatorias en las doradas
inmunizadas por bafio corto.

2. La inactivacioén con formol de Photobacterium damselae subsp. piscicida
regula in vivo la expresion de IL-112 en las doradas inmunizadas por bafio
corto.

3. La inactivacion con radiacion UVA de Photobacterium damselae subsp.
piscicida regula in vivo la expresion de Mx en las doradas inmunizadas por
bafio corto.

4. La citometria de flujo se ha mostrado como un método efectivo y rapido
para detectar células IgM positivas en el bazo y branquias de doradas
vacunadas por inmersion directa frente a Photobacterium damselae subsp.
piscicida.

5. Las branquias presentan una mayor produccion de células IgM positivas
en las doradas vacunadas por inmersion directa frente a Photobacterium

damselae subsp. piscicida con respeto al bazo.
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6. Se sugiere revacunar las doradas inmunizadas por inmersion directa frente
Photobacterium damselae subsp. piscicida entre el dia 14 y 18 post-

vacunacion, es decir cuando los niveles de IgM alcanzan su maxima

produccion.
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6. CONCLUSIONS:

1. Inactivation by heat-shock of Photobacterium damselae subsp. piscicida
regulates in vivo expression of pro-inflamatory molecules in sea bream

immunized by short bath.

2. Inactivation by formalin of Photobacterium damselae subsp. piscicida regulates

in vivo expression of IL-1r2 in sea bream immunized by short bath.

3. Inactivation by UV-light of Photobacterium damselae subsp. piscicida

regulates in vivo expression of Mx gene in sea bream immunized by short bath.

4. Flow cytometry is a rapid and effective method for measuring IgM positive
cells in the spleen and gills of sea bream vaccinated by direct immersion against

Photobacterium damselae subsp. piscicida.

5. The gills present a higher production of IgM positive cells in sea bream
vaccinated against Photobacterium damselae subsp. piscicida by direct immersion

compared with spleen.
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6. It is suggested to booster sea bream against Photobacterium damselae subsp.
piscicida by direct immersion between day 14 and 18 post-vaccination, that is to

say when IgM levels reach their maximum production.
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ANEXO |

MEDIOS Y SOLUCIONES
EMPLEADOS




PBS, Tampon fosfato salino

Composicién (por litro):

@ Dihidrogenofosfato potasico (KH,PO,) 0,24 ¢
@ Cloruro potésico (KCl) 02¢g
@ Fosfato disédico (Na,HPO,) 0,01M 1,44 ¢
@ Cloruro sddico (NaCl) 0,137M 8g

Preparacion:
Mezclar todos los ingredients en 1 | de agua destilada, agitar bien hasta disolver

completamente. Esterilizar en autoclave (121 °C durante 30 min).

Agua DEPC

Composicion (por 100 ml):

@ Dietilpirocarbonato, DEPC (CgH1005) 0,1 ml

Preparacion:
Mezclar el DEPC en 100 ml de agua destilada, mantener en agitacion toda la
noche a temperatura ambiente y en oscuridad. Esterilizar a 121 °C durante 30

min.



BHIB, Caldo Infusion Cerebro Corazoén

Composicién (por litro):

@ |nfusidn de cerebro de ternera 7,5g
@ Infusion de corazdn de res 10g
@ Dextrosa 2g
@ Peptona de gelatina 10g
@ Fosfato disédico (Na;HPO4) 258
@ Cloruro sddico (NaCl) 58

pH final: 7,4 £ 0,2

Preparacion:
Suspender 37 g del medio de cultivo en 1 | de agua destilada, calentar y agitar

hasta disolucion completa. Esterilizar a 121 °C durante 15-20 minutos. Agitar el

medio antes de servir.



BHIA, Agar Infusién Cerebro Corazén

Composicion (por litro):

@ Infusién de cerebro de ternera 7,58
@ Infusién de corazdn de res 7,58
@ Dextrosa 2g
@ Mezcla de peptonas 10g
@ Fosfato disédico (Na,HPO,) 258
@ Cloruro sédico (NaCl) 58
® Agar 158

pH finala7,4+0,2

Preparacion:
Suspender 52 g en 1 litro de agua destilada, calentar y agitar hasta disolucién completa.
Esterilizar a 121°C durante 15-20 minutos. Agitar el medio antes de servir. Dejar enfriar

hasta 45°C y distribuir en placas de Petri estériles con 15 ml en cada una.



Agar sangre

Composicién por litro:

@

Infusién de musculo de corazén

@  Extracto de levadura

@

Cloruro de sodio

@

Agar bacterioldgico

@ Digerido pancreatico de caseina

Preparacion:

2g
58
58
15¢g
13 g

pH finala7,3+0,2

Suspender 40 g del medio de cultivo en un litro de agua destilada. Calentar con agitacion

suave hasta su completa disolucién y hervir durante un minuto. Esterilizar en autoclave a

121°C. Dejar enfriar hasta 45°C, afiadir un 5% de sangre de oveja desfibrinada, y

distribuir en placas de Petri estériles con 15 ml en cada una.
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