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Resumen

El virus de la necrosis pancreatica infecciosa (VNPI) constituye una de las principales
preocupaciones para la acuicultura que requiere el desarrollo de vacunas eficaces vy
seguras. En este trabajo, se evalu6é la respuesta inmune en truchas arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) inmunizadas con una vacuna experimental inactivada mediante
radiacion gamma contra el VNPI con porinas de Salmonella typhi como adyuvante. Para
ello, se analizaron los niveles de expresion de genes relevantes de la respuesta inmune
en truchas arcoiris inmunizadas intraperitonealmente. La transcripcion de los genes de la
respuesta inmune se cuantific6 mediante PCR en tiempo real en riiidn, bazo, sacos
piléricos y células peritoneales de las truchas después de la vacunacién y durante el
desafio con el VNPI. Los datos de expresion genica indicaron que la vacuna experimental
sin aduvante indujé una respuesta inmune predominante humoral. Las porinas, solas o
combinadas con la vacuna indujeron una respuesta inmune mediada por células
principalmente. En conclusion, la vacuna inactivada con adyuvante demostré que no ser
capaz de inducir proteccion contra una infeccidn experimental del VNPI en truchas arcoiris
inmunizadas. Mientras que la vacuna virual inactivada demostré inducir un efecto
protector moderado contra la infeccion experimental del VNPI y las porinas mostraron su
capacidad de incrementar la respuesta inmune siempre y cuando se utilice una dosis
adecuada. Los resultados presentados en este estudio también muestran a la radiacién
gamma como un método de inactivacién util para el desarrollo de vacunas y a las porinas

como un candidato potencial de adyuvante para la acuacultura.
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Abstract

Infectious pancreatic necrosis virus (IPNV) is a major concern to salmon and trout
aquaculture that requires the development of an effective and safe vaccine development.
In the current study, the immune response in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) elicited
with an experimental y-radiation-inactivated IPNV vaccine with the inclusion of Salmonella
typhi porins as adjuvant was evaluated. We have quantified the expression levels of
different relevant immune genes in rainbow trout injected intraperitoneally with these
vaccine prototypes. Immune gene transcription levels were quantified by real-time PCR
analysis in kidney, spleen, pyloric caeca and peritoneal cells sampled from trout after
vaccination and during a subsequent challenge with IPNV. Gene expression data indicated
that the vaccine alone induced a predominantly humoral immune response. Either injected
alone or combined with the vaccine, the porins promoted a predominantly cell-mediated
immune response. In conclusion, the vaccine inactivated with adjuvant showed that it was
not able to induce protection against an experimental infection of VNPI in immunized
rainbow trout. Unlike, the inactivated viral vaccine demonstrated its potential by inducing a
moderate protective effect against IPNV in rainbow trout and the porins showed their
capacity to enhance the immune response as long as an adequate dose is provided. The
results presented in this study, offer y-irradiation as an alternative inactivation method for

the development of vaccines and point to porins as suitable adjuvants in aquaculture.
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1. ANTECEDENTES

La acuacultura nacional registra un crecimiento sostenido y se ha convertido en una
actividad altamente productiva y competitiva en la produccion de especies comerciales
como la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), cuya pesqueria produjo, en 2017, 14 mil
197 toneladas de peso vivo, con un valor estimado de 830 mil 738 pesos. La tasa media
de crecimiento anual de la produccién en los ultimos 10 afios es de 8.39% (CONAPESCA,
2017).

El cultivo de trucha arcoiris en México es una de las actividades pesqueras mas
importantes del pais, al impactar en la economia y desarrollo de las comunidades rurales.
La trucha por su volumen de produccion se encuentra en el lugar 18 de la produccién
pesquera en México; sin embargo, por su valor lo encontramos en el lugar 8. De acuerdo
con el reporte estadistico de la CONAPESCA las principales entidades productoras de
trucha son Estado de México, Puebla, Tamaulipas, Veracruz, Michoacan, Hidalgo,
Durango, Chihuahua, Nayarit, Baja California, Campeche, Chiapas, Coahuila, Colima,
Guanajuato, Guerrero, Jalisco, Morelos, Nuevo Ledn, Oaxaca, Querétaro, Tabasco y
Tlaxcala (CONAPESCA, 2017).

Con el constante crecimiento de la industria acuicola se ha generado mayor incidencia y
propagacion de enfermedades, principalmente aquellas producidas por virus, debido a su
rapida dispersién y alto grado de afectacién. La necrosis pancreatica infecciosa (NPI)
afecta principalmente a peces de la familia de los salménidos (Rodriguez et al. 2003;
Salgado-Miranda 2006; Dhar et al. 2017). Esta enfermedad provoca pérdidas econémicas
debido a que cuando se presentan brotes debe impedirse la movilizacion de los animales

y realizarse su eutanasia.

En México, esta enfermedad fue identificada por primera vez en el afio 2000 en crias de
trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) importadas de los Estados Unidos de América
(EUA) (Ortega et al. 2002). Actualmente, se distribuye principalmente en la region norte y
centro de México) y es considerada de notificacion inmediata obligatoria a las
dependencias oficiales de sanidad animal del pais (Ortega et al. 2007; SAGARPA, 2016).
Sin embargo, la informacién sobre prevalencia y la diseminacion del virus en México aun

SOn escasos.



2. INTRODUCCION

La NPI afecta a varias especies de peces de agua dulce, marinos, moluscos y crustaceos
(Rodriguez et al. 2003; Salgado-Miranda, 2006). El agente etioldégico de esta enfermedad
es un virus, el cual ha sido el Unico identificado y que afecta a la truticultura nacional, sin
embargo es necesario reforzar estrategias de prevencion considerando la fuerte

dependencia de la importacion de ova (Ortega et al. 2015).

2.1 Caracteristicas del VNPI

El virus de la NPI (VNPI) pertenece al género Aquabirnavirus de la familia Birnaviridae
(Dobos y Roberts, 1983; King et al. 2012; Dhar et al. 2017). Es un virus no envuelto, con
una capside icosaédrica con un diametro aproximado de 60 nm (Delmas, 2015). Su
genoma representa el 8.7% de la masa total del viribn y esta compuesto por dos
segmentos de acido ribonucleico (ARN) de doble hebra (ds, por sus siglas en ingles:

double strand) (Figura 1).

VP3

Figura 1. Esquema del virus de la necrosis pancreatica infecciosa y las proteinas que lo
conforman (http://viralzone.expasy.org, 2015).

El VNPI realiza una transcripcibn semiconservativa asimétrica sintetizando un ARN de
cadena simple. El segmento A posee una longitud de 2962 a 2104 nucleétidos (nt) y un
peso de 2.5 x 10° Daltons (Da). Contiene dos marcos de lectura abiertos (ORF, por sus
siglas en inglés: Open Reading Frame). EI ORF mayor es monocistronico y codifica para
la poliproteina precursora NH2-pVP2-VP4-VP3- COOH (106 kDa), la cual es co-
traduccionalmente escindida por la proteina viral VP4 de 29 kDa para generar tres
proteinas: pVP2 (proteina precursora de la VP2), VP4 y VP3 (Dobos, 1995; Rodriguez et
al. 2003; Villanueva et al. 2004) (Figura 2).



ARN 1 LA l VP2 TR VP4 VP3 ]

467/468 773777 ll"i:.:.)
ARN 2 L[ VP 1 |
1 1045
Figura 2. Organizacion del genoma del virus de la necrosis pancreatica infecciosa (VNPI). Los
nameros al final de cada segmento indican el nimero de aminoacidos. pVP2 es la proteina

precursora de la proteina viral VP2 del VNPI. ARN 1 corresponde al segmento A y ARN 2
corresponde al segmento B de la cadena de ARN de doble hebra (Dhar et al. 2017).

La maduracion y ensamblaje se lleva a cabo en el citoplasma. La pVP2 de 62 kDa es
escindida durante la maduracion viral para obtener la proteina VP2 de 54 kDa, que es el
principal componente de la capside viral y estimula la produccién de anticuerpos
neutralizantes de tipo especifico (Rodriguez et al. 2003; Villanueva et al. 2004). Es
considerada la principal determinante de virulencia del VNPI (Santi et al. 2004; Shivappa
et al. 2004). La VP3 de 31 kDa es la proteina interna de la capside, su participacion es
fundamental en el ensamblaje viral y se asocia al genoma para formar los complejos de
ribonucleoproteina. EIl ORF menor codifica para la proteina no estructural VP5 que ha sido
detectada en cultivos celulares infectados y se sintetiza en bajas concentraciones en la

fase inicial de la replicacion viral (Villanueva et al. 2004).

El segmento B posee un peso de 2.3 x 10° Da, un tamario de 2731 a 2784 nt y un ORF
que codifica la proteina VP1 que corresponde a la ARN polimerasa dependiente del ARN
viral. Este polipéptido esta presente en el viribn como un polipéptido libre y como una
proteina de ligada al genoma (VPg) (Dobos, 1995; Rodriguez et al. 2003; Villanueva et al.
2004).

La replicacion viral se lleva a cabo en el citoplasma de la célula hospedadora e inicia con
la union de la proteina VP2 a polipétidos 100 — 200 kDa de la membrana citoplasmatica
de las células susceptibles (Kuznar et al. 1995). Posterior a la adsorcion, los virus entran a
la célula por endocitosis (Couve et al. 1992). Después, el virus tarda aproximadamente 20
minutos en ingresar a la célula para internarse en compartimientos vesiculares
endosomales periféricos de pH &acido y posteriormente el genoma viral es liberado al
citosol. La multiplicaciéon viral del VNPI se puede llevar a cabo de forma rutinaria in vitro
en varias lineas celulares establecidas a una temperatura desde 15 °C a 24 °C.

Aproximadamente, entre las 16 y 20 horas postinfeccion (hpi) ocurre un ciclo simple de



multiplicacién, manifestando un caracteristico efecto citopatico (CPE), asociado a la
pérdida de la integridad de células y del tejido, que termina en destruccion celular y con

ello la liberacion de la nueva progenie de virus (Ortega y Enriquez, 2007).

Durante un ciclo simple de infeccion del VNPI es posible identificar dos tipos de particulas
virales diferentes, ambas tienen la tipica forma icosaédrica, los dos segmentos de ARN y
todos los polipéptidos de las proteinas estructurales. La particula primaria o provirion
corresponde a las formas precursoras inmaduras e incompletamente ensambladas del
virus. Esta particula, carente de capacidad infectiva, es detectada simultaneamente con el
ARN de doble hebra, indicando que el ensamble del virus se inicia tan pronto como la
replicacion del ARN comienza en la célula. Luego de 12 hpi el provirion madura en viridn.
Este ultimo se compone de una capside de proteinas maduras y esta particula esta

provista de capacidad infectiva (Villanueva et al. 2004).

El VNPI se distingue por tener una amplia variabilidad antigénica y genotipica.
Actualmente hay tres especies identificadas del género Aquabirnavirus: el virus de la
necrosis pancreatica infecciosa; el virus Tellina y el virus de la ascitis de cola amarilla
(Delmas, 2015). Existe una relacion genética muy estrecha entre las especies del género
Aquabirnavirus, pero muestran una considerable diversidad antigénica. La mayoria de las
cepas pertenecen al serogrupo A, en este se han descrito nueve serotipos con reactividad
cruzada. Las secuencias de aminoacidos de la proteina de la capside (VP2) se
correlacionan con la clasificacién serologica y con la distribucién geografica (Hill y Way,
1995). Con base a las similitudes de secuencia de nucledtidos, se pueden definir siete
genogrupos (I-VIl) (Blake et al. 2001a; Blake et al. 2001b; Nishizawa et al. 2005). El
primer aislamiento mexicano fue clasificado como serotipo A1 basado en la secuencia
parcial del gen de la VP2 (Ortega et al. 2002) y agrupado en el genogrupo | (Nishisawa et
al. 2005). En el 2005 y 2006 se obtuvieron ocho aislados mexicanos y su analisis
molecular indicé que pertenecen al genogrupo | y se encuentran estrechamente
relacionados con un aislado mexicano realizado en el 2013 (GenBank accession number
JX174178), asi como por la cepa 114 y la cepa Buhl (AY026348 y AF343573) de los
Estados Unidos de América (Salgado-Miranda et al. 2014).

Las diferentes cepas que componen cada serotipo en la clasificacion serolégica del VNPI
también presentan diferencias en la virulencia, lo que a su vez influye en el curso y

pronéstico de la enfermedad. Existen cepas altamente virulentas capaces de generar un



90% de mortalidad y cepas avirulentas, las cuales no producen signologia clinica. Los
serotipos A1 y A2 causan mas mortalidad en truchas arcoiris que el serotipo A3
(Jorgensen y Kehlet, 1971) y dentro de un mismo serotipo hay diversos grados de
virulencia (Santi et al. 2004).

La variabilidad genética y fenotipica que pueden presentar las proteinas estructurales
determina la patogenicidad para la epecie de hospedero, el tropismo celular y su
capacidad de evasion de los principales mecanismos de defensa del sistema inmune del
hospedero. Las proteinas VP2 y VP5 codificadas por el segmento A se consideran los
principales factores de virulencia del VNPI (Ortega y Enriquez, 2007). Ademas, los

cambios presentes en la VP2 se asocian con atenuacion viral (Santi et al. 2004).

Las cepas virulentas codifican una VP5 de 12 kDa y en la proteina VP2 se encuentran
residuos de aminoacidos de Treonina (Thr), Alanina (Ala), Thr o Ala, y Tirosina (Tyr) o
Histidina (His) en las posiciones 217, 221, 247 y 500, respectivamente (Santi et al. 2004).
Song et al. (2005) encontraron que los residuos 217 y 221 de VP2 son los determinantes
de virulencia en la cepa Spajarup (Sp) (serotipo A2), y sus combinaciones entre cepas:
Thr en 217 y Ala en 221 fueron muy virulentos; las cepas que codifican Prolina (Pro) en
217 y Ala en 221 fueron medianamente virulentas, y las cepas que codifican Thr en
residuo 221 e indistinto 217 resultaron avirulentas, y descartando también al residuo 247
con Thr o Ala como factor importante en la virulencia. Por otro lado, cepas escocesas con
residuos Pro 217 y Ala 221 en VP2 presentaron virulencia similar a las cepas con Thr en
217 y Ala en 221 (Smail et al. 2006), demostrando que en las infecciones in vivo los
factores asociados al huésped, origen y condiciones ambientales podrian influir en la
virulencia (Santi et al. 2004). Espinoza et al. (2000), encontraron que la VP2 tiene una
escasa O-glicosilacion en al menos tres sitios del tercio central de su region hipervariable
y esta se lleva a cabo libremente en el citoplasma y no en el reticulo endoplasmico o el

complejo de Golgi.

Adicionalmente, al comparar la secuencia de aminoacidos de la proteina VP2 de
diferentes serotipos se observo que los aminoacidos presentes a los extremos son iguales
y conservados a diferencia de aquellos presentes en la regién central, los cuales son

variables y difieren entre cada serotipo (Coulibaly et al. 2010).



2.2. Distribucién del VNPI

La presencia de la NPI ha sido reportada en varios paises, por lo que es reconocida como
la enfermedad de mayor impacto en el cultivo de salménidos y se considera de
distribuciéon mundial (Dhar et al. 2017).

En México se reportd que tiene una diseminacion del 62.5% en las principales entidades
nacionales productoras de trucha (Salgado-Miranda et al. 2009). El laboratorio de Sanidad
Acuicola de la FMVZ-UAEM en un estudio retrospectivo del afio 2000 al 2012, analizé
2126 muestras y sugieren que el VNPI es el unico virus que actualmente se encuentra
circulante en las unidades de produccion mexicanas de trucha arcoiris, puesto que no ha
sido identificado ningun otro, sin embargo, es necesario reforzar estrategias de
prevencion considerando la fuerte dependencia de la importacién de ova (Ortega et al.
2015).

2.3 Epizootiologia

El VNPI ha sido identificado en diversas familias de peces como Anguillidae, Atherinidae,
Carangidae, Channidae, Cichlidae, Clupeidae, Cobitidae, Cyprinidae, entre otras, sin
embargo, tiene un considerable impacto econdmico en los peces de la familia Salmonidae
los cuales son especialmente susceptibles. Las especies mas susceptibles al VNPI son la
trucha de fontana (Salvelinus fontinalis), la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss) y el
salmén del Atlantico (Salmo salar). De peces no salménidos también ha sido posible el
aislamiento de VNPI, algunos importantes en la acuacultura marina, son: rodaballos
(Scophthalmus maximus), lenguados (Solea senegalensis) y fletan o halibut del Atlantico

(Hippoglossus hippoglossus) (Salgado-Miranda, 2006).
2.4 Transmision

Los peces infectados pueden transmitir el virus de manera horizontal y vertical (Munro y
Midtlyng, 2011). Estos peces eliminan el virus a través de la orina y heces (Billi y Wolf,
1969; Roberts y Pearson, 2005). En los peces reproductores, se ha demostrado que el
virus se transmite de manera vertical mediante la adsorcion viral a la superficie de los
espermatozoides (Mulcahy y Pascho, 1984) o puede estar presente en el liquido folicular,

pero no en el interior de las ovas aun no fertilizadas (Wolf et al. 1963).



También, algunas especies de moluscos se consideran reservorios del VNPI, como el
mejillén azul (Mytilus galloprovincialis), ostion japonés (Crassostrea gigas) y bigaros
(Littorina littorea), entre otros. El virus también ha sido aislado a partir de sedimento
(Cutrin et al. 2000). Las aves silvestres piscivoras son consideradas vectores del virus y

puede ser aislado a partir de heces (McAllister y Owens, 1992).

2.5 Signos clinicos

En alevines y crias de primera alimentacibn causa una elevada mortalidad, y es
persistente en peces mayores de cinco o seis meses. Los principales signos ante-mortem
son: anorexia, nado de forma irregular (en sacacorchos con lapsos de ataxia),
obscurecimiento de la piel (hiperpigmentacion), ojos protuberantes (exoftalmia) de manera
moderada y distencién abdominal. Los peces afectados también pueden mostrarse
delgados, branquias palidas, hemorragias en la zona ventral ademas de las aletas y con

heces “colgantes” de color blanquecino (Wolf, 1988).

Los principales hallazgos post-mortem en las crias son ausencia de alimento en
tracto digestivo y palidez en bazo, corazén, higado y rifion. Con frecuencia se puede
observar liquido ascitico en cavidad abdominal y moco lechoso en estomago e intestino
anterior. A nivel histopatolégico, las lesiones halladas incluyen focos de necrosis
coagulativa en pancreas, rindon e intestino. Los nucleos de las células acinares se
observan picnoticos y de tamafos variables. En muchos casos no se aprecia infiltracion
de células inflamatorias. También se observa enteritis aguda, caracterizada por necrosis y
pérdida del epitelio. En el lumen intestinal, se encuentra exudado catarral blanquecino,
frecuentemente asociado con esta enfermedad. El tejido renal puede presentar cambios

degenerativos (McKnight y Roberts, 1976).

2.6 Respuesta inmune

En salmoénidos la respuesta inmune es muy variable y responden a las infecciones virales

a través de una respuesta de tipo inespecifica y especifica.



2.6.1 Organos y tejidos

Una de las principales diferencias es que los peces no tienen médula 6sea y es el rifién
anterior o pronefros, el 6rgano que adquiere esa funcién hematopoyética principal,
ademas del timo (para produccién de linfocitos T). En ellos, los linfocitos T y B maduran y
adquieren los receptores especificos de antigeno. Los peces tampoco tienen ndédulos
linfaticos por lo que el bazo es el érgano secundario principal, junto con el rinén que
también es capaz de participar en la respuesta inmunitaria y, por lo tanto, también se
considera secundario. En los mamiferos el MALT incluye linfocitos T y B organizados en
estructuras foliculares. Sin embargo, en los peces a pesar de que se ha descrito la
presencia de linfocitos B y T en practicamente todas las mucosas (piel, branquias,
intestino, fosas nasales), la falta de estructuras organizadas hace que algunos autores
duden del hecho de que este tejido inmunitario asociado pueda ser considerado un
verdadero tejido linfoide asociado a mucosas (mucosa-associated lymhoid tissue, MALT)

equivalente al de mamiferos (Castro y Tafalla, 2017).

2.6.2 Respuesta inmune innata

La respuesta inmune innata o inespecifica es el mecanismo de defensa mas importante
en organismos acuaticos, ademas de que es rapida y es la primera respuesta ante
cualquier antigeno (Watts et al. 2001; Fletcher y Secombes, 2010). Incluye barreras
fisicas como el moco, la piel, las branquias y las mucosas, es estos encontramos una
ariedad de leucocitos (monocitos/macrofagos, granulocitos y células citotoxicas no
especificas) y sustancias como lisozima,factores del complemento, interferén, proteina C
reactiva, transferrina, antiproteasas, lectinas, eicosanoides, etc (Fernandez et al. 2002;
Rubio-Godoy 2010). En este mecanismo de defensa inespecifico, los macréfagos son el
componente celular principal. Los macréfagos son presentadores primarios de antigenos
en la respuesta inmune adquirida y son los principales fagocitos de los peces. Secretan
citocinas proinflamatorias, aparecen en la inflamacion, en diferentes enfermedades y
juegan un papel central en la patogénesis de algunas entidades particulares como la
estreptococosis y la aeromoniasis entre otras, en las cuales son usados por los patdogenos
como vehiculo para llegar a multiples érganos y evitar ser destruidos (Penagos et al.
2009; Castro y Tafalla, 2017). Los leucocitos granulares, denominados al igual que en

mamiferos: neutréfilos (heterodfilos), eosindéfilos (acidofilos) y basofilos. Los neutrdfilos



tienen funciones fagociticas, quimiotacticas y bactericidas, actividad de mieloperoxidasa,
explosion respiratoria y poseen la capacidad de degranulacidén de granulos primarios. Las
funciones fagociticas y bactericidas de los neutréfilos son reducidas en algunas especies
y su participacion en procesos agudos es muy inferior a la de mamiferos. Las células NCC
tienen propiedades muy similares a las células de mamiferos natural killer (NK) se han
observado en los peces, y estas llamadas células citotéxicas naturales (NCC). Se
asemejan morfolégicamente a los linfocitos 0 monocitos agranular, y expresar la perforina
y granulisina. Estan presentes en los 6rganos linfoides, intestino, cavidad peritoneal y
sangre. Causa lesiones apoptéticas y necréticas en ciertos tipos de células diana
incluyendo células de cultivo de tejidos, sobre todo cuando estan infectadas con virus o

ciertos protozoarios (Watts et al. 2001; Penagos et al. 2009; Castro y Tafalla, 2017)

Los centros melanomacrofagos, son una caracteristica particular de los peces. Se
localizan principalmente en el bazo, pero tambien se pueden encontrar en rifién, higado,
gdénadas y aun en timo, lo cuales son semejantes a los centros germinales en rifion y bazo.
Estan constituidos por macréfagos, células reticulares, linfocitos y células plasmaticas. En
estos también se producen y almacenan pigmentos como la lipofuchina, melanina y
hemosiderina, entre otros. Ante un estimulo viral o bacteriano aumentan en numero, sus
macrofagos atrapan grandes cantidades de antigeno y aumenta la produccion de

pigmentos (Ferguson 2006; Penagos et al. 2009).

Las células Rodlet son secretoras epiteliales, presentes en grandes cantidades en piel,
branquias, intestino, ductos biliares y tubulos renales, y en menor cantidad o ausentes en
sangre, tejido conectivo y cerebro. Migran al epitelio y aumentan de numero en procesos
infecciosos o irritantes. Los peces teledsteos son lo Unicos vertebrados que poseen estas

células (Ferguson 2006; Schmachtenberg 2007).

2.6.3 Respuesta inmune mucosal

En peces no existen ganglios linfaticos, placas de Peyer, ni tejidos linfoides asociados a
mucosas ampliamente caracterizados como en mamiferos y aves, hay evidencias claras
de un sistema inmune innato de mucosas desde los primeros etapas de vida de los peces.
El sistema inmune de mucosas en los peces incluye otra serie de propiedades defensivas
como la activacion y aumento en numero y tamafio de las células de moco branquial e

intestinal en respuesta casi siempre a infecciones bacterianas o irritantes presentes en el



agua, la produccién y eliminacion de anticuerpos en la bilis, la migracion de células
productoras de anticuerpos a las mucosas branquial e intestinal, la existencia de
poblaciones bacterianas nativas asociadas al epitelio intestinal y pilérico que interfieren
con la adhesion y posiblemente con el ingreso de bacterias patogenas, la apacidad de
endocitosis de los enterocitos de particulas intactas, macromoléculas y de bacterias y sus
antigenos, tanto de la flora nativa como de patégenos en todos los segmentos intestinales
de larvas y adultos (Fernandez et al. 2002; Penagos et al. 2009; Rubio-Godoy 2010).

2.6.4 Respuesta inmune adaptativa

La respuesta inmune adaptativa o especifica, se desarrolla en forma tardia y puede verse
influenciada por diversos factores medio-ambientales, como la temperatura, edad, etapa
de desarrollo del pez y alimentacién (Watts et al. 2001). Es la segunda linea de defensa,
el cual es especifico e involucra el reconocimiento y unién de antigenos solubles
circulantes a células B diferenciadas en células de memoria y células plasmaticas que
responden para producir y secretar anticuerpos (inmunoglobulinas) antigeno-especificos
(Fletcher y Secombes, 2010).

La inmunidad adquirida puede ser dividida en celular y humoral, y depende en gran
medida de linfocitos T y B respectivamente. Aunque los peces no tienen médula 6sea o
nodos linfoides, el timo, el rifdn y el bazo asumen este papel. En sangre, se encuentran
tres clases o tipos de inmunoglobulinas, IgM, IgD e IgT (también llamada 1gZ). Las células
B que producen estos Ig’s parecen ser mutuamente excluyentes, por lo menos para IgM e
IgT, y por lo tanto, existen diferentes subconjuntos de células B en los peces. En los
mamiferos IgM es un pentamero, mientras que en los teledsteos es un tetramero, aunque
en algunas especies puede ser monomerica e IgT es monomérica en sangre. La IgM se
encuentra en mayor proporcion y tiene actividad neutralizante. La inmunoglobulinas
también se encentran en las secreciones mucosas en piel, intestino, branquias y bilis. Los
peces no poseen el equivalente de IgA como en los mamiferos, gla cual es resistente al
ataque proteolitico por enzimas intestinales, reportes recientes muestran que en estos
sitios se encuentran particularmente células productoras IgT (Fillatreau et al. 2013; Castro
et al. 2014; Castro y Tafalla, 2017).
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2.6.5 Factores que afectan a la respuesta inmune

La temperatura es un factor determinante en la respuesta inmune en los peces. Se han
denominado temperaturas no permisivas a las cuales el sistema inmune practicamente no
responde: se reportan 4 °C para los salménidos y especies de agua fria, 14 °C para las
carpas y en promedio 12-14 °C para las especies de aguas templadas o calidas, con
algunas excepciones como en el catfish en cuyo caso la temperatura no permisiva es 22
°C. El estado nutricional también afecta el sistema inmunolégico de los peces; las
deficiencias de vitamina C y E alteran el funcionamiento de los macréfagos y el
complement. Los desbalances de acidos grasos pueden alterar la fagocitosis
fundamentalmente por modificacion de las caracteristicas de la membrana celular de
leucocitos y disminuir la flora normal del intestino y a su vez la resistencia a la adhesion y

translocacion bacteriana (Penagos et al., 2009; Fletcher y Secombes, 2010).
2.6.6 Respuesta inmune inducida por el VNPI

Generalmente la respuesta inmune innata es insuficiente para eliminar la infeccion por el
VNPI, por lo que se desarrolla la enfermedad clinica con severidad variable o bien, puede

establecerse el estado de portador (Jarp et al. 1996).

Durante una infeccion viral, la induccion del interferon (IFN) tipo | es la primera linea de
defensa del sistema inmune, el cual tiene actividad antiviral e inmunomoduladora (Sun et
al. 2009; Adedeji et al. 2012). La respuesta antiviral requiere de la activacién de los
receptores de reconocimiento de patrones (PRR’s: por sus siglas en inglés, Pattern
Recognition Receptors). Los receptores tipo Toll (TLR’s: por sus siglas en inglés, Toll-like
receptors) localizados en la membrana celular y endosomal reconocen ARN de cadena
sencilla (ss, por sus siglas en inglés, single strand) y de doble cadena (Rauta et al. 2014),
mientras las helicasas RIG-I (por sus siglas en inglés, Retinoic acid-inducible gene I) y
MDAS (por sus siglas en inglés: Melanoma Differentiation-Associated protein 5) reconocen
ssARN and dsARN en el citosol (Kato et al. 2006). Ademas, dsARN también son
reconocidos por PKR (por sus siglas en inglés: Protein kinasa RNA-activated), el cual es

un PRR encontrado en vertebrados inferiores como los peces (Meurs et al. 1990).

Varios estudios han demostrado que durante el desafio con cepas altamente virulentas de

VNPI se promueve una fuerte activacion del sistema inmune (Ingerslev et al. 2009;
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McBeath et al. 2007), asi como la expresion de IFN tipo | y del gen Mx (Myxovirus
resistance) inducible por el IFN (Skejesol et al. 2011). El IFN-y o tipo Il es principalmente
producido por los linfocitos NK, T CD4 y CD8 para favorecer una respuesta tipo Th1,
dirigida hacia patoégenos intracelulares (Castro y Tafalla, 2017). Esta citocina es
funcionalmente similar a su homologo de mamiferos (Zou et al. 2005). También ha
demostrado aumentar significativamente el estallido respiratorio en macréfagos de trucha
arcoiris, promover la presentacion de antigenos, regular el trafico de leucocitos e inducir

proteinas antivirales como Mx (Zou et al. 2005, Wang et al. 2013, Castro y Tafalla, 2017).

Las células bajo influencia de IFN sintetizan proteinas de actividad GTPasa, conocidas
como Mx, de las que se han descrito inhiben la multiplicacion viral (Larsen et al. 2004). La
infeccién con VNPI induce la expresion temprana de IFN-a and Mx. Munang’andu et al.
(2013) encontraron que la cinética de expresion de estos genes esta altamente
correlacionado con el incremento del numero de copias virales sugiriéndolos como

biomarcadores del progreso de una infeccion.

El aislamiento y determinacion del numero de copias del VNPI se realiza preferentemente
de rindn anterior y 6rganos linfoides como el bazo, lo que demuestra que es un virus
leucotrépico (Ronneseth et al. 2006; Skjesol et al. 2011). El virus tiene predileccion a
multiplicarse en células B, causando inmunodepresion por disminucion de la expresiéon de
inmunoglobulinas y lisis de células B (Novoa et al. 1996; Ronneseth et al. 2006).
Ronneseth et al. (2006) observaron que el nivel de neutréfilos sanguineos disminuye
luego de un desafio experimental con el VNPI, razén por la cual los peces afectados se

encuentren susceptibles a padecer infecciones secundarias.
2.7 Diagnéstico

Se basa en el Manual de Pruebas de Diagnéstico para los Animales Acuéaticos, publicado
por la Organizacién Mundial de Sanidad Animal con pruebas de aislamiento del virus en
cultivo celular seguido de identificacion inmunolégica, mediante pruebas de
inmunofluorescencia, seroneutralizacion y ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
(ELISA: por sus siglas en inglés Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) del virus (Agius et
al. 1982; Dixon y Hill, 1983; Hill y Way, 1995; OIE, 2006).

El diagnoéstico en casos clinicos se basa en la histologia (McKnight y Roberts, 1976) y/o la

demostracion inmunolégica del VNPI en tejidos infectados (Evensen y Rimstad, 1990),
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confirmado por aislamiento e identificacién inmunoldgica en cultivo de tejidos. Las lineas
celulares empleadas para su aislamiento incluyen la RTG-2 (Rainbow trout gonad),
CHSE-214 (Chinook salmon embryo) y BF-2 (Blue gill fry) (Wolf y Quimby, 1962; Kelly et
al. 1978). A pesar de que el aislamiento es un método confiable, resulta costoso y su
realizacién conlleva al menos tres semanas para confirmar un resultado como negativo
(Amos, 1985; Ahne y Thomsen, 1986), ese tiempo es critico en la diseminacién del virus,
debido a la rapida dispersion en corrientes I6ticas, lo que puede causar pérdidas

econdémicas considerables (Salgado-Miranda, 2006; Milne et al. 2006).

La dependencia en la importacion de las pruebas comerciales de ELISA, anticuerpos
monoclonales, la autofluorescencia de los tejidos de los peces, un titulo viral alto, la
dificultad para obtener muestras frescas de tejidos de peces y la reacciéon cruzada de los
anticuerpos son las limitantes mas comunes para el uso universal y rutinario de las
técnicas anteriormente mencionadas (Sanz y Coll, 1992; LaPatra, 1997). Actualmente se
han desarrollado varios métodos de deteccion por medio de la técnica de transcripcidon
reversa-reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR, por sus siglas en inglés: reverse
transcriptase-polymerase chain reaction) y algunas de sus variantes (Way-Shyan et al.
1997; Pryde et al. 1993; Lopez-Lastra et al. 1994; Blake et al. 1995; Alonso et al. 1999;
Rodriguez et al. 2001; Bowers et al. 2008; Barrera-Mejia et al. 2009; Tapia et al. 2015),
las cuales disminuyen el tiempo para un diagnostico oportuno, en comparacion al

aislamiento del virus en cultivo celular (Neria-Arriaga, 2016).

2.8 Prevencion y control

La prevencion y control de la diseminacion del virus se basa en estrategias de manejo
sanitarias. La introduccidén de ovas y peces, asi como el suministro de agua libre de VNPI,
la cual constituye la principal estrategia en la prevencion de la enfermedad (Morley, 1993).
Sin embargo, el uso y suministro de agua libre de VNPI no es posible bajo las condiciones
en como se lleva a cabo la truticultura en México. Es importante evitar la introduccidn o
importacion de ovas fertilizadas o peces provenientes de lotes de reproductores
portadores de VNPI. Para el control de la NPl en granjas de reproductores, tanto los
peces infectados como su progenie (ovas, alevines y crias) deben ser sacrificados
(Salgado-Miranda, 2006).
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Actualmente no existen tratamientos ni vacunas totalmente efectivas para esta
enfermedad, por lo que las medidas de prevencion y control son de gran importancia. Una
vacuna ideal para VNPI deberia inducir una proteccién duradera a una edad temprana,
evitar la formacion de portadores, ser eficaz contra un gran niamero de serotipos, y ser
efectiva a través de cualquiera via de administracion (oral o inmersion) para ser utilizada
en peces jovenes. Como describe Martinez-Alonso y colaboradores para el desarrollo de
una vacuna es importante entender los mecanismos de la respuesta inmune en los peces,
tales como la respuesta innata y la adaptativa ademas de la que se induce por el VNPI
(Martinez- Alonso et al. 2012; Munang’andu et al. 2013).

2.9 Vacunacion

Para reducir la ocurrencia de brotes, en las ultimas dos décadas la investigacion se ha
focalizado en la busqueda y desarrollo de diversas estrategias vacunales capaces de
desarrollar una respuesta inmune de larga duracion que permita reducir la mortalidad e
infecciones persistentes al desafio con VNPI (Munang’andu et al. 2013; Munang’andu y
Evensen, 2015).

Numerosas vacunas, de tipo inactivado y recombinante han sido desarrolladas y
comercializadas para controlar esta enfermedad (Salgado-Miranda et al. 2013; Dadar et
al. 2017). Las vacunas solo estan disponibles para algunos paises y ofrecen proteccion
contra las cepas que circulan en ellos, que en su mayoria es la cepa Sp, serotipo A2 de

VNPI y en México no existen vacunas contra los serotipos circulantes (Hill y Way, 1995).

La vacunacién es la principal medida preventiva para controlar las enfermedades viricas.
Su principal objetivo es estimular el sistema inmunitario, generando una respuesta de
memoria que puede ser activada ante un segundo encuentro con un antigeno y
posteriores encuentros. Una vacuna debe ser segura, economica y practica, en términos

de administracion y estabilidad (Castro y Tafalla, 2017).

El conocimiento de la respuesta inmune de los peces es necesario para el disefio de
vacunas que puedan proveer una inmunidad protectora. Al igual que en los mamiferos, los
peces teledsteos han desarrollado un sistema inmune integrativo en el que la respuesta
inmune innata y adaptativa interactian y se regula entre ellos. Como se menciond

anteriormente, la respuesta inmune innata reconoce antigenos a través de los PRRs e
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inicia el reclutamiento de células fagociticas para procesar los antigenos capturados y
presentarlos a las células T. Adicionalmente, las células de la respuesta inmune innata
son responsables de la secrecion de citocinas, quimiocinas y otras moléculas de defensa
que contribuyen para llevar a cabo una respuesta inmune adaptativa efectiva y generar
memoria inmunoldgica. Por lo tanto, a través de una respuesta inmune innata adecuada,
se inducira una respuesta inmune adaptativa efectiva (Adedeji et al. 2012; Dixon y Becker,
2012).

La respuesta inmune adaptativa desencadena una respuesta celular y humoral. La
inmunidad mediada por células T esta orquestada por CD4+ (cooperadoras) y CD8+
(citotoxicas) y la inmunidad humoral refiere principalmente la produccién de tres isotipos
de inmunoglobulinas (Ig’s) en los linfocitos B de salmoénidos: IgM, IgD e IgT (Hikima et al.
2011; Munang'andu et al. 2014a).

Las vacunas inactivadas son las mas comunmente utilizadas en la acuicultura, incluso
para el VNPI. Estas vacunas se producen a través de la replicacion de los patégenos para
obtener un titulo viral especifico y posteriormente se le somete a agentes inactivantes
(Munang'andu et al. 2013; Munang'andu et al. 2014b; Munang'andu et al. 2015). Los
agentes quimicos utilizados para inactivar antigenos han demostrado producir cambios en
el genoma y la estructura de las proteinas, que en algunos casos afectan las propiedades
estructurales de los virus. El formaldehido es el principal agente quimico utilizado para las
vacunas de VNPI comercialmente disponibles. Otros como el glutaraldehido, 2,2'-
ditiodipiridina, b-propiolactona y la etilenimina binaria han sido probados
experimentalmente para la inactivacion del VNPI, sin embargo, se han mostrado algunos
problemas, por ejemplo, particulas de virus inactivadas de forma incompleta, la
destruccion de proteinas virales que podria provocar una falta de reconocimiento del
antigeno por parte del sistema inmunitario del hospedador (Delrue et al. 2012; Salgado-
Miranda et al. 2013).

Otro método de inactivacion empleado es la irradiaciéon gamma (y) como método fisico, el
cual genera fragmentacién del material genético, tiene una alta penetracién a través de
materiales bioldgicos, genera un dafio minimo en la superficie de las proteinas
antigénicas y no es necesario eliminar ningun residuo después del proceso de
inactivacion (Lowy et al. 2001; Furuya et al. 2010; Furuya, 2012). Por lo tanto, este

método es utilizado para desactivar patégenos altamente infecciosos como el virus Ebola,

15



Marburg y Lassa (Elliot et al. 1982). Ademas, la irradiacion gamma preserva los dominios
funcionales de las proteinas virales, lo que facilita su captacién y el acoplamiento de los
péptidos virales a las moléculas el complejo principal de histocompatibilidad clase | (MHC-
I) y por lo tanto, la expresién o presentacion de estos complejos en la superficie de las
células. Este método ha sido probado por Gamma Vaccines Pty (Manuka, ACT, Australia)
(Seong 2015) y algunas vacunas experimentales irradiadas con rayos gamma han
demostrado que es posible utilizar esta tecnologia, por ejemplo, el virus de la influenza A
(y-Flu) (Alshafiri et al. 2009), los trofones de Ichthyophthirius multifilis (Heidarieh et al.
2014) y el virus Semliki Forest (y-SFV) (Babb et al. 2014).

Respecto a la produccién de anticuerpos, las vacunas inactivadas han demostrado activar
la expresion de genes CD4+ y células T-helper 2 (Th2) que se correlacionan con la
produccién de altos niveles de anticuerpos, consolidando la nocion de que los antigenos
exégenos estimulan respuestas humorales dirigidas por citocinas Th2 (Munang'andu et al.
2015).

Debido a que la mayoria de las vacunas comerciales se basan en antigenos inactivados,
generalmente se formulan con adyuvantes oleosos para mejorar su eficacia. Los
adyuvantes oleosos son reconocidos como facilitadores de "sefial 1" en la clasificacion de
adyuvantes de acuerdo a su mecanismo de accion (Schijns, 2001; Tafalla et al. 2013;
Tafalla et al. 2014). Un efecto de “depdsito” del antigeno es la base de estos adyuvantes

para producir una proteccion de larga duracién (Tafalla et al. 2013).

La mayoria de las vacunas con adyuvantes oleosos se aplican por via intraperitoneal.
Esto atrae células presentadoras de antigeno al sitio de vacunacion para la presentacion
del antigeno por el MHC-II, produciendo una respuesta de tipo humoral (Thim et al. 2014,
Tafalla et al. 2014). Sin embargo, efectos adversos ocurren frecuentemente en el sitio de
vacunacion, el cual es responsable de la disminucion del crecimiento de los peces
vacunados y la pérdida de calidad de los productos debido a la formacién de adherencias
entre los 6rganos (Sommerset et al. 2005, Tafalla et al. 2013). Por lo tanto, es importante
proponer el uso de adyuvantes mas potentes que permitan el uso un menor volumen y en

consecuencia, reducir los efectos adversos (Thim et al. 2014, Tafalla et al. 2013).

Los adyuvantes inmunomoduladores, también conocidos como facilitadores de la "sefal

2", confieren la co-estimulacién que promueve la diferenciacién y activacion de las células
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T y B, con el fin de liderar y generar una respuesta inmune adaptativa. Su composicion
puede asemejarse a patrones moleculares microbianos para ser reconocido como
ligandos de receptores tipo toll (TLR), como los CpG, la flagelina, citocinas, entre otros
(Tafalla et al. 2013).

Las porinas son proteinas transmembranales que constituyen la membrana externa de
bacterias gram-negativas, mitocondrias y cloroplastos. Salmonella typhi (S. typhi) expresa
principalmente dos porinas OmpC y OmpF constitutivamente; también, expresa las
porinas OmpS1 y OmpS2 cuyos niveles de transcripcion son mas bajos. Varios estudios
han demostrado su potencial uso como adyuvantes con la descripcion de diversas
caracteristicas: son antigenos solubles, altamente inmunogénicos y capaces de inducir
una respuesta inmune de memoria. Estudios realizados en ratones demostraron que una
dosis de 10 ug de porinas purificadas fue capaz de inducir una proteccion del 90% frente
a una dosis letal de S. typhi (Isibasi et al. 1988; Isibasi et al. 1994). También han
demostrado ser seguras para su aplicacion en humanos (Salazar-Gonzalez et al. 2004).
Estas proteinas producen una induccién adicional para estimular una respuesta inmune
celular para antigenos no replicativos, como se demostré en la co-inmunizacion de
porinas de S. typhi con una vacuna experimental inactivada contra el virus de la influenza
H1N1 2009 (Pérez-Toledo et al. 2017).

Las porinas han demostrado estimular la produccion de anticuerpos como de linfocitos T e
inducir una respuesta inmune duradera (Secundino et al. 2006). Estas proteinas son
reconocidas como patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP’s: por sus siglas
en inglés, Pathogen Aassociated Molecular Patterns) por el sistema inmune innato como
ligandos de receptores TLR-2 y TLR-4 e inducir la produccion de citocinas como TNF-a,
IL-6, e IL-10. Asimismo, inducen migracion y reclutamiento de diferentes poblaciones
celulares al sitio de inoculaciéon, como células dendriticas y plasmaticas, asi como la
activacion de células dendriticas, macrofagos y la expresiéon de moléculas co-
estimuladoras, como CD40 y CD80 (Moreno-Eutimio et al. 2013). Todas estas
caracteristicas indican que las porinas podrian ser un buen candidato como adyuvante
experimental para peces. Ademas, no requieren una cadena frio para su almacenamiento

y transporte.
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3. JUSTIFICACION

Esta propuesta de investigacion es la primera en su tipo en México. El constante
crecimiento de la industria truticola nacional, la dispersion del virus de la necrosis
pancreatica infecciosa y la ausencia de una vacuna eficaz para la prevencion de esta
enfermedad, son determinantes para desarrollar vacunas a partir de aislados mexicanos,
ya que dicho agente llega a provocar mortalidades de hasta el 100% de la poblacién en
un lote susceptible, motivo por el cual los organismos de trucha arcoiris (Oncorhynchus

mykiss) deben estar protegidos.

Por otro lado, cabe destacar que existe un riesgo potencial de la introduccién vy
diseminacion de otras cepas de VNPI a nuestro pais, lo que puede deberse a la
importacién de huevo oculado de los EUA principalmente, ademas de algunos paises de
Europa, Africa y Sudamérica que también son proveedores. Por esta razon, en estudio
independiente se propone evaluar el uso de la reaccién en cadena de la polimerasa
anidada (PCRa) para la identificacion eficiente y rapida del VNPI a partir de muestras de
tejidos infectados. Esto permitira disminuir el tiempo de diagndstico e implementar
diversas estrategias para el control del VNPI y prevenir su exposicion en las unidades de

produccidn truticolas.
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5.1

5.2.

HIPOTESIS

4.1.1 La vacuna inactivada contra el virus de la necrosis pancreatica infecciosa
adicionada con porinas de S. typhi como adyuvante, sera capaz de inducir
una respuesta inmune para proteger a las crias de truchas arcoiris
inmunizadas frente a un desafio con un virus homélogo.

4.1.2 La PCRa mostrara una sensibilidad mayor a la RT-PCR para el diagndstico
del VNPI a partir de muestras de tejidos de truchas infectadas.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

5.1.1

5.1.2

Evaluar la efectividad de una vacuna inactivada por radiacion gamma
contra el virus de la necrosis pancreatica infecciosa mediante su
administracion por via intraperitoneal a crias de truchas arcoiris
(Oncorhynchus mykiss).

Evaluar el uso de una PCR anidada para la deteccion del VNPI en tejidos
de truchas infectadas experimentalmente y de truchas clinicamente sanas

cultivadas en unidades de produccién acuicola.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

5.2.1

5.2.2

5.2.3
5.2.4

5.2.5

Replicar la cepa MEX3-CSM-05 para el desarrollo de una vacuna
inactivada por radiacion gamma contra el VNPI.

Evaluar la respuesta inmune celular y humoral de truchas inmunizadas,
mediante una cinética transcripcional de varios genes a diferentes dias
post-vacunacién y post-desafio, asi como la deteccion de anticuerpos
mediante una ELISA estandarizada.

Evaluar la proteccién conferida al desafio con un analisis de sobrevivencia.
Calcular la sensibilidad y especificidad de la prueba de RT-PCR y PCRa en
truchas infectadas experimentalmente.

Evaluar la RT-PCR y PCRa en truchas clinicamente sanas cultivadas en

unidades de produccién acuicola para el diagnéstico de VNPL.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Primera etapa: Desarrollo y evaluaciéon in vivo de una vacuna experimental

inactivada contra el VNPI en truchas arcoiris inmunizadas.

6.1.1 Obtencion del Virus

La linea celular BF-2 proveniente de fibroblastos de perca sol Lepomis macrochirus
(ATCC-CCL 91), se utilizd para la propagacién de la cepa MEX3-CSM-05 del VNPI,
proveniente del Estado de México (Salgado-Miranda et al., 2014). Las células crecieron a
20 °C con medio Leibovitz (L-15) (In vitro, México) suplementado con 10% suero fetal
bovino (SFB) (Biowest, Mexico) 100 IU/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina y
0.25 ug/ml de anfotericina B (In vitro, México). Estos cultivos fueron incubados a 15 °C
durante 72 horas. Posteriormente, las botellas de cultivo se congelaron a -20 °C y
descongelaron en dos ocasiones. El sobrenadante se recolectd y centrifugé a 1200 g
durante 15 min a 4 °C (OIE, 2006). El titulo viral se determiné por el método de Reed and
Muench y se calcul6 la dosis infectiva en cultivo celular (DICC) para preparar la dosis

vacunal (1x107? DICC/ml) asi como la dosis para el desafio (5x10° DICC/ml).

6.1.2 Inactivacion del virus

El sobrenadante de virus con un titulo de 1x10%? DICC/ml, fue separado en lotes e
inactivado por exposicion a radiacion gamma (y) de la fuente radioactiva Cobalto-60
(®°Co), en el Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares (ININ, México) y
posteriormente almacenado a 4 °C. El sobrenadante de VNPI inactivado se inoculé en

células BF-2 para confirmar la inactivacion completa.

6.1.3 Adyuvante

Las porinas fueron purificadas de la cepa S. typhi ATCC 9993, descrito previamente y
donadas por el Laboratorio de inmunoquimica del Centro Médico Nacional Siglo XXI
(Salazar-Gonzalez et al. 2004; Cervantes-Barragan et al. 2009). Se utiliz6 una dosis de
10 ug de las proteinas purificadas, de acuerdo con las dosis probadas en ratones y

humanos (Secundino et al., 2006; Moreno-Eutimio et al., 2013). Esta concentracién de
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proteinas fue diluida con la vacuna inactivada (1x10”2 DICC/ml) y aplicada a cada trucha.
Asimismo, esta dilucion se hizo con medio minimo esencial (MEM; In Vitro, México), para

la evaluacion del adyuvante solo.

6.1.4 Peces

Se adquirieron truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss) libres de VNPI del Centro Acuicola
El Zarco de la Comision Nacional de Acuacultura y Pesca (CONAPESCA), con una talla
aproximada de 6 cm. A pesar de que los organismos se encontraban clinicamente sanos,
se determind su estatus sanitario previo al inicio del experimento mediante el analisis de
una muestra con 10 organismos vivos (WINEPI, N=130 Pmin=19.8%) para evaluar la
presencia de bacterias, parasitos y virus en el Laboratorio de Sanidad Acuicola del Centro
de Investigacién y Estudios Avanzados en Salud Animal de la Universidad Auténoma del

Estado de México, cuyo resultado fue negativo.

El resto de lote de truchas se trasladaron en bolsas de calibre 13 al Centro Nacional de
Investigacion Disciplinaria en Salud Animal e Inocuidad — INIFAP (SADER, México) y
fueron mantenidas en adaptacién por una semana, en estanques de polipropileno con 60
litros de agua en circulacion, a una temperatura ambiente de entre 14-16 °C y alimentadas

con una dieta comercial con el 3% de su biomasa total.

Todos los procedimientos se realizaron bajo los estandares éticos del Comité de Bioética
para el cuidado y uso razonable de animales de experimentacién en proyectos de
investigacion (No. de autorizacion. CBCURAE-006, 15 de diciembre del 2015) en el
Centro Nacional de Investigacién Disciplinaria en Microbiologia Veterinaria del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias, donde se realizaron todos
los estudios experimentales, asi como del Subcomité Institucional de Atencion
Experimental Animal de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM) (No. de
autorizacion. SICUAE: DC-2016/2-5).

6.1.5 Disefo experimental

Se formaron cuatro grupos con 70 truchas arcoiris (O. mykiss) cada uno (completamente
aleatorizado) (Cuadro 1) para evaluar diferentes formulaciones. Previo a la inmunizacion,

los organismos fueron anestesiados por inmersion con tricaina metanosulfonato (MS-222)
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(Sigma-Aldrich, México) a una concentracién de 50 pug/ml.

Cuadro 1. Formulaciones evaluadas en este estudio.

Grupo Formulacién Abreviatura
Inmunizado con 0.06 ml de virus inactivado a una dosis de 1X10’ .
1 1 iVNPI
DlCC5om|
2 Inmunizado con 0.06 ml de virus mactlvado,_ adicionado con 10 ug de iVNPI/porinas
porinas de S. typhi
3 Inoculado con 10 ug porinas de S. typhi Porinas
4 Control, inoculado con 0.06 ml de MEM (In Vitro, México) Cocitrrtc;;de

Cada formulacion se aplicé por via intraperitoneal, y posteriormente se realizd la
eutanasia de cinco truchas de cada grupo bajo el siguiente esquema: a los dias 2, 7, 15y
22 post-vacunacion (dpv) (De las Heras et al., 2009; Ballesteros et al., 2012; Martinez-
Alonso et al., 2012; Ballesteros et al. 2014; Munang’andu et al., 2016; Xu et al., 2017). Se
realizé una revacunacion a los 15 dias posteriores a la primera vacunacion y el desafio a
los 45 dpv. En cada dia de muestreo se recolectaron los siguientes 6rganos: rindn, bazo,
lavado del peritoneo con 1 ml de solucion salina fosfatada (PBS por sus siglas en inglés,
phosphate buffered saline) y sacos piléricos. Los 6rganos fueron almacenados en tubos
de 1.5 ml a -70 °C para la extraccion de ARN. La tasa de sobrevivencia post-desafio se
evalu6é a través del analisis de Kaplan-Meyer utilizando el software estadistico SPSS

Version 16.

6.1.6 Desafio de VNPI por inmersion

Se desafiaron 45 truchas de cada grupo con la cepa mexicana MEX3-CSM-05 a una dosis
de 5X10° DICC50/ml por inmersién durante 4 horas en un estanque separado. Previo al
desafio, se realiz6 la eutanasia de cinco truchas por grupo y posteriormente alos 2y 7
dias post-desafio (dpd) para recolectar los 6rganos previamente descritos, excepto el
lavado de peritoneo. Se recolectaron algunos peces que presentaban Algunos de los
peces eutanasiados fueron aquellos que presentaban signologia avanzada sugerente de

la enfermedad.
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6.1.7 Extraccion de ARN y sintesis de ADNc

Del macerado de cada 6rgano se tomaron 250 ul para la extraccion de ARN total con
Trizol Reagent (Invitrogen, EUA), siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ARN fue
resuspendido en agua libre de DNasas y RNasas. La concentracion y pureza del ARN
obtenido se midi6 con un espectrofotometro Nanodrop (EUA) a 260/280 nm.
Posteriormente el 1 ug de RNA fue tratado con DNAsa | (ThermoScientific) para eliminar
el DNA gendmico, siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente, de cada
muestra se llevo a cabo la sintesis de cDNA con el kit MML-V Reverse Transcritase, oligo
(dT)12-18 (0.5 mg/ml), siguiendo las instrucciones del fabricante (Invitrogen, EUA). Las

muestras de cDNA se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

6.1.8 Evaluacion de la respuesta inmune mediante qPCR

Se determind la cuantificacion relativa de diferentes genes del sistema inmune para la
evaluacion de cada formulacion. Los genes analizados fueron Mx asociado a la respuesta
inmune innata y los genes CD4, CD8 e IFN-y asociados a la respuesta inmune adaptativa
de tipo celular y el gen de la cadena pesada de IgM asociado ala respuesta inmune
humoral. Para ello, se utiliz6 el kit SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix (Bio
Rad, EUA) y el termociclador de tiempo real RG-6000 (Rotor-Gene). La mezcla de
reaccion fue preparada con 5 ul de 2x SYBR Green Supermix, 0.6 ul de iniciadores (0.3
mM cada uno) y 2 ul de cDNA, la secuencia de cada uno de los iniciadores que se
utilizaron para la PCR se muestran en el Cuardo 2. La amplificacién de DNA se realiz6
bajo las siguientes condiciones: una desnaturalizacion inicial de 95 °C durante 10 minutos,
seguido de 40 ciclos de amplificacién (95 °C por 10 s, 60 °C por 10 sy 72 °C por 10 s) y
se agrego un ciclo de disociacion (95 °C por 10 s, 65 °C por 60 s y 97 °C por 1 s). Cada
muestra fue corregida con la expresién del control endégeno EF1-a (factor de elongacion
10.) y expresado como 2, donde ACt se calculéd mediante la diferencia del valor del ciclo
umbral o Ct (por sus siglas en inglés Cycle threshold) de EF1-a del valor de Ct del gen de

interés (Ingerslev et al., 2006, Martinez-Alonso et al., 2012).
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Cuadro 2. Secuencias de iniciadores utilizados en este estudio.

Gen Numero de Acceso Secuencia del iniciador (5’-3’)

S: GATCCAGAAGGAGGTCACCA
A: TTACGTTCGACCTTCCATCC

S: CCTGCTCATCCACAGCCTAT

EF1-a AF498320

Cb4 AY973028 A: CTTCTCCTGGCTGTCTGACC
S reorceueTacoe
igm S63348 A CAGGORTCGATOATCCTART
S egectererccescrn
Mx U30253, U47945, U47946 S: AGCTCAAACGCCTGATGAAG

A: ACCCCACTGAAACACACCTG

S: Sentido
A: Antisentido

6.1.9 Deteccion de anticuerpos neutralizantes

Se recolectaron muestras de sangre de la vena caudal de cinco truchas previo a la
vacunacion y al dia 45 pv para la obtencion de suero previo al desafio. La presencia de
anticuerpos especificos contra el VNPI fue analizada mediante una prueba de ELISA
estandarizada en el laboratorio de Biotecnologia en Salud Animal, INIFAP, CENID-MA
para la deteccion de IgM (anticuerpos) contra el VNPI (Verde-Rojo 2018). Para ello, se
recubrieron placas de noventa y seis pocillos (NunClon®) con 10 pg de antigeno
purificado (del sobrenadante de replicacion del VNPI) en amortiguador de carbonatos y
bicarbonato de sodio con un pH de 9.6. La placa se incub6 durante la noche a 4 °C y se
lavd 4 veces con PBS con Tween 20 a un pH de 7.3. Posteriormente, los sitios de unién
no especificos se bloquearon mediante la incubacién en una solucién de leche
descremada al 3% en PBS-Tween 20 durante 1 hora a 37 °C. Después, la placa se lavo
nuevamente 4 veces y se agregaron 100 pl de las diluciones del suero problema (1:75)
por duplicado y se incubaron durante 2 horas a 37 °C. Las diluciones del suero se
eliminaron, se lavé la placa y se agregaron 100 pl de anti-IgM de trucha arcoiris (Aquatic
Diagnostics Ltd., Reino Unido) como anticuerpo primario a cada pocillo a una dilucién 1:33
y se incubaron durante 60 minutos a 37 °C. Luego de que se eliminé el anticuerpo
primario y se lavo la placa, se agregé el anticuerpo secundario IgG anti-ratbn marcado
con peroxidasa a una dilucion de 1:3000, incubado durante 60 minutos a 37 °C. A cada

pocillo, se agregaron 50 ul de la solucién reveladora que se prepard con una solucién

24



amortiguadora de citratos, 5 pg de dihidrocloruro de o-fenilendiamina (OPD, Sigma-
Aldrich, México) y 5 ul de perdxido de hidrogeno al 30%(Sigma-Aldrich, México); la placa
se incubd durante 15 min a 37 °C protegida de la luz. La reaccién se detuvo con la adicién
de 50 pl de solucién de acido sulfurico 2N (JT Baker, México) y se incubd durante 5
minutos a temperatura ambiente y se ley6 en un espectrofotémetro Modelo 550 Microplate
Reader (Bio-Rad, EE. UU.) a 450 nm.

6.1.10 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé con el software estadistico SPSS versién 16 (SPSS Inc.,
EE. UU.), se realizaron las pruebas t de Student y el analisis de varianza (ANOVA) para
determinar las diferencias de expresion relativa entre las formulaciones de vacunas y el

grupo de control. Los valores de p<0.05 se consideraron significativos.
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6.2 Segunda etapa: Evaluacion de una PCR anidada para el diagnéstico
oportuno del VNPI

6.2.1 Linea celular

Se empled la linea celular BF-2 de Lepomis macrochirus (ATCC® CCL 91) para la
replicacién de la cepa virulenta MEX2-CSM-05(25). La linea celular BF-2 se propagé a 20
°C, en medio Leibovitz (L-15) (In vitro, México) suplementado con suero fetal bovino al
10% (SFB) (Biowest, Mexico) 100 IU/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina y 0.25

pg/ml de anfotericina B (In vitro, México).

6.2.2 Obtencion del Virus

La cepa virulenta MEX2-CSM-05 del VNPI notificada por Salgado-Miranda et al. (2014) se
replic6 en monoestratos confluentes de la linea celular BF-2 a 15 °C en medio Leibovitz
(L-15) (In vitro, México) suplementado con suero fetal bovino al 2% (SFB) (Biowest,
México). Una vez que se observo el efecto citopatico (ECP), las botellas de cultivo se
congelaron a -20 °C y descongelaron en dos ocasiones, posteriormente se recolecto el
medio con las células en suspension y se centrifugd a 1200 g por 15 min a 4 °C para la
obtencidn del sobrenadante, a partir del cual se determiné el titulo viral (dosis infectiva en

cultivo celular, DICC) mediante el método de Reed y Muench.

6.2.3 Truchas

Para el estudio experimental, se adquirieron 100 crias de truchas arcoiris (O. mykiss) del
Centro Acuicola ElI Zarco, de la Comision Nacional de Acuacultura y Pesca
(CONAPESCA), con una talla promedio de 3 cm. Para evaluar la prueba, se adquirieron
26 truchas arcoiris adultas clinicamente sanas provenientes de unidades de produccion
comerciales en el Estado de México. Los organismos se mantuvieron en estanques de
polipropileno con 60 litros de agua en re-circulacioén, con un fotoperiodo de 12 h de luz/ 12
h de oscuridad, una temperatura ambiental de entre 14-17 °C y alimentadas con producto

comercial, suministrando el 3% de su biomasa total al dia.
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6.2.4 Infeccién experimental con VNPI

A partir de las 100 truchas arcoiris se inocularon 70 por via intraperitoneal con 1X10°®
DICC50/0.02 ml de la cepa virulenta MEX3-CSM-05. Los 30 organismos restantes no
fueron inoculados y se mantuvieron en otro estanque como control negativo. Posterior a la
inoculacion, se realizé un examen clinico diariamente para identificar y seguir el curso de
la enfermedad. Cuando los peces mostraron signos clinicos muy avanzados se les
practicé la eutanasia por sobreexposicion a la anestesia con tricaina metanosulfonato
(MS-222) (Sigma-Aldrich, 886-86-2, EUA) a una concentracion de 50 pyg/ml (de las Heras
et al. 2009). Después de la eutanasia de los peces sacrificados se recolectaron los
siguientes 6rganos: rifién, bazo, sacos pildricos, higado, intestino y branquias, los cuales
fueron conservados a -80 °C. Adicionalmente, y en las mismas fechas se realizé la
eutanasia de dos truchas del estanque del control negativo cada dia, para recolectar los

organos ya mencionados.

Los peces provenientes de las unidades de produccion comerciales del Estado de México,
a su llegada al laboratorio se realizé la eutanasia para la recoleccion de los 6rganos.
Todos los procedimientos que involucraron el manejo de los animales se realizaron de
acuerdo a los lineamientos establecidos por el Comité de Bioética para el cuidado y uso
razonable de los animales de experimentacion en proyectos de investigacion (autorizacion
no. CBCURAE-006) en el Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria en Microbiologia
Veterinaria del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias,

donde se realizaron todos los procedimientos.

6..2.5 Extraccion de ARN y sintesis de ADNc

Los 6rganos se maceraron y homogeneizaron con PBS estéril a un pH 7.2, de estos se
tomaron 250 pl para la extraccion de ARN total con Trizol (Invitrogen, 15596018, EUA),
siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ARN se resuspendié en agua libre de
DNasas y RNasas. La sintesis de ADNc se realiz6 con el kit M-MLV Reverse
Transcriptase, oligo (dT)12-18 (0.5ug/ul) (Invitrogen, EUA). El ARN se incubd con 1 pl de
oligo (dT)12-18 (0.5 Ig ml/u1) and 1 pl 10 mM de dinucledsidos trifosfato (ANTP) durante
5 min a 65 °C. Después de la incubacion, se agregaron 4 ul de 5X first strand buffer, 1 pl
de 0.1 M dithiothreitol (DTT) and 1 yl de MML-V Reverse Transcriptase, se mezclé y se

incubd durante 1 h a 50 °C. Posteriormente la reaccién se inactivd a 70 °C durante 15 min
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y se almacend a -20 °C, hasta su uso.

6.2.6 Iniciadores

Los iniciadores para la detecciéon de un fragmento del gen VP2 del VNPI y del gen
constitutivo en este estudio aparecen en el Cuadro 3 (Salgado, 2014; Ingerslev et al.
2006). Estos se sintetizaron en el Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional

Auténoma de México (Cuernavaca, Morelos, México).

Cuadro 3. Secuencia de iniciadores para detectar el gen VP2 del VNPI y del gen
constitutivo EF-a.

. C . sy o L No. acceso Tamano Ta
Secuencia del iniciador (5'-3’) Posicién GenBank (pb) (°C)
S: CCGAATCAGGAAGTGGMMTTCTTG 137-160
RT-PCR A GTGACCACKGGGACGTCATTGTC  796-818 689 60
PCRa S: TCACCGTCCTGAATCTACCAAC 482-503 299 65
A: GTTGTGGAGTTSACGATGTCSGC 688-710
S: GATCCAGAAGGAGGTCACCA 561-583
EF-a A: TTACGTTCGACCTTCCATCC 6o4-713  AF498320 150 85
Ta: Temperatura de alineamiento. S: Sentido
pb: pares de bases. A: Antisentido

6.2.7 PCR y PCR anidada (PCRa)

Para la amplificacion de todos los productos de PCR se utilizé el kit Dream Taq DNA
Polymerase (Thermo Scientific, EUA) y las reacciones se prepararon con una
concentracion final de 2 mM MgCl;, 0.2 mM de dNTP’s Mix, 0.2 mM de cada iniciador
(sentido y antisentido) descritos anteriormente, 5 ul de ADNc de cada muestray 1.25 U de
ADN polimerasa. La amplificacion de la PCR se llevo a cabo bajo las siguientes
condiciones: desnaturalizacion inicial de 95 °C durante 1 min, seguida de 35 ciclos de
desnaturalizacion a 95 °C por 30 s, alineacion a 60 °C durante 30 s, una extension a 72 °C
por 30 s; y se agregd una extension final a 72 °C durante 7 min. Posteriormente, el
templado que se utilizé para la PCRa fue el producto de la PCR anterior y su amplificaciéon
se realizé bajo las mismas condiciones antes mencionadas, excepto que la temperatura
de alineacion fue de 65 °C. Los productos de PCR y PCRa fueron analizados mediante
electroforesis en un gel de agarosa al 1% en buffer TAE (40 mM Tris, 20 mM Acido
acético, 2 mM EDTA), tefido con GelRed (Biotium, EUA) y visualizado en el
fotodocumentador Quantity One 1-D Analysis System (Bio-Rad, EUA).
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6.2.8 Analisis estadistico

La frecuencia de organos positivos a la RT-PCR y PCRa de truchas infectadas
experimentalmente se analizé mediante la construccién de tablas de contingencia y una
prueba de Chi-cuadrada (Salgado, 2014). Adicionalmente, se evalué la sensibilidad (Se) y
especificidad (Es) tanto de la RT-PCR como la PCRa (Cuadro 4). La proporcién de
muestras positivas a la RT-PCR en cada 6rgano se compararon con la prueba estadistica
de multiples proporciones tipo Tukey con transformacion angular en donde se consideré

una significancia estadistica de p<0.05 (Zar, 2010).

Cuadro 4. Tabla de 2 x 2 en la que se explica la generacién de las celdas con las que se
realizan los calculos de sensibilidad y especificidad.

Estado de salud de los peces

Infectados Sanos
Se = VP / (VP+FN)

Positivo Verdaderos Falsos

Positivos (VP) Positivos (FP)
prueba Es =VN / (FP+VN
s = +
molecular Verdaderos ( )
Negativo Falsos Negativos
9 Negativos (FN) R/N)
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7. RESULTADOS

71 Primera etapa: Desarrollo y evaluacién in vivo de una vacuna experimental

inactivada contra el VNPI en truchas arcoiris inmunizadas.

7.1.1 Transcripcién de los genes de la respuesta inmune adaptativa después de la

vacunacion

Los niveles de transcripcion de los marcadores CD4 y CD8 se analizaron para determinar
el tipo de respuesta inmune producida por cada una de las formulaciones evaluadas:
iVNPI, iVNPI/porinas y porinas solas, en comparacion con los niveles observados por el
grupo control (Figura 3). Los niveles de transcripcion de CD4 en el bazo se observo
sobreexpresion significativa en el grupo de la vacuna iVNPI/porinas de los 7 a los 15 dpv,
y en el grupo de las porinas solas a los 15 dpv, sin embargo, no se detectaron diferencias
entre estos dos grupos (p=0.136). En el peritoneo, se observdé una sobreexpresién
significativa de CD4 en el grupo de porinas a los 7 y 15 dpv y los tres grupos: iVNPI,
iVNPI/porinas y porinas solas a los 22 dpv, donde el grupo iVNPI fue significativamente
menor en comparacion con iVNPI/porinas (p=0.037) y las porinas solas (p=0.028), pero no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los tres grupos (p=0.66).
Las diferencias de transcripcion detectadas en el riidn y los sacos piléricos no fueron
significativas (Datos no mostrados, Anexos). Asimismo, los niveles de transcripcion de
CD8 se mostraron muy bajos o casi nulos en los tres grupos y mo mostraron ser

significativos estadisticamente (Datos no mostrados, Anexos).

La expresién génica de la cadena pesada de IgM como marcador de la activacion de
células B se analiz6 en los mismos 6rganos descritos anteriormente (Figura 4). En el
bazo, los grupos de iVNPI/porinas y porinas mostraron aumento estadisticamente
significativo en sus niveles de transcripcién a los 7 dpv, aunque no se detectaron

diferencias significativas entre ellos (p=0.9).
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Figura 3. Expresion relativa del gen CD4 en el bazo y el peritoneo de las truchas vacunadas con
las diferentes formulaciones vacunales. Las truchas fueron muestreadas a los 2, 7, 15 y 22 dias
post-vacunacién (n=5 peces) en los diferentes grupos. Los datos se muestran como expresion
génica en relacion al gen EF1-a como un control endégeno (Promedio + desviacién estandar). El
asterisco denota diferencias significativas de cada formulacién vacunal respecto al grupo de control
(p<0.05).

En el rindn, el grupo iVNPI/porinas indujo expresién estadisticamente significativa del gen
IgM de los 7 a los 15 dpv y las porinas solas de los 15 a los 22 dpv, sin embargo, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ellos (p=0.079) (Figura 4).
Del mismo modo, en el peritoneo, los tres grupos indujeron una sobreexpresidn
significativa a los 7 dpv, donde los grupos iVNPI y iVNPI/porinas no mostraron diferencia
estadisticamente significativa (p=0.492). Sin embargo, ambos grupos mostraron diferencia
estadistica significativa en comparacién con las porinas solas (p=0.038). Ademas, el

grupo iVNPI/porinas mantuvo una sobreexpresion significativa hasta los 15 dpv.
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Figura 4. Expresion relativa del gen IgM en el bazo, el riidn y el peritoneo de las truchas
vacunadas con las diferentes formulaciones vacunales. Las truchas fueron muestreadas a los 2, 7,
15 y 22 dias post-vacunacion (n=5 peces) en los diferentes grupos. Los datos se muestran como
expresion génica en relacién al gen EF1-a como un control endégeno (Promedio + desviacion
estandar). El asterisco denota diferencias significativas de cada formulacién vacunal respecto al
grupo de control (p<0.05).
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7.1.2 Transcripcion de los genes IFN-y y Mx después de la vacunaciéon

En el bazo, el grupo iVNPI indujo una transcripcion estadistica significativamente alta de
IFN-y a los 7 dpv y en el grupo iVNPI/porinas a los 15 dpv (Figura 5). En el peritoneo, el
grupo de porinas estimuld un aumento significativo de los 7 a los 22 dpv, iVNPI/porinas de
los 15 a los 22 dpv y en el grupo iVNPI a los 22 dpv. Los tratamientos iVNPI/porinas y
porinas no mostraron diferencias significativas a los 15 (p=0.426) y a los 22 dpv
(p=0.807), pero ambos grupos fueron significativamente mas altos que el grupo iVNPI a
los 22 dpv (p=0.04, p=0.006). Los niveles de transcripcion detectados en el rifidn y en los
sacos piléricos no mostraron diferencias estadisticamente significativas (Datos no

mostrados, Anexos).

En el rindn, el gen Mx se sobreexpreso significativamente a los 15 dpv en los grupos
iVNPI/porinas y porinas, sin encontrar diferencias entre ellos (p=0.08) (Figura 6). Por otro
lado, el iVNPI fue estadisticamente mas bajo que las porinas a 22 dpv (p=0.022), pero
estos grupos no mostraron diferencias significativas en comparacién con tratamiento
iVNPI/porinas (p=0.091, p=0.075). En el peritoneo, las porinas aumentaron

significativamente los niveles de transcripcion a los 7 dpv.

7.1.3 Transcripcion de los genes de la respuesta inmune adaptativa después del

desafio

Después del desafio, los niveles de transcripcion de CD4 en el bazo se incrementaron
significativamente en el grupo de porinas hasta los 18 dpd (Figura 7). Las diferencias de la
expresion en el riidon (Datos no mostrados, Anexos) y los sacos piléricos no se
encontraron significativas. Los niveles transcripcionales de CD8 en el bazo fueron
inducidos significativamente por el grupo iVNPI/porinas a los 7 dpd y por el grupo iVNPI a
los 18 dpd, mientras que la respuesta inmune detectada en los sacos piléricos fue
significativa en el grupo iVNPI/porinas a los 45 dpv (dia O previo al desafio), para el grupo
iVNPI a los 2 dpd, y para las porinas a los 18 dpd. El grupo de las porinas indujo un
aumento significativo en la expresién de IgM en el bazo a los 18 dpd (Figura 8). De igual
forma, en el rifdn, el grupo iVNPI/porinas fue significativamente inducido hasta los 18 dpd.
En los sacos piléricos, el iVNPI mostré6 un aumento gradual de la transcripcion del gen

IgM, asi como el grupo iVNPI/porinas desde el dia 0 pd hasta los 7 y 18 dpd.
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Figura 5. Expresion relativa del gen IFN-y en el bazo y el peritoneo de las truchas vacunadas con
las diferentes formulaciones vacunales. Las truchas fueron muestreadas a los 2, 7, 15 y 22 dias
post-vacunacién (n=5 peces) en los diferentes grupos. Los datos se muestran como expresion
génica en relacion al gen EF1-a como un control endégeno (Promedio + desviacién estandar). El
asterisco denota diferencias significativas de cada formulacién vacunal respecto al grupo de control
(p<0.05).
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Figura 6. Expresion relativa del gen Mx en el rifidn y el peritoneo de las truchas vacunadas con las
diferentes formulaciones vacunales. Las truchas fueron muestreadas a los 2, 7, 15 y 22 dias post-
vacunacién (n=5 peces) en los diferentes grupos. Los datos se muestran como expresion génica
en relacion al gen EF1-a como un control endégeno (Promedio + desviacion estandar). El asterisco
denota diferencias significativas de cada formulacién vacunal respecto al grupo de control (p<0.05).
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Figura 7. Expresion relativa de los genes CD4 y CD8 en el bazo y los sacos de las truchas
vacunadas con las diferentes formulaciones vacunales y posteriormente desafiadas. Las truchas
fueron muestreadas a los 0, 2, 7 y 18 dias post-desafio (n=5 peces) en los diferentes grupos. Los
datos se muestran como expresion génica en relacion al gen EF1-a como un control endégeno
(Promedio + desviacion estandar). El asterisco denota diferencias significativas de cada
formulacion vacunal respecto al grupo de control (p<0.05).
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Figura 8. Expresion relativa del gen IgM en el bazo, el rifidn y los sacos piléricos de las truchas
vacunadas con las diferentes formulaciones vacunales y posteriormente desafiadas. Las truchas
fueron muestreadas a los 0, 2, 7 y 18 dias post-desafio (n=5 peces) en los diferentes grupos. Los
datos se muestran como expresion génica en relacion al gen EF1-a como un control endégeno
(Promedio + desviacion estandar). El asterisco denota diferencias significativas de cada
formulacion vacunal respecto al grupo de control (p<0.05).
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7.1.4 Transcripcion de IFN-y y Mx después del desafio

Después del desafio, los niveles de transcripciéon de los genes de IFN-y y Mx en el bazo
demostraron ser significativamente mayores que en el grupo de porinas a los 18 dpd
(Figura 9 y 10). La transcripcion del gen IFN-y en los sacos piléricos fue inducida
significativamente por el grupos iVNPI/porinas a los 18 dpd mientras que la transcripcién
de los genes Mx fue significativamente estimulada por el iVNPI a los 7 y 18 dpd. Los
niveles de transcripcion en el rindn no mostraron diferencias significativas respecto al

grupo control (Datos no mostrados, Anexos).
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Figura 9. Expresion relativa del gen IFN-y en el bazo y los sacos piléricos de las truchas vacunadas
con las diferentes formulaciones vacunales y posteriormente desafiadas. Las truchas fueron
muestreadas a los 0, 2, 7 y 18 dias post-desafio (n=5 peces) en los diferentes grupos. Los datos se
muestran como expresion génica en relacion al gen EF1-a como un control endégeno (Promedio +
desviacion estandar). El asterisco denota diferencias significativas de cada formulacion vacunal
respecto al grupo de control (p<0.05).
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Figura 10. Expresion relativa del gen Mx en el bazo y los sacos piléricos de las truchas vacunadas
con las diferentes formulaciones vacunales y posteriormente desafiadas. Las truchas fueron
muestreadas a los 0, 2, 7 y 18 dias post-desafio (n=5 peces) en los diferentes grupos. Los datos se
muestran como expresion génica en relacion al gen EF1-a como un control endégeno (Promedio +
desviacion estandar). El asterisco denota diferencias significativas de cada formulacion vacunal
respecto al grupo de control (p<0.05).

7.1.5 Deteccion de anticuerpos neutralizantes

A los 45 dpv, se observo la densidad optica mas alta de anticuerpos especificos, 0.121 %
0.039 DO (Densidad optica) para el grupo iVNPI/porinas y la densidad o6ptica para el
iVNPI fue de 0.082 + 0.008 DO; sin embargo, no se observaron diferencias significativas

entre ellos (p=0.306). Los grupos control y porinas fueron seronegativos (Figura 11).
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Figura 11. Absorbancias obtenidas de la deteccién de anticuerpos de truchas arcoirirs en los cuatro
grupos experimentales, a los 45 dias post-vacunacion. Se incluye la absorbancia del control
positivo obtenido en el ELISA y la absorbancia del suero previo a la vacunacién. El punto de corte

(linea roja) se obtuvo en 0.064.

7.1.6 Proteccion conferida después del desafio

La tasa de sobrevivencia mas alta fue obtenida en el grupo iVNPI (57.1%), seguido del
grupo vacunado con las porinas solas (37.5%) y el grupo iVNPI/porinas, el cual tuvo la

tasa de sobrevivencia mas baja (12.5%). Los peces del grupo control no sobrevieron a la

infeccion (Figura 12).
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Figura 12. Proporcién de sobrevivencia después del desafio de las truchas vacunadas con las

diferentes formulaciones vacunales.
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8. Segunda etapa: Evaluacion de una PCR anidada para el diagnéstico
oportuno del VNPI

Las truchas infectadas experimentalmente comenzaron a mostrar signos clinicos
sugerentes a la NPI a partir del dia 7 y hasta el dia 11 post-inoculacion (pi) (Cuadro 5). La
mortalidad se observé a partir del dia 7 pi, alcanzando el 100% de la mortalidad al dia 11
pi. Los principales hallazgos de la necropsia en truchas inoculadas fueron: ausencia de
alimento en el estomago, el higado se mostré palido y con presencia de moco en el
intestino, mientras que, las truchas provenientes de las unidades de produccion se

observaron clinicamente sanas y sin lesiones a la necropsia.

Cuadro 5. Cinética de la presentacion de los signos clinicos en las truchas arcoiris
inoculadas experimentalmente con la cepa MEX2-CSM-05.

Dia post-desafio Descripcion de los signos clinicos
1-6 No se observaron signos
Anorexia, hiperpigmentacién, disminucién del apetito, distencién
7 abdominal, exoftalmos moderado, nado erratico en espiral en algunas
truchas.
8 Incremento de la presentacion del nado erratico en espiral en mas

truchas, ademas de hiperpigmentacion, anorexia, distencién abdominal.

Aumento en el nado erratico en espiral en mas truchas, ademas de
9 hiperpigmentacion, anorexia, distenciéon abdominal. Algunos organismos
solo permanecian en el fondo.

10 Nado erratico en espiral, hiperpigmentacion, anorexia, distencién
abdominal.

11 Nado erratico en espiral, hiperpigmentacion, anorexia, distencién
abdominal.

Los resultados obtenidos de la RT-PCR en los diferentes 6rganos de las truchas
inoculadas experimentalmente permitieron lograr la deteccion del VNPI en diferentes
proporciones. Los 6érganos que mostraron mayor frecuencia de deteccion del virus fueron
las branquias (87.1%), el higado (61.4%), los sacos piléricos (61.4%) y el rifion (58.6%)
(p<0.05). Por otro lado, los que registraron la menor frecuencia de deteccion de VNPI
fueron: el intestino (35.7%) y bazo (32.9%) (p<0.05). Con el resto de las muestras que
resultaron negativas al RT-PCR, al realizar la PCRa a partir del producto negativo de la

RT-PCR se detect6 un producto de 229 pb en todas las muestras (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Deteccion por RT-PCR y PCRa del gen VP2 del VNPI en los 6rganos de
truchas arcoiris inoculadas con la cepa MEX2-CSM-05.

i RT-PCR PCRa
Organo

Muestras positivas % Muestras positivas %
Rifién 41/70 58.6 29/29 100
Higado 43/70 61.4 27127 100
Sacos piléricos 43/70 61.4 27127 100
Intestino 25/70 35.7 45/45 100
Branquias 61/70 87.1 9/9 100
Bazo 23/70 32.9 47/47 100

Con base en los resultados anteriores, la RT-PCR mostré menor sensibilidad que la PCRa
en cada organo analizado (Cuadro 7); sin embargo, la especificidad fue del 100%;

mientras que la PCRa, mostré una sensibilidad y especificidad del 100%.

Cuadro 7. Sensibilidad de la RT-PCR.

Organo Sensibilidad (IC 95%) Especificidad
Rifién 58.6% (47.0%, 70.1%) 100%
Higado 61.4% (50.0%, 72.8%) 100%
Sacos pildricos 61.4% (50.0%, 72.8%) 100%
Intestino 35.7% (24.5%, 46.9%) 100%
Branquias 87.1% (79.3%, 95.0%) 100%
Bazo 32.9% (21.9%, 43.9%) 100%

IC: Intervalos de confianza.

Los organos de las truchas provenientes de las unidades de produccion comerciales del
Estado de México amplificaron unicamente al utilizar la PCRa, la frecuencia de deteccion

fue del 100%, indicando que estaban infectados.
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9. DISCUSION

9.1 Primera etapa: Desarrollo y evaluaciéon in vivo de una vacuna experimental

inactivada contra el VNPI en truchas arcoiris inmunizadas.

En el presente estudio, se desarrollé6 una vacuna inactivada con una cepa virulenta del
VNPI mediante la utilizacién de radiacion gamma que mostro una proteccion moderada en
truchas arcoiris inmunizadas y desafiadas. Un andlisis filogenético realizado con
aislamientos mexicanos del VNPI, clasificados en el Genogrupo 1, mostré que se
encuentran estrechamente relacionados con las cepas Buhl y 114, presentes en los
aislamientos de EUA y Canada (Salgado-Miranda et al. 2014). De esos aislamientos
mexicanos, se seleccion6 una cepa virulenta (aislado de truchas con signos de
enfermedad clinica tipica) para producir la vacuna experimental inactivada (Salgado-
Miranda et al. 2014). Se ha encontrado que estos tipos de cepas permiten desarrollar
vacunas mas inmunogénicas, siendo mejores candidatas que las cepas avirulentas, las
cuales han sido probadas en salmén y trucha arcoiris (Munang’andu et al. 2014a). Hasta
ahora, esta es la primera vez que se describe la respuesta inmune inducida en la trucha
arcoiris por el VNPI inactivado por irradiacion gamma con porinas de S. typhi como

inmunomodulador.

En la evaluacion de la respuesta inmune se observo una expresidon y movilizacion
aumentada de las células CD4 en los 6rganos recolectados después de la aplicaciéon de
cada formulacién vacunal, pero principalmente en los peces inmunizados con las porinas
solas o mezcladas con el virus inactivado. Esto podria correlacionarse con la
sobreexpresion del gen IgM, para las mismas formulaciones vacunales, principalmente a
los 2 y 7 dpv. Esto podria indicar que los antigenos pueden seguir una ruta exdégena y
presentarse a través de la via del MHC |l asociada a las células Th2 (Munang’andu &
Evensen 2015), asi como el desarrollo de una respuesta especifica a través de la
produccion de anticuerpos. Ademas, la expresion de CD8 fue baja y no significativa.
Munang'andu y colaboradores (2013b) también observaron esta tendencia, en que los
genes CD8 se expresan de manera insignificante durante la induccién de la respuesta

inmune.

En nuestro estudio, después del desafio y debido a la infeccion natural con una dosis letal

de VNPI, se observd una sobreexpresion de CD4 y CD8, asi como de IgM en los sacos
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piloricos. Estos resultados se correlacionan con la presencia abundante de células T en
los tejidos de la mucosa de los teledsteos al aplicar la inmersién como un método para la
vacunacion de peces o de infeccion (Ballesteros et al. 2013, Rombout et al. 2014).
Ademas, también resulta en una sobreexpresion de las células CD4 en lugar de las
células CD8 durante la infeccion por VNPI. Sin embargo, la expresion de CD8 fue
significativa para el tratamiento iVNPI/porinas e iVNPI a los 7 y 18 dpd, respectivamente.
Esta regulacién positiva ha sido reportada y se asocia con la reduccion de la mortalidad y

la proteccion de las vacunas virales inactivadas de Munang’andu et al. 2013b.

En este estudio, la expresién de IgM se manifesté en un aumento gradual desde los 2 dpd
en el tratamiento de la vacuna iVNPI, que se correlaciona con la deteccion de niveles de
anticuerpos especificos y, en consecuencia, una mayor tasa de sobrevivencia. Esto
sugiere que la vacuna inactivada induce una respuesta inmune humoral

predominantemente.

El peritoneo se distinguié por mostrar mejor la cinética transcripcional de la mayoria de los
genes evaluados a través del periodo post-vacunacion. Algunos estudios han demostrado
que la cavidad peritoneal representa un nicho linfoide, principalmente dominado por la
produccién de poblaciones celulares B e IgM. Por lo tanto, la inoculacién de varios
antigenos en éste sitio puede inducir la movilizacion de leucocitos, participando
activamente en la presentacién de antigenos al sistema inmune (Kollner et al. 2001,
Korytar et al. 2013). Recientemente, Castro et al. demostraron que las células IgM B
predominan en la cavidad peritoneal en truchas tras la inoculacién de bacterias, virus o
PAMP bacteriano. Estas células se estan diferenciando hacia las células plasmaticas para
secretar grandes cantidades de IgM (Castro et al. 2017). Esta misma respuesta fue similar
a la que se observo en este estudio con el aumento gradual de la expresion de IgM que

se observo en el peritoneo en los tres grupos inmunizados.

En nuestro estudio, los tratamientos con iVNPI/porinas y porinas mostraron niveles muy
bajos de expresion del gen Mx después de la vacunacion. Por el contrario, ante el desafio
con el virus, se mostraron altos niveles de expresion del gen Mx en el tratamiento con
porinas en bazo y sacos piléricos. La induccidon de este gen se puede encontrar en varios
tejidos de peces después de una infeccion viral y su transcripcion se correlaciona

fuertemente con la liberacién de IFN de tipo | (Collet, 2014).

Del mismo modo, se ha reportado que la administracion de particulas similares a virus
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(VLPs: por sus siglas en ingles Virus Like Particles) del VNPI administradas por inyeccion
intraperitoneal en trucha arcoiris, fue eficiente en la induccién del gen Mx, lo que
demuestra que la replicacién viral no es un requisito previo para la induccion de la
respuesta de IFN contra los virus (Martinez-Alonso et al. 2012), al igual que las porinas
parecen haber hecho en nuestro estudio. El hecho de que las porinas inducen altos
niveles de Mx podria explicar la proteccién del 37.5% que se generd contra el VNPI en el
grupo tratado solo con porinas. Se ha demostrado que esta la proteina Mx inhibe
directamente la sintesis de proteinas del VNPI (Larsen 2004) y disminuye los titulos de
infeccion viral (Ballesteros et al. 2012). Ademas, los niveles altos de expresién de Mx se
correlacionan con la replicacién viral durante una infeccion aguda por VNPI, mientras que
tasas bajas de infeccion durante el periodo de incubacion se caracterizan por mostrar

niveles bajos de expresion (Munang’andu et al. 2013a).

En nuestro estudio, la expresion de IFN-y se observd principalmente en el peritoneo a los
7 dpv y posteriormente fue disminuyendo hasta los 22 dpv. Después del desafio, se
expreso a partir de los 7 dpd en los cuatro grupos, particularmente en el grupo de las
porinas. Esto podria indicar la activacion de una respuesta inmune por los macrofagos, los

cuales pueden promover la expresion del IFN-y (Zou et al. 2005; Grayfer et al. 2010).

Por otro lado, las porinas son adyuvantes que aumentan la respuesta de anticuerpos
especificos a antigenos no replicativos, como se demostré en la co-inmunizacién de
porinas de S. typhi con la vacuna experimental inactivada contra el virus de la influenza
H1N1 2009, en la cual se mostré incremento de los titulos de IgG contra el virus de
influenza y su avidez (Pérez -Toledo et al. 2017). En los peces, se sabe que las moléculas
de origen bacteriano pueden estimular la activacion innata de los macréfagos (Forlenza et
al. 2011). Sin embargo, actualmente no hay informacién sobre el efecto de las porinas en
la respuesta inmune de los peces, pero se sabe que las cepas patégenas de Salmonella
pueden generar infecciones y dafios en una gran variedad de hospedadores (Garai et al.
2012). Algunos estudios han demostrado la susceptibilidad a Salmonella typhimurium de
los alevines del pez cebra (Danio rerio), que induce sintomas similares a la cloacitis
(Varas et al. 2017).

En nuestro estudio, los grupos inmunizados con iVNPI/porinas y porinas solas mostraron
las tasa de sobrevivencia mas bajas y generaron mortalidades tempranas. Moreno-

Eutimio y colaboradores (2013) demostraron que las porinas son capaces de inducir la
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produccion de las siguientes citocinas: IL-6, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) e IL-
10 tanto en células dendriticas como en macrofagos. Ademas, son reconocidas como
patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMP) por el sistema inmune innato a
través de los TLR-2 y TLR-4 (Moreno-Eutimio et al. 2013). Sin embargo, se ha reportado
que TLR-4, responsable de detectar LPS y porinas en células de mamiferos, esta ausente
en los salmoénidos (Rebl et al. 2010), y aunque esta presente en otras especies, como en
el pez cebra (Danio rerio), no reconoce LPS (Sepulcre et al. 2009). Por otro lado, TLR-3
es capaz de detectar patrones moleculares bacterianos y virales en peces, a diferencia de
las células de mamiferos (Thim et al. 2014). Esto puede sugerir que la via de sefializacion
de las porinas en la trucha arcoiris puede llevarse a cabo por alguna ruta diferente a la de

los mamiferos, cuyo efecto en la induccion de la respuesta inmune adn se desconoce.

Otra posibilidad para explicar la aparente respuesta exacerbada en los tratamientos con
porinas, puede ser el desarrollo de una reaccion de hipersensibilidad. Jirillo et al. (2007)
demostraron que el tejido intestinal de los peces es capaz de montar una respuesta de
hipersensibilidad de tipo IV cuando es desafiado por antigenos microbianos. Por lo tanto,
es necesario llevar a cabo estudios adicionales para determinar la dosis de porinas que

garantice el mejor efecto como adyuvante.

9.2 Segunda etapa: Evaluacion de una PCR anidada para el diagnéstico
oportuno del VNPI

Para este estudio, se disefaron dos pares de iniciadores especificos para detectar las
cepas mexicanas del VNPI que circulan en México (Salgado et al. 2014), ya que debido a
la variabilidad antigénica de este virus se ha demostrado que iniciadores que reconocen
cepas de otras partes del mundo no reconocen las cepas actualmente circulantes en el
pais (Rodriguez et al. 2001; Alonso et al. 2004).

En los ultimos anos, las técnicas moleculares como la PCR se han utilizado ampliamente
para la deteccion de virus de peces (Ortega et al. 2002; Akhalagi et al. 2007). El uso de la
RT-PCR se ha aplicado en la deteccion del VNPI debido a su precision, rapidez y alta
sensibilidad (Lopez-Lastra et al. 1994; Blake et al. 1995; Rodriguez et al. 2001; Alonso et
al. 2004). Esta técnica se puede aplicar especificamente para la deteccion del genoma
viral sin haber realizado un aislamiento viral previo, esto se llevé a cabo en Iran, en donde

mediante la RT-PCR se confirmé la presencia del VNPI por primera vez en las granjas
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piscicolas de trucha arcoiris de la provincia de Fars, cuyo aislado se asemeja a la cepa Ab
(Akhalagi et al. 2007).

La aplicacién de RT-PCR se ha descrito para la detectar al genoma del VNPI de cultivos
celulares, tanto de peces inoculados experimentalmente como de peces, crustaceos y
moluscos infectados de manera natural (Akhalagi et al. 2007). La infeccion por el VNPI es
letal en salmonidos jovenes, aunque este virus se puede aislar en diferentes érganos de
los peces infectados en todos los rangos de edad (Milne et al. 2006). En el presente
estudio, la PCRa mostrd ser eficiente en la deteccion de un fragmento del genoma del
VNPI tanto en las crias de trucha arcoiris como en las truchas provenientes de granjas

comerciales, estas ultimas son de mayor peso y edad.

Aunque el aislamiento de los birnavirus acuaticos de las especies aparentemente sanas
puede ser comun, se ha demostrado que la infeccion por VNPI puede no ser detectada
aun cuando las muestras han sido examinadas por cultivo celular (Suzuki et al. 1997,
Taksdal et al. 1998). Varios trabajos mostraron que la RT-PCR era mas sensible que el
aislamiento del cultivo celular para la deteccién del VNPI (Taksdal et al. 2001). La RT-
PCR en tiempo real es ligeramente mas sensible que el aislamiento viral en cultivo celular,
este Ultimo es recomendado por la OIE para detectar el VNPI de peces portadores, los
cuales han demostrado tener bajas concentraciones de virus en rifiones, lo que puede

limitar su deteccion por aislamiento viral (Taksdal et al. 1998; @rpetveit et al. 2010).

De acuerdo con Milne et al. (2006), los titulos relativamente altos del virus estan
presentes en los peces con signologia avanzada por VNPI, por lo tanto, podria hacer mas
facil la deteccion del genoma viral por RT-PCR en punto final como una técnica molecular
cualitativa. Sin embargo, como se mostré en nuestro estudio, un fragmento del genoma
del VNPl fue detectado en un cierto porcentaje de los peces infectados
experimentalmente en el ensayo de RT-PCR, dependiendo del 6rgano evaluado. Sin
embargo, al realizarse el ensayo de la PCRa en las muestras negativas mostraron ser
positivas, con un incremento de sensibilidad al 100%. Esto mismo se observé en las
muestras de truchas juveniles provenientes de las unidades de produccidn comerciales,
que se mostraban aparentemente sanas y resultaron ser positivas en la PCRa. Esto
podria deberse a que la concentracidn de particulas virales en los portadores
asintomaticos a menudo es baja, lo cual dificulta la deteccién del virus por medio de la
RT-PCR (Milne et al. 2006).
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Los resultados obtenidos en este estudio en peces adultos determinaron que podrian ser
portadores sanos. Esto sucede cuando los peces sobreviven a la infeccion por VNPI y al
continuar con su ciclo productivo contribuyen con la transmision vertical del virus a traves
de las ovas y/o semen. Los portadores pueden no mostrar signos clinicos aparentes o
cambios patolégicos (Rimstad et al. 1990; Gahlawat et al. 2004) y dependiendo del
progreso de la enfermedad a través del tiempo y/o de la respuesta inmunolégica de cada
espécimen, pueden no observarse cambios macroscopicos y microscopicos en los
diferentes 6rganos de los peces. Sin embargo, los salménidos persistentemente
infectados con el VNPI son una potencial fuente de dispersién de la enfermedad vy

potencialmente detectables por PCR.

La alta sensibilidad de esta variante de PCR ya se ha demostrado en varias
investigaciones. Se ha detectado una sensibilidad de hasta 10 pg en aislamientos de
salmonidos a partir de muestras de ARN purificadas (Alonso et al. 2004). Lopez-Lastra et
al. (1994) desarrollaron una PCRa para detectar hasta 1 pg del VNPI en portadores
asintomaticos a partir de muestras de campo. Suzuki et al. (1997) desarrollaron una
PCRa, utilizando un par de iniciadores basados en la deteccion de la regiéon de unién de la
secuencia del gen VP2/NS de los birnavirus acuaticos con una sensibilidad de un 1 fg

(femtogramo) de genoma viral en la muestra.

La PCRa proporciona un aumento en la especificidad y reduce la deteccion de falsos
positivos cuando el segundo par de iniciadores genera amplificacion solo si el primer par
de iniciadores desencadend el fragmento de ADN esperado (Rodriguez et al. 2001;
Alonso et al. 2004; Soliman et al. 2009). Otra ventaja de la PCRa propuesta en este
estudio es la deteccién del virus de los tejidos infectados sin llevar a cabo el aislamiento
en cultivo celular, ya que, aunque se considera la prueba de referencia para su
diagnostico, es una técnica que restringe su uso a laboratorios con personal capacitado
para el manejo de las lineas celulares, el equipo necesario para su mantenimiento e
incubacién y la correcta identificacion del efecto citopatico que se produce en lineas

celulares susceptibles (OIE, 2006).

Se debe mencionar que se han propuesto otras variantes de PCR y pruebas, pero su
adopcion depende del equipo disponible en los laboratorios. Por ejemplo, Rodriguez et al.
(2001) realizaron una comparacién de seis métodos de diagnéstico para el VNPI, en la

que encontré que la RT-PCR fue uno de los métodos mas apropiados y sensibles para
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una deteccion rutinaria del VNPI. Barrera-Mejia et al. (2009) encontraron una sensibilidad
baja (43%) con el uso de una RT-PCR, por lo que se propusieron utilizar un protocolo
corto de incubacién en cultivo celular como técnica complementaria, adicional a una PCR
multiplex utilizando tres pares de iniciadores en una sola reaccion para incrementar la
probabilidad de identificar todos los serotipos del serogrupo A del VNPI, asi como prevenir

un resultado falso negativo.

Aunque se han propuesto otras técnicas moleculares para un diagndstico rapido y con
alta sensibilidad como la RT-PCR en tiempo real y RT-LAMP (Loop-mediated isothermal
amplification, por sus siglas en inglés), estas requieren equipos especializados y
capacitacion tanto para el disefio de iniciadores como para la interpretacién de los
resultados (Bowers et al. 2008; Soliman 2009).

En México, el diagnéstico del VNPI se realiza principalmente mediante el aislamiento viral
en cultivo celular y la deteccion de su genoma por RT-PCR en punto final, ya que esta

técnica se lleva a cabo en la mayoria de los laboratorios de forma convencional.

La deteccion del VNPI en los diferentes érganos analizados en este estudio confirma la
amplia diseminacién del virus. Usualmente los érganos recomendados para la deteccion
del VNPI en cultivos celulares son: rifidn, higado, bazo y fluido ovarico del pie de cria o el
alevin entero (OIE, 2006). Sin embargo, el principal érgano blanco para la replicacion es
el riidn, donde el virus persiste (Drpetveit et al. 2010). A diferencia del rifidn, otros
organos blancos para la deteccion del virus son el pancreas, el intestino, el higado y las
branquias. El pancreas se encuentra anatomicamente difuso entre los sacos piléricos y en
el se genera una severa necrosis. En el intestino se ha reportado una enteritis aguda
caracterizada por la necrosis celular y glandulas que se encuentran en el tracto digestivo,
responsable de la eliminacion del virus en las heces y el moco que se produce (Dhar et al.
2017). En el higado, el VNPI induce marcadores de apoptosis, los cuales también se han
encontrado en tejido intestinal y pancreatico que corresponden a la acumulacion viral y
cambios patoldgicos en el tejido (Imajoh et al. 2005; Santi et al. 2005). Finalmente, las
branquias que son el érgano encargado del intercambio de oxigeno Yy filtracion del agua,
pueden observarse palidas debido al dafio degenerativo y necrético del epitelio. En este
estudio, los 6érganos donde se encontré la mayor frecuencia de deteccion del virus fueron
los sacos pildricos, intestino y branquias, los cuales como se menciond, han sido

identificados como érganos blanco para la deteccién temprana de la enfermedad, puesto
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que son sitios de replicacion temprana del virus (Shankar et al. 1994).

10. CONCLUSIONES

En conclusion, la vacuna inactivada contra el virus de la necrosis pancreatica infecciosa
adicionada con porinas de S. typhi como adyuvante, no fue capaz de inducir una
respuesta inmune para proteger a las crias de truchas arcoiris inmunizadas frente a un
desafio con el VNPI. La inclusién de porinas provoco cierta inmunomodulacion, pero no
incrementd el efecto protector, por lo que su potencial como adyuvante en peces aun
debe investigarse mas. Por otro lado, la vacuna viral inactivada sola demostré un efecto
protector moderado en la trucha arcoiris contra el VNPI y fue capaz de inducir una
respuesta inmune adaptativa, segun lo establecido a través de estudios de transcripcién y
de desafio. La efectividad de la vacuna podria incrementarse con un adyuvante

apropiado.

También se demostrd que la PCRa, es util en el diagndstico del VNPI ya que mostré una
sensibilidad mayor a la RT-PCR para la deteccién del VNPI a partir de muestras de tejidos
de truchas infectadas, tanto en peces clinicamente enfermos, como en aquellos que no
mostraban signos clinicos. Por lo que un brote de la NPI en una unidad de produccion

puede ser confirmado por este método.
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ligado a enzimas por sus siglas en inglés
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
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IgM Inmunoglobulina M

IgT Inmunoglobulina T

IL Interleucina

INF Interferon.

INIFAP Instituto Nacional de
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OIE Organizacion Mundial de Sanidad
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OPD dihidrocloruro de o-fenilendiamina

ORF Open Reading Frame, Marco de
lectura abierto

PAMP’s Pathogen Aassociated Molecular
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asociados a patdgenos

Pb pares de bases

PBS Phosphate buffered saline, solucion
salina fosfatada

PCR Polymerase chain reaction,
Reaccion encadena de la polimerasa

PCRa Reacciobn encadena de |la

polimerasa anidada

pi post-inoculacién

PKR Protein kinasa RNA-activated

Pro Prolina

PRR’s Pattern Recognition Receptors,
receptores de reconocimiento de
patrones

pVP2 Precursor de la VP2.

RIG-I helicasa (Retinoic acid-inducible
gene )

RTG-2 Rainbow trout gonad
RT Transcripcién reversa.

SADER Secretaria de Agricultura y
Desarrollo Rural

Se Sensibilidad
SFB Suero fetal bovino.

Sp Spajarup

55

TAE Solucién Tris-acetato EDTA
Tyr Tirosina
Th T-helper
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TNF-a Factor de Necrosis Tumoral alfa
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de México.
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14. ANEXOS

Datos no mostrados en Resultados
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Expresion relativa del gen CD4 en el riidn y sacos pildricos de las truchas vacunadas con las
diferentes formulaciones vacunales. Las truchas fueron muestreadas a los 2, 7, 15 y 22 dias post-
vacunacién (n=5 peces) en los diferentes grupos. Los datos se muestran como expresién génica
en relacion al gen EF1-a como un control endégeno (Promedio + desviacion estandar). El asterisco
denota diferencias significativas de cada formulacién vacunal respecto al grupo de control (p<0.05).
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Expresion relativa del gen CD8 en el peritoneo, bazo, sacos piléricos y rifién de las truchas
vacunadas con las diferentes formulaciones vacunales. Las truchas fueron muestreadas a los 2, 7,
15 y 22 dias post-vacunacion (n=5 peces) en los diferentes grupos. Los datos se muestran como
expresion génica en relacién al gen EF1-a como un control endégeno (Promedio + desviacion
estandar). El asterisco denota diferencias significativas de cada formulacion vacunal respecto al
grupo de control (p<0.05).
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0 control H ivNeI
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Expresion relativa del gen IgM en los sacos piloricos de las truchas vacunadas con las diferentes
formulaciones vacunales. Las truchas fueron muestreadas a los 2, 7, 15 y 22 dias post-vacunacion
(n=5 peces) en los diferentes grupos. Los datos se muestran como expresién génica en relacion al
gen EF1-a como un control enddégeno (Promedio + desviacion estandar). El asterisco denota
diferencias significativas de cada formulacién vacunal respecto al grupo de control (p<0.05).
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Expresioén relativa del gen IFN-y en el rifidn y sacos piléricos de las truchas vacunadas con las
diferentes formulaciones vacunales. Las truchas fueron muestreadas a los 2, 7, 15 y 22 dias post-
vacunacién (n=5 peces) en los diferentes grupos. Los datos se muestran como expresién génica
en relacion al gen EF1-a como un control endégeno (Promedio + desviaciéon estandar). El asterisco
denota diferencias significativas de cada formulacién vacunal respecto al grupo de control (p<0.05).
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Expresion relativa del gen Mx en el bazo y sacos pildricos de las truchas vacunadas con las
diferentes formulaciones vacunales. Las truchas fueron muestreadas a los 2, 7, 15 y 22 dias post-
vacunacién (n=5 peces) en los diferentes grupos. Los datos se muestran como expresién génica
en relacion al gen EF1-a como un control endégeno (Promedio + desviacion estandar). El asterisco
denota diferencias significativas de cada formulacién vacunal respecto al grupo de control (p<0.05).
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Expresion relativa del gen CD4 en el rifién y los sacos piléricos de las truchas vacunadas con las
diferentes formulaciones vacunales y posteriormente desafiadas. Las truchas fueron muestreadas
alos 0, 2, 7 y 18 dias post-desafio (n=5 peces) en los diferentes grupos. Los datos se muestran
como expresién génica en relacién al gen EF1-a como un control endégeno (Promedio +
desviacion estandar). El asterisco denota diferencias significativas de cada formulaciéon vacunal
respecto al grupo de control (p<0.05).
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Expresion relativa del gen CD8 en el riion de las truchas vacunadas con las diferentes
formulaciones vacunales y posteriormente desafiadas. Las truchas fueron muestreadas a los 0, 2,
7 y 18 dias post-desafio (n=5 peces) en los diferentes grupos. Los datos se muestran como
expresion génica en relacion al gen EF1-a como un control endégeno (Promedio + desviacion
estandar). El asterisco denota diferencias significativas de cada formulacion vacunal respecto al
grupo de control (p<0.05).
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Expresion relativa de los genes IFN-y y Mx en el rifién de las truchas vacunadas con las diferentes
formulaciones vacunales y posteriormente desafiadas. Las truchas fueron muestreadas a los 0, 2,
7 y 18 dias post-desafio (n=5 peces) en los diferentes grupos. Los datos se muestran como
expresion génica en relacion al gen EF1-a como un control enddgeno (Promedio + desviacion
estandar). El asterisco denota diferencias significativas de cada formulacion vacunal respecto al
grupo de control (p<0.05).
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