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RESUMEN

El virus de la necrosis pancreatica infecciosa (VNPI) afecta las etapas tempranas
del desarrollo de diferentes especies de la familia Salmonidae, entre ellas la trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss). En la actualidad, no se cuenta con pruebas para
la deteccidn de anticuerpos. El objetivo de este trabajo fue desarrollar una prueba
de ELISA para detectar anticuerpos contra el VNPI en truchas arcoiris. Para ello,
cuatro truchas adultas de 450 g promedio se inmunizaron con una vacuna
experimental inactivada con adyuvante incompleto de Freund a una proporcion 1:1
por via intraperitoneal, durante un periodo de 60 dias con la finalidad de producir
un suero hiperinmune de referencia (SHIR). Por otra parte, se obtuvo un lote del
VNPI purificado en un gradiente de sacarosa para sensibilizar placas de ELISA.
Como primer anticuerpo se utilizé el SHIR en tres diluciones (1:50, 1;75 y 1:100),
como segundo anticuerpo un monoclonal anti-lgM de trucha. Finalmente, se
utilizé un conjugado anti-lgM de ratén marcado con peroxidasa. Los resultados
mostraron que con el antigeno purificado a una concentracién de 0.625 ug/ul, fue
posible detectar anticuerpos de truchas inmunizadas con una vacuna contra VNPI,
ademas fue sensible a la deteccidbn de anticuerpos en suero de animales
desafiados después de 17 dias post-infeccion. El estudio demostrdé que la prueba
de ELISA es una alternativa eficaz para la deteccidon de anticuerpos contra del

VNPI en muestras de animales expuestos al virus experimentalmente.



ABSTRACT

Infectious pancreatic necrosis virus (IPNV) affects the early stages of the
development of different species of the Salmonidae family including rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss). There is currently no test to detect antibodies. The
objective of this work was to develop an ELISA test to detect antibodies against
IPNV in rainbow trout. Four trout were immunized intramuscularly with eight
immunizations of an experimental vaccine inactivated with Freund's incomplete
adjuvant at a ratio of 1: 1 over a period of 60 days in order to produce a
hyperimmune reference serum (HIRS). On the other hand, it was obtained a batch
of the IPNV, purified on a sucrose gradient, to sensitize ELISA plates. As the first
antibody, HIRS was used at three dilutions (1:50, 1, 75 and 1: 100); as a second
antibody it was used a trout anti-lgM monoclonal. Finally, it was used an anti-
mouse IgM peroxidase-labeled conjugate. The results showed that with the purified
antigen at a concentration of 0.625 pg / pl, it was possible to detect antibodies of
trout that were immunized with a vaccine against IPNV; in addition the detection of
antibodies in serum of exposed animals after 17 days post infection was sensitive.
The study demonstrated that the ELISA test is an effective alternative for detecting

antibodies against IPNV in animals experimentally inoculated.
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1) Introduccion

1.1 Antecedentes

La acuicultura constituye una fuente importante de alimentos, no solo a nivel
nacional, sino también a nivel mundial. Diversas especies son producidas y
después capturadas para abastecer el consumo humano (SAGARPA-
CONAPESCA, 2014).

La trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss), es una especie que pertenece a la
familia Salmonidae. Su origen se remonta a la costa del Pacifico desde Alaska
hasta la peninsula de Baja California en México. Debido a su facil adaptacion al
cautiverio, su crianza ha sido ampliamente difundida casi en todo el mundo. En
México, se formalizé su reproduccion en 1937 y a partir de 1970 la actividad

comenzo a diversificarse para su comercializacion (SAGARPA, 2012).

La truticultura representa una actividad de crecimiento, debido a su rentabilidad
con un crecimiento anual en los ultimos 10 afios del 3.98%. Su volumen de
produccion se encuentra posicionada en el lugar 17 de la produccidén pesquera en
México. Sin embargo, de acuerdo a su valor econdmico y sociocultural, se
posiciona en el séptimo lugar. La produccién de trucha puede obtenerse por
acuicultura o por captura; la primera aporta mas del 80% de la produccién total
que hasta el 2014 fue de 1,650 miles de toneladas de peso vivo, siendo el Estado
de México el mayor productor (SAGARPA-CONAPESCA, 2014).

El volumen de producciéon de huevo oculado de trucha en México es muy bajo, por
lo que no alcanza para abastecer los requerimientos del mercado local y se
requiere importar. En el 2010, se importaron 11, 570, 000 huevos oculados de
trucha procedentes de los Estados Unidos de América (SAGARPA, 2012). Sin
embargo, esto es un riesgo, ya que el huevo oculado y crias de truchas son fuente
importante en la diseminacidén de enfermedades (Torres, 2009).



Aunque la truticultura es considerada una fuente rentable de alimento, es afectada
por diferentes enfermedades que merman su produccidén; entre estos
padecimientos, las patologias causadas por agentes virales son consideradas las
de mayor importancia, debido a las dificultades asociadas tanto al diagndstico,
como al control, ademas de la inexistencia de tratamiento terapéutico para dichas
infecciones (Fernandez-Carriel, 2005). Dentro de las enfermedades Vvirales
reportadas en esta especie estan la necrosis pancreatica infecciosa (NPI),
necrosis hematopoyética infecciosas (NHI), necrosis eritrocitica viral (NEV),
septicemia hemorragica viral (SHV) y enfermedad viral por herpes (EVH). Siendo
la NPI la de mayor importancia debido al impacto que provoca por su alta
mortalidad en peces de primera alimentacion (OIE, 2006; SAGARPA, 2012).

2) El Virus de la Necrosis Pancreética Infecciosa (VNPI)

2.1 Caracteristicas del virus

La NPI es una enfermedad aguda altamente contagiosa que puede presentarse en
diferentes organismos acuaticos de agua dulce y marina. Es causada por un
agente viral miembro de la familia Birnaviridae del género Aquabirnavirus
(Rodriguez S y colaboradores, 2003). La enfermedad asociada a la trucha
cultivada fue reconocida en 1940, pero no fue nombrada como NPl hasta
mediados de 1950, cuando fue aislado el virus por primera vez en teledsteos por

Wolf y colaboradores (Crane y Hyatt, 2011).

Se considera de distribucion mundial y aunque no es una zoonosis, su importancia
radica en la alta mortalidad, facil diseminacion y falta de tratamiento,
considerandose una enfermedad de alto impacto econdmico. Es por ello, que
cuando ocurre un brote este, debe ser notificado a través de los Comités de
Sanidad Acuicola Estatales, los cuales son agentes auxiliares del Sistema
Nacional de Sanidad Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) para



determinar el posible sacrificio del lote infectado asi como evitar la movilizacién de
los mismos (OIE, 2006; SAGARPA, 2012).

2.2 Clasificacion

La clasificacion del virus puede realizarse mediante la prueba de
seroneutralizacién, en la que la mayoria de los Birnavirus acuaticos se encuentran
antigénicamente relacionados y pertenecen a un serogrupo A; el cual contiene 10
serotipos: A1 (West Buxton, WB, o VR-299), A2 (Spjarup, Sp), A3 (Abild, Ab), A4
(Hecht, He), A5 (Telliana, Te), A6 (Canada 1, C1), A7 (Canada 2, C2), A8 (Canada
3, C3) y A9 (Jasper, Ja) y A10 (N1). Sin embargo, algunos aislados presentan
variabilidad antigénica respecto del serogrupo anterior por lo que han sido
clasificados como pertenecientes al serogrupo B, que contiene un serotipo TV-1
(Fernandez-Carriel, 2005).

En México el VNPI fue identificado por primera vez en el afio 2000, a partir de
crias procedentes de Estados Unidos, y se logré aislar en granjas reproductoras
de truchas arco iris (Ortega C, 2002). En el 2011, Barrera y colaboradores
realizaron la genotipificacion de los aislamientos e identificaron que ambos se
encontraban clasificados en el grupo perteneciente a cepas norteamericanas, de
acuerdo a este analisis se reporta diversidad genética entre las regiones
productoras del Estado de México. En 2014 Salgado-Miranda y colaboradores,
realizaron un analisis filogenético para caracterizar molecularmente los virus
aislados de las principales regiones truticolas del pais, los aislamientos obtenidos
entre el 2005 y 2007 confirman su relacién con cepas norteamericanas. Por otra
parte, el analisis de aminoacidos de la VP2 revelé que todos los aislamientos son

de baja virulencia.
2.3 Estructura
El virus de la necrosis pancreatica infecciosa (VNPI) es un virus de forma

icosaédrica, sin envoltura y mide entre 60 y 74 nm de diametro. Su genoma esta

conformado por ARN de doble cadena el cual se encuentra en dos segmentos Ay



B, que codifican para las cinco proteinas que lo conforman: VP1, VP2, VP3, VP4 y
VP5 (Dobos, 1995; Salgado C., 2006) (Figura 1).

Figura 1. Micrografia del Virus de la Necrosis Pancreética Infecciosa y mapa genético con las
proteinas estructurales.
Fuente: Blackburn K, Brown D (2001)

2.4 Proteinas

El segmento A tiene aproximadamente 2962-3104 pb y presenta dos marcos de
lectura abiertos (ORF, por sus siglas en inglés Open Reading Frame). El ORF-1
codifica para la poliproteina precursora (PP) formada por pVP2-VP4-VP3- y tiene
una masa de alrededor de 106 kDa. Esta poliproteina es fragmentada para
generar tres polipéptidos: pVP2 (precursor de la proteina principal de la capside);
VP3 (proteina menor de la capside) y NS (proteina no estructural). La proteina
pVP2, escinde a VP2 durante la maduracién del virus (Rodriguez y colaboradores,
2003).

El ORF-2 codifica para un polipéptido pequefio de 17-kDa que corresponde a la

proteina VP5, es sintetizada en la fase inicial de la replicacién viral y se sugiere



que inhibe la apoptosis, por lo que favorece la capacidad de replicacion del virus
(Ortega, 2007).

El segmento B del genoma tiene un tamano de entre los 2731-2784 pb y codifica
para la proteina VP1, con una masa de 94 kDa. La VP1 se encuentra como un
polipéptido libre de actividad asociada a la ARN polimerasa ARN dependiente, y
como una proteina anclada al genoma nombrada como VPg, la cual se liga al
extremo 5° de cada segmento (Rodriguez S y colaboradores, 2003; Crane y Hyatt,
2011) (Figura 2).

Figura 2. Estructura del genoma esquematizada por segmentos y genes

Imagen. SIB Swiss Institute of Bioinformatics (https://www.sib.swiss/)

2.5 Ciclo de replicacion viral

Los birnavirus son los unicos virus de doble cadena de ARN (ARNds) con una
proteina ligada al genoma y al ser un virus ARN se replica en el citoplasma
(Maclachlan NJ y Dubovi EJ, 2011). El ciclo infectivo inicia con la unién del virus a
la membrana celular; posteriormente, ocurre la adsorcion o penetracién, donde el
virus entra a la célula por endocitosis, las proteinas de la capside sufren un
proceso de rotura y liberan el ARN al citoplasma, lugar donde se realiza la
replicacion del virus, iniciando con la transcripcion de las proteinas VP1, VP2, VP3
y VP4; y terminando con la replicacion del genoma viral (Ortega, 2007).

Posteriormente el virus es liberado por lisis celular debido a la acumulaciéon de
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viriones en el citoplasma (Dobos, 1995; Maclachlan NJ y Dubovi EJ, 2011). En
cultivos in vitro, se puede observar efecto citopatico (ECP) entre 16 a 20 horas
post-infeccion (pi) a 22 °C (Ortega, 2007).

2.6 Patogenia

Clinicamente la infeccion causada por el VNPI, varia dependiendo del serotipo,
etapa de cultivo, condicion fisiolégica de los peces; asi como condiciones
ambientales de las zonas de cultivo, temperatura, contenido de oxigeno del agua y
densidad de cultivo (Fernandez-Carriel, 2005; Rodriguez S y colaboradores,
2003).

La enfermedad se caracteriza por cambios de comportamiento que incluyen
anorexia y movimientos natatorios circulares intercalados con ataxia, ademas se
observa distension abdominal, pigmentacion oscura de la piel (hiperpigmentacion),
exoftalmia leve o0 moderada, branquias palidas; se pueden presentar hemorragias
en la zona ventral, incluidas las aletas y presencia de pseudofecas de color
blanquecino (Rodriguez S y colaboradores, 2003). Sin embargo, en algunos casos

pueden no manifestar signos aparentes (Figura 3 y 4).

Figura 3. Izquierda alevines de 21 dias de edad sanos. Centro alevines de 21 dias infectados con
el VNPI con signos de distensién abdominal. Derecha alevines de 21 dias de edad infectados con
el VNPI con retraso de crecimiento.

Fuente: http://www.gbcbiotech.com/genomicaypescal/especies/peces/trucha.html
(Consulta 25-05-2016)



http://www.gbcbiotech.com/genomicaypesca/especies/peces/trucha.html

Figura 4. 4A. Trucha con hiperpigmentacion; 4B. Mortalidad causada por la infeccién con el VNPI.
Fuente. http://www.gbcbiotech.com/genomicaypescal/especies/peces/trucha.html
(Consulta 25-05-2016)

Al realizar la necropsia se observa que el lumen gastrico e intestinal carece de
alimentos y contiene un moco de color blanco (enteritis catarral) considerado
patognomonico (Rodriguez, 2003), lo que indica presencia del virus y su
patogenicidad. En algunos peces infectados se observan petequias en el ciego
pilérico y tejido adiposo, y ascitis en la cavidad. A menudo se observan
aumentados de tamanio y palidos, érganos como: bazo, corazén, higado y rifiones,
ademas de petequias y hemorragias en toda la masa visceral. Los hallazgos
histopatoldgicos incluyen focos de necrosis coagulativa en pancreas, riidn e

intestino, asi como enteritis catarral aguda (Ortega, 2007) (Figura 5).

Figura 5. Izquierda tejido pancreético sano. Derecha focos de necrosis de tejido pancreético
afectado por el VNPI.
Fuente. http://www.gbcbiotech.com/genomicaypescal/especies/peces/trucha.html
(Consulta 10-03-2016)

La enfermedad tiene un impacto considerable en la salmonicultura y truticultura
debido a que causa una elevada mortalidad en alevines y crias, ya que puede

afectar al 90% de la poblacion infectada; al término de la enfermedad los
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organismos sobrevivientes se convierten en portadores y diseminadores del virus

por largos periodos de tiempo (Ortega, 2007).

2.7 Transmision

La transmisién es tanto por via vertical como horizontal. La transmision horizontal
ocurre por contacto directo con agua contaminada con las heces y orina de peces
infectados, por lo que es el principal mecanismo de propagacion entre alevines. Se
ha descrito que un mililitro de descarga intestinal de un pez enfermo con VNPI
contiene aproximadamente un millon de particulas viricas (Ortega, 2005). La
transmision vertical es por medio de células utilizadas para las técnicas
reproductivas, en donde ocurre una adsorcion viral a la superficie del
espermatozoide y en los gametos femeninos a través del liquido folicular
(Rodriguez S y colaboradores, 2003). Bebak y McAllister en 2009 reportaron que
el virus se transmite a partir de crias infectadas en un periodo minimo de dos dias

con un 75% de infeccion de la poblacion total expuesta.

El VNPI ha sido aislado a partir de fluido ovarico y ovas lavadas (Rodriguez, et al.,
2003), también ha sido aislado a partir de alimento comprimido humedo y
sedimento marino y en heces de aves silvestres piscivoras que se consideran

vectores (Cutrin y colaboradores, 2000).

2.8 Tratamiento, prevencion y control

Actualmente no existe ningun tratamiento terapéutico efectivo para el control de la
enfermedad, por ello la aplicacion de medidas de bioseguridad, desinfeccién de
ovas, sistemas de incubacion individual, aplicacion de vacunas y realizacion de
pruebas de deteccion del virus en reproductores, son primordialmente los mas

adecuados para la prevencion (Fernandez-Carriel, 2005).

Las buenas practicas de control y prevencion inmediatas recomiendan evitar la

introduccién de huevos oculados que provengan (o se tenga la sospecha) de



reproductores que pudieran ser portadores del VNPI, asi como, evitar la

movilizacidon en zonas donde la enfermedad es endémica.

Desde el afio 2010 el Instituto Nacional de Pesca (INAPESCA) lleva a cabo un
programa de produccion de huevo de trucha arcoiris con fotoperiodo, que permite
contar con mas de un desove al afo, reduciendo asi el volumen de importacion y
con ello el riesgo de introduccién de enfermedades (INAPESCA, 2010). Ademas,
se han desarrollado programas de inspeccién sanitaria piscicola para identificar a
las poblaciones infectadas; sin embargo, el éxito de tales programas depende de

la deteccion e identificacion rapida de patégenos especificos.

2.9 Diagnostico

El manual de pruebas de diagndstico para los animales acuaticos, publicado por la
Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE), indica que las técnicas para la
identificacion de virus de peces sin signos se fundamentan en el aislamiento viral
en lineas celulares de peces como fibroblasto de alevin Lepomis Macrochirus (BF-
2) y células embrionarias de Salmén Chinook (CHSE-214), seguido de pruebas
inmunoldgicas. El diagndstico a partir de peces enfermos inicia con la histologia en
los tejidos infectados, confirmado posteriormente por el aislamiento viral y la
identificacion inmunoldgica en cultivo celular (OIE, 2006). Sin embargo, el
aislamiento es una técnica relativamente cara y el tiempo requerido para su

identificacion es alrededor de tres semanas, lo que retrasa el diagnéstico.

La necesidad de ofrecer resultados mas rapidos han dirigido a los laboratorios de
diagnostico a llevar a cabo procedimientos como fluorescencia indirecta de
anticuerpos (IFAT, por sus siglas en inglés), técnicas moleculares como la
reaccion en cadena de la polimerasa convencional (PCR, por sus siglas en inglés)
y el ensayo por inmunoabsorcidon ligado a enzimas (ELISA por sus siglas en

inglés) entre otras (Tapia y colaboradores, 2015).



2.10 Prueba de ELISA

La introduccion de los procedimientos basados en las reacciones inmunoldgicas
ha representado un importante avance en el analisis de sustancias de interés en
biologia animal y vegetal, dificiles de medir empleando los métodos bioquimicos
habituales. Dentro de los procedimientos inmunoloégicos, los mas utiles y practicos
son aquellos que se basan en la especificidad de la unién antigeno — anticuerpo
(Ag-Ac). La propiedad que tienen los anticuerpos de unirse a un antigeno, la
especificidad de esta unién y el hecho de que pueda visualizarse por los
fendmenos de precipitacion, aglutinacion y otros mecanismos indirectos (marcaje
con fluoresceina, con radioisétopos o con enzimas) hacen que estos métodos se
empleen ampliamente. Dado que los antigenos y anticuerpos se definen por sus
interacciones mutuas, uno de ellos puede utilizarse para cuantificar al otro. Si
disponemos de una solucion de un anticuerpo monoclonal, podemos definir su
afinidad y especificidad con considerable confiabilidad (Kumagai, 2010). Los
sueros pueden compararse de acuerdo con su contenido de anticuerpos, ya sea
por la determinacion de cuantos anticuerpos se unen al antigeno en una dilucion
fila del suero o por la comprobacion de una dilucion seriada del suero para
comprobar a que nivel una cantidad estandar de antigeno es suficiente para dar
un resultado positivo de la unién. Esto es denominado titulo de anticuerpos. La
identificacion de los complejos Ag-Ac, se hace mediante el empleo de enzimas

bien unidas al antigeno o bien unidas al anticuerpo (Kumagai, 2010).
Actualmente la prueba de ELISA es una técnica ampliamente utilizada en
diagnostico, debido a que su aplicacion es simple y ofrece resultados mas rapidos

en comparacion con otras técnicas de diagndstico (Tapia y colaboradores,2015).

En algunas investigaciones se ha utilizado esta técnica serolégica para la

deteccion de anticuerpos contra el VNPI (Rodak L. 1998).
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3) Inmunidad en peces

3.1 Generalidades

Los peces poseen sistemas inmunitarios capaces de llevar a cabo respuestas
humorales y celulares tanto innatas como especificas. Esencialmente, los
sistemas defensivos de los peces tienen los mismos componentes que los de los
mamiferos a quienes anteceden evolutivamente. Conocer la inmunologia de los
peces es relevante para comprender que a pesar de que hay algunas vacunas
comerciales para proteger especies acuaticas de interés comercial contra algunas
bacterias y virus, ampliar el conocimiento del sistema inmunitario de estos
organismos permitiria incrementar la productividad e inocuidad de la acuacultura,
mediante el desarrollo de nuevos meétodos de estimulacidn inmunitaria vy

vacunacion eficaces (Rubio—Godoy, 2010).

3.2 Inmunidad humoral no especifica

La piel de los peces constituye la primera linea defensiva contra los patégenos, asi
como las membranas mucosas que recubren las branquias y el tracto
gastrointestinal. Aparte de las escamas, espinas y la secrecion de sustancias
téxicas que pueden ocurrir en la superficie del pez, el moco que recubre la piel es
un importante mecanismo defensivo, pues contiene una variedad de compuestos
antimicrobianos y probablemente antiparasitarios: lisozima y proteasas, factores
del complemento, proteina C reactiva, lectinas, interferones, eicosanoides,
transferrina, péptidos (piscidinas, somatostatina ACTH) y diversos carbohidratos
(Magnadottir, 2016).

Probablemente el factor defensivo innato de los peces mejor estudiado es el
complemento, que esta compuesto por una serie de proteinas séricas que tienen
tres funciones defensivas primordiales: a) recubrir patégenos y particulas ajenas al

cuerpo para facilitar su reconocimiento y destruccién por parte de las células
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fagociticas (opsonizacion); b) iniciar las respuestas inflamatorias estimulando la
contraccion del musculo liso, la vasodilatacion y la quimioatraccion de leucocitos y

c) lisar patégenos mediante la perforacion de sus membranas (Yano, 2006).

Los interferones (IFN) constituyen una familia heteréloga de proteinas que
confieren proteccion contra las infecciones virales. Se categorizan en tres grupos:
IFNa e IFNB son producidas por las células infectadas por virus y se piensa que
cualquier tipo celular puede producirlos; mientras que IFNy es una citocina
producida por los linfocitos T. La estructura genética y proteinica y las propiedades
funcionales de los interferones de los peces son similares a las de los interferones
de los mamiferos (Secombes, 2006). La importancia para los peces de la
inmunidad mediada por complemento y otros componentes de la inmunidad innata
se evidencia con dos ejemplos. ElI primero es que al ser organismos
poiquilotermos, cuando los peces se encuentran a temperaturas muy bajas no son
capaces de activar adecuadamente algunas funciones inmunitarias adaptativas,
como la produccién de anticuerpos y dependen sobre todo de las defensas innatas
(Bly JE y colaboradores, 2007). El segundo ejemplo es que cuando la inmunidad
adquirida no funciona adecuadamente, se incrementa la actividad del
complemento y los factores de coagulacion, como se demostré en peces zebra D.
rerio los cuales son incapaces de producir anticuerpos normalmente (Jima vy

colaboradores, 2009).

3.3 Inmunidad celular no especifica

El componente celular de las defensas inmunitarias no especificas de los peces
incluye a las células fagociticas moviles (macréfagos y granulocitos) que son
reclutadas de la sangre y de los tejidos linfoides; a las células eosinofilicas
granulares (CEG), que son menos moviles y estan presentes en sitios mucosales
como el intestino o las branquias y son consideradas analogas a las células
cebadas de los mamiferos; por otro lado las células citotdxicas no especificas

(CCN) son consideradas el equivalente funcional en los peces de las células
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asesinas naturales de los mamiferos (Secombes, 2006). Para reconocer los
desafios antigénicos e iniciar una respuesta inmunitaria, cuentan con diversos
receptores. Los receptores tipo-Toll son proteinas transmembranales presentes en
las células encargadas de la inmunidad innata (Bautista- Garfias y Mosqueda-
Gualito, 2005).

Los peces carecen de médula 6sea y la produccion de células sanguineas
(hematopoyesis) se da principalmente en el rindn (Zapata y colaboradores, 2006),
organo en el que se localizan las células madre hematopoyéticas (Hanington y
colaboradores, 2009). Otra diferencia notable entre los mamiferos y los peces
radica en los linfonodos, los peces tienen una extensa reticula para atrapar
particulas acarreadas en la sangre, principalmente en el rindn y el bazo, érganos
donde se localizan poblaciones de macréfagos vy linfocitos capaces de iniciar una
respuesta inmune (Hanington y colaboradores, 2009). La inmunidad celular no
especifica comprende tres mecanismos defensivos: la inflamacién, la fagocitosis y
la citotoxicidad no especifica. La inflamacion es una respuesta que involucra a
granulocitos, monocitos/macréfagos y linfocitos, y sigue a la exposiciéon a un
desafio antigénico. Posteriormente al contacto con el antigeno que puede ser de
origen quimico, bacteriano, micotico o parasitario, el area afectada recibe mayor
irrigacidn sanguinea seguida de un aumento en la permeabilidad capilar y la
migraciéon de los leucocitos de la sangre hacia el tejido. Esta migracién es
estimulada por una variedad de factores derivados tanto del hospedero como de
los patégenos (Castillo y colaboradores, 2009). El proceso de la fagocitosis en los
peces es muy similar al observado en los vertebrados superiores: incluye las
etapas de reconocimiento, union, incorporacion, destruccion y digestion del
antigeno. Las células efectoras son los neutréfilos y los macrofagos; estos ademas
colaboran con los linfocitos por medio de la presentacion de antigenos y la
secrecion de citocinas. Los fagocitos poseen una variedad de mecanismos
destructores, tanto oxidativos como no oxidativos; el mas importante es el
incremento del estallido respiratorio dependiente de oxigeno, que resulta en la

formacion de especies reactivas de oxigeno, como el aniéon superodxido, el
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peréxido de hidrégeno y el acido hipoclérico. La fagocitosis se estimula mediante
la opsonizacion; por ello, las lectinas, la proteina C reactiva, el complemento y los
anticuerpos facilitan la fagocitosis. La capacidad destructiva de los fagocitos es
modulada por factores producidos por el huésped como el IFN-y y el factor
activador de macrofagos, que incrementan la respuesta respiratoria de las células
y su habilidad de matar microorganismos (Sakai, 2002). Se han detectado células
citotoxicas no especificas en la sangre periférica, el fluido peritoneal, el timo, el
bazo y el rindn de los peces; y se ha demostrado que son citotoxicas contra

células infectadas por virus y protozoarios (Utke y colaboradores, 2007).

3.4 Inmunidad humoral especifica

Los linfocitos B de los peces primordialmente presentan inmunoglobulinas (Ig) de
la clase IgM, con una cadena pesada parecida a la de los mamiferos. Sin
embargo, recientemente se describieron dos isotipos mas en peces 6seos, IgD e
IgT, que no han sido completamente caracterizados funcionalmente (Hansen y
colaboradores, 2005). La capacidad multivalente de union de la Ig le permite
aglutinar y precipitar antigenos solubles. Los anticuerpos también actuan como
opsoninas, recubriendo antigenos y promoviendo su fagocitosis. Adicionalmente,
la unién al antigeno resulta en cambios conformacionales de la regiéon Fc, que
permiten la activacion del sistema del complemento por medio de la via clasica
(Manning, 1998). Al igual que muchos otros procesos fisiolégicos en los
organismos poiquilotermos, la cinética de la produccién de anticuerpos en los
peces es altamente dependiente de la temperatura; a temperaturas fuera del
rango optimo, puede cesar por completo la producciéon de inmunoglobulinas (Bly
JE y colaboradores, 2007). En general, la primera aparicién de células B con Ig en
la superficie es mas tardia en peces marinos que en peces de agua dulce. La
trucha arcoiris y el bagre presentan linfocitos B positivos a la IgM mas o menos
una semana después de eclosionar, mientras que en especies marinas como el
pez lobo y el bacalao, la primera aparicion de IgM en la superficie de las células se

da de 1-10 semanas después de la eclosion. Se ha demostrado la transferencia
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materna de anticuerpos a huevos, embriones y alevines en varias especies de

peces (Magnadottir y y colaboradores, 2005).

Las mucosas son extensas en los peces: las superficies externas y varias internas
estan recubiertas de moco. Por esta razon, es relevante la relacion entre los
componentes mucosos Yy sistémicos del sistema inmunitario. Es evidente que
ambos estan relacionados, pues los peces desarrollan niveles detectables de
anticuerpos después de ser sumergidos en soluciones de antigenos solubles o en
suspensiones de antigenos particulados; y estos anticuerpos pueden ser
detectados en el intestino, la bilis, el moco de las branquias y la piel (Nakanishi y
Ototake, 1997). A pesar de que hay evidencia que sugiere que la estructura de los
anticuerpos presentes en el moco es ligeramente diferente a la de los anticuerpos
séricos, no se ha detectado en peces una clase de Ig secretoria analoga al isotipo

IgA de los mamiferos (Moore y colaboradores, 1998).

3.5 Inmunidad celular especifica

La inmunidad celular especifica depende de células portadoras de receptores
MHC clase | (MHC-I) que sean capaces de presentar antigenos a los linfocitos T
CD8 positivos. Considerando que las respuestas mediadas por células estan
restringidas al reconocimiento de las moléculas del MHC-I, es probable que
participen en el reconocimiento de los antigenos virales presentados por las
células infectadas (Nakanishi y Ototake, 2009). Se demostr6 que mediante la
vacunacion con ADN viral, se pueden inducir respuestas citotdéxicas contra células
con marcadores MHC-| infectadas por virus (Utke y colaboradores, 2007). Las
interacciones entre las células inmunitarias no sélo estan mediadas por contacto
célula a célula, sino también a través de la secrecién de proteinas solubles
(citocinas). En general, las citocinas de tipo Th1 interleucina 2 (IL- 2), IFN-y y los
factores de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y beta (TNF-B) inducen defensas en
contra de patogenos intracelulares al activar a los macrofagos, aumentando la

presentacion de antigenos e induciendo la diferenciacion de células T. En
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contraste, las citocinas de tipo Th2 (IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13) activan a las células B
y de esta manera coordinan la inmunidad en contra de patdgenos extracelulares

mediante la produccién de anticuerpos (Rubio—Godoy y colaboradores, 2003).
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4) Justificacion

Debido a que el virus de la necrosis pancreatica infecciosa es considerado como
uno de los de mayor incidencia en la acuicultura mundial y por las pérdidas
economicas que esto implica, es necesario implementar pruebas de diagnoéstico
eficientes y rapidas para apoyar los programas de control sanitario y vigilancia
epidemiologica acuicola. Actualmente, no existe en el pais una técnica de
diagnodstico seroldgico que sea rapida y especifica, por lo que el presente estudio
busca estandarizar una prueba de ELISA para la detecciéon de anticuerpos contra
el VNPI, debido a que esta prueba ha demostrado ser rapida, barata y sensible,
ademas de ser de facil reproduccion en laboratorios donde se lleve a cabo la
deteccion del virus como parte de los programas de vigilancia epidemioldgica de la

infeccion en las explotaciones acuicolas del pais (Sundh y colaboradores, 2009).
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5) Objetivos
5.1 Objetivo general

Obtener un ensayo de ELISA capaz de detectar anticuerpos contra el virus de la
necrosis pancreatica infecciosa en sueros de animales experimentalmente

vacunados con un inmunogeno inactivado y en muestras de campo.

5.2 Objetivos especificos

e Producir antigeno del Virus de la Necrosis Pancreatica Infecciosa purificado

a partir de gradientes de sacarosa por centrifugacion.

e Obtener suero hiperinmune de truchas arcoiris mediante la inmunizacion

con un antigeno inactivado del VNPI.

e Establecer las condiciones de antigeno y suero necesarias en un ensayo de
dot-blot.

e Estandarizar el ELISA realizando la evaluacién del suero de los animales

experimentalmente inoculados y vacunados.
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6) Hipotesis

El ELISA es una prueba rapida, sensible y especifica para la deteccion de
anticuerpos, por lo que detectara anticuerpos contra virus de la necrosis

pancreatica infecciosa en animales expuestos a dicho antigeno.
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7) Material y Métodos

7.1 Area de estudio

El presente proyecto fue desarrollado en el Laboratorio de Biotecnologia en Salud
Animal del Centro Nacional para Investigaciones Disciplinarias en Microbiologia
Animal (CENID-MA) del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas
y Pecuarias, ubicado en carretera Meéxico Toluca Km 15.5, colonia
Palo Alto, delegacion Cuajimalpa, Ciudad de México, CP 05010.

7.2 Muestras bioldgicas

Para llevar a cabo el establecimiento de la prueba de ELISA, se tomaron sueros
de truchas utilizadas en el laboratorio para diferentes fines experimentales. En el

cuadro siguiente se describe el tipo de muestra y la cantidad de cada grupo:

Cuadrol. Grupos de animales utilizados clasificados de acuerdo a si fueron o no vacunados asi

como el numero de animales por grupo.

Animales sin vacunar 69

Animales vacunados 43

Numero de muestras
112

Totales

7.3 Produccién de suero hiperinmune (SHI) en trucha arcoiris
7.3.1 Animales
Se obtuvieron ocho truchas arcoiris (O. mykiss) de una talla promedio de 450 g.

Los organismos acuaticos fueron obtenidos de una granja ubicada en La

Marquesa en el municipio de Ocoyoacac en el Estado de México.

20



Los especimenes fueron transportados dentro de bolsas con agua y oxigeno que
se colocaron dentro de contenedores con hielo para mantener una temperatura
constante durante su movilizacion. Los organismos fueron mantenidos en una
camara fria adaptada en el Laboratorio de Biotecnologia en Salud Animal del
CENID-MA del INIFAP. El lugar fue acondicionado para proporcionar una
temperatura de 14 — 16 °C, requerida por los organismos acuaticos, ademas de un
fotoperiodo de 12 horas de luz/oscuridad. Los animales se mantuvieron en
peceras de polietilieno con una capacidad de 85 L, teniendo cuatro peceras con
dos ejemplares por pecera (Figura 6). El agua utilizada para el alojamiento y
manejo de los organismos acuaticos fue desclorada 24 horas antes de ser
utilizada y almacenada en peceras de vidrio con capacidad de 90 L cada una. En
cuanto a la alimentacion se les proporcioné el 3% de su biomasa de forma diaria

en 2 tomas al dia.

Figura 6. Peceras utilizadas para el alojamiento de truchas arcoiris (plastico) y recambio de agua
(cristal).
Foto: Proyecto CONACYT CB 134099

Los organismos se mantuvieron en lotes separados con sistema de recirculacion

cerrado independientes por 14 dias, previo a realizar la vacunacién con la finalidad
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de mantenerlos en observacion y permitir que se adaptaran a sus nuevas

condiciones de vida.
7.3.2 Inmunizacién de animales

Para la produccion del SHI de referencia, los organismos mantenidos en el
laboratorio fueron inmunizados con una vacuna experimental contra el VNPI de un

aislamiento nacional siguiendo el siguiente protocolo.

Los animales fueron anestesiados con tricainemethanesulfonate (MS - 222,
Sigma, USA) (Mller 2001; Mansilla 2002; Cristi 2003) a una concentracion de 50

Mg/ml en una tina con 20 L de agua previo a la inmunizacion (Figura 7).

Figura 7. Truchas bajo el efecto anestésico del MS — 222.
Foto: Proyecto CONACYT CB 134099

Los organismos fueron inmunizados con una vacuna inactivada con -
propiolactona (Sigma,USA) experimental generada en el laboratorio por via
intraperotoneal. Se utilizé una dosis de 1X 107° DICCsq9/0,04 ml; adicionada con
adyuvante incompleto de Freund (Sigma, USA,) a una proporcion 1:1 respecto a la
vacuna (Figura 8). Previo a la inmunizacion se tomo6 una muestra de sangre de los

peces para separar y utilizar el suero como muestra negativa en la prueba.
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Figura 8. Inmunizacioén por via intraperitoneal
Foto: Proyecto CONACYT CB 134099

Al final de cada inmunizacion los animales fueron colocados en una tina con agua
y oxigeno abundante para su recuperacion aproximadamente durante 10 minutos

previo a regresarlas a sus tinas de origen (Christie, 2004).

La inmunizacion de las truchas se llevd a cabo bajo el siguiente esquema, el cual
ademas muestra los dias en los cuales se tomaron muestras de sangre para la

obtencion de suero que seria utilizado para evaluar la produccién de anticuerpos.

Dias
Inmunizacion 7 14 21 28 35 42 49 56 | ------
Sangrado 7 14 21 28 35 42 49 56 70

7.3.3 Toma de muestra de sangre

Los sangrados se realizaron por puncion de la vena caudal en los peces
previamente anestesiados. Para la obtencion del suero total en las truchas al final
del periodo (dia 70) (Figura 9). Se obtuvieron 2 ml de sangre por animal y
aproximadamente entre 150—-200 ul de suero por cada muestra de sangre esto en

los primeros ocho sangrados y en el sangrado en blanco se obtuvieron
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aproximadamente 10 ml de sangre por animal y aproximadamente 1 ml de suero

por muestra.

Figura 9. Puncion de la vena caudal para la obtencion de muestras
Foto: Proyecto CONACYT CB 134099

7.4 Produccién de antigeno del virus de la necrosis pancreatica infecciosa

7.4.1 Replicacion del VNIP

Para la produccion de antigeno que seria utilizado en el ELISA se usé la linea
celular BF=2, multiplicando las células en botellas de cultivo celular de 75 cm?
(Nunc, USA). Para dicho procedimiento se infecté el monoestrato utilizando 5 ml
de virus VNPl y 7 ml de medio L-15 (Leibovitz con L — glutamina (In Vitro, México)
con 2% de SFB (Vitrocell, Alemania) como medio de mantenimiento. Se dejé
incubar por una hora a una temperatura de 20 °C, homogenizando las botellas
cada 10 minutos, posteriormente se hizo un lavado usando el mismo medio pero
sin SFB para retirar los restos del medio de infeccion. Posteriormente se
agregaron 58 ml de medio de mantenimiento y se dejé incubar por 72 horas a una
temperatura de 15 °C. Las células infectadas se revisaron cada 24 horas para
observar la presencia y/o ausencia de efecto citopatico en el monoestrato

infectado y determinar la infeccion como positiva (Figura 10).
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Figura 10. Infeccién de células Bf-2. Las células fueron observadas con un objetivo
10X./zquierda. Monoestrato de células BF-2 no infectadas. Derecha. Células BF-2 a las 36 horas
postinfeccion en las cuales se observa una confluencia del 50% del monostrato.

Foto: Proyecto CONACYT CB 134099

7.4.2 Purificacion del VNIP

A partir de las células infectadas, se colecto el sobrenadante con el que se llevé a
cabo el procedimiento que se describe a continuacion para obtener un antigeno
purificado que fue utilizado en el ELISA. Después de que las células fueron
infectadas, las botellas fueron congeladas por 24 horas, posteriormente se
descongelaron y fueron congeladas nuevamente, esto se repiti6 3 veces. El
contenido de las botellas fue colocado en tubos cénicos de 50 ml y centrifugados a
1,233 xg durante 20 minutos, se recuperd el sobrenadante y se obtuvieron

aproximadamente 380 ml.

A este sobrenadante se le adiciond un volumen igual de una solucién de
polietilenglicol (PEG) (Sigma, EUA) al 14% y con NaCl (Sigma, USA) al 4.4% y la
mezcla se mantuvo en agitacion constante durante 8 horas a una temperatura de
4 °C. Al final la solucién fue centrifugada a 7,826 xg durante 75 minutos, el
sobrenadante fue eliminado teniendo cuidado de no desechar el botén que se
obtuvo, mismo que se resuspendido en 5 ml de buffer TNE (Tris 0.1M (Thermo
Fisher Scientific, USA), NaCl 0.1 M (Sigma, USA) y EDTA 1mM (Thermo Fisher
Scientific, USA) con un pH de 7.3 y se mantuvo en congelacién (a —70 °C) hasta

Su UsSO.
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Finalmente se realiz6 una purificacién a través de un gradiente de sacarosa al
20%, se descongelo el antigeno y se le agregaron 5 ml de sacarosa al 20% y se
ultracentrifugo a 40,000 xg durante 4 horas, se eliminé el sobrenadante por
decantacion y el precipitado se resuspendid en una solucidn de polietilenglicol
(PEG, J. T. Baker, Estados Unidos), que se coloco en viales de 2 ml y se mantuvo

congelado a —20 °C hasta su uso.

7.5 Western blot (WB)

La técnica de inmunoelectrotransferencia o Western blot, (WB) es un sistema
rapido y sensible para la deteccion y caracterizacion de proteinas o anticuerpos
que se basa en la especificidad del reconocimiento entre antigeno y anticuerpo

(Taksdal y colaboradores, 1997).

La prueba de WB fue utilizada para determinar la presencia de anticuerpos
presentes en el SHI producido en las truchas realizando el siguiente
procedimiento: se utilizé un gel de polacrilamida (PAGE) al 12% en donde se
separé una muestra del VNPI, y posterior a la electroforesis el gel fue utilizado
para transferir las proteinas a una membrana de nitrocelulosa. La transferencia se
llevé a cabo en el equipo Trans—Blot® Semi Dry Transfer Cell (Bio—Rad, USA) a
22 V durante 60 minutos. Posterior a la transferencia, la membrana se bloqued
con el buffer de bloqueo (Anexo 3) durante toda la noche a 4 °C. La membrana se
lavé cuatro veces con buffer de lavado (Anexo 3) a temperatura ambiente. Se
aplicé el suero de las truchas inmunizadas y se incubo a 37°C durante 3 horas. Se
lavd la membrana nuevamente cuatro veces con buffer de lavado a temperatura
ambiente. Posteriormente, se adiciono un anticuerpo monoclonal anti-IgM de
trucha (Aquatic Diagnostics Ltd, Australia) diluido a una concentracién de 1:33, y
se incubo durante 2 horas a 37 °C y al finalizar la incubacion se realizaron 4
lavados a temperatura ambiente. Se agrego el conjugado anti-lgM de raton (Bio—
Rad, USA) diluido a una concentracion de 1:3000 y se incubo a 37 °C durante 1

hora y se repitieron los lavados descritos previamente. Se preparé la solucion de
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revelado (Anexo 3) justo antes de usarla y se adicion6 a la membrana, después de

20 minutos se observo la aparicién de bandas.

7.6 Dot blot (Db)

La excelente capacidad de la nitrocelulosa para adsorber proteina sento las bases
para el desarrollo del ensayo tipo dot, un ensayo inmunoenzimatico simple, rapido
y econdmico. La fijacion de las proteinas a la membrana se lleva a cabo a cabo a
partir de soluciones proteicas complejas: método de manchas o DOT-ELISA.
Permite la fijaciéon de gran cantidad de proteinas y, por tanto, la deteccién de
componentes que se encuentran en pequefia cantidad en una mezcla compleja
(Santi, 2005)

Se cortaron circulos de la membrana de nitrocelulosa de 0.45 micras para ser
colocados en los pozos de una placa de ELISA; a la membrana se le coloco el
antigeno del VPNI purificado a distintas concentraciones (50ug, 10ug y 5ug), lo
anterior por duplicado por cada cantidad de antigeno y se dejé incubar a 4 °C toda
la noche. La placa se lavo cuatro veces con buffer de lavado durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente la membrana se bloqued con buffer de
bloqueo incubando a 37 °C durante 30 minutos, se lavdé nuevamente la membrana
cuatro veces con buffer de lavado durante 5 minutos a temperatura ambiente. Con
el SHI de trucha se hicieron tres diluciones (1:50, 1:75 y 1:100) para colocarlos en
tres columnas de la placa y se incubo durante 2 horas a 37 °C, se realizaron
cuatro lavados utilizando el buffer de lavado durante 5 minutos por lavado a
temperatura ambiente. Como segundo anticuerpo se colocé un anticuerpo
monoclonal anti-lgM de trucha (Aquatic Diagnostics Ltd, Australia) diluido en buffer
de diluciéon a una concentracion de 1:33 incubando a 37 °C durante 1 hora. Se
repitio el proceso de lavado cuatro veces durante 5 minutos cada lavado a
temperatura ambiente. Después se colocé el conjugado anti-lgM de raton (Bio—
Rad, USA) diluido a una concentracion de 1:3000 y se incubo por 1 hora a 37 °C.

Se lavo cuatro veces como se describidé previamente. Finalmente, el revelado se
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realizd con una solucion de diaminobencidina (Sigma, Estados Unidos) y se

incubo durante 30 minutos y se detuvo la reaccién con agua.

El procedimiento descrito sent6 las bases de la concentracion adecuada del
antigeno a utilizar para sensibilizar las placas de ELISA, asi como las diluciones

adecuadas a utilizar en los sueros problemas.

7.7 Estandarizacion de la prueba de ELISA

Segun el método recomendado por Cardona y colaboradores (2005) para
determinar el punto de corte, se calculé el promedio de los negativos mas tres
desviaciones estandar, los valores sobre este punto fueron clasificados como
positivos y bajo este valor como negativos. Las variables a considerar para la
estandarizacién de la prueba fueron: preparacion del antigeno, titulacion del
antigeno, sensibilizacién de las placas, muestras utilizadas, dilucion del suero y

dilucion del conjugado (Brunell y colaboradores 1983).

7.8 ELISA

Se utilizaron placas para ELISA en tiras (Nunc, USA) las cuales fueron
sensibilizadas con el antigeno purificado a una concentracion de 0.625 ug/ul para
la dilucion se utilizé buffer de carbonatos (Anexo 4). Se colocaron 100 ul del
antigeno diluido en el buffer de carbonatos a las columnas A, C, E y G de la placa
de ELISA y con la finalidad de eliminar el fondo inespecifico a las columnas B, D,
F y H de la placa se les agregaron 100 pl de PEG; la placa se incubo toda la
noche a 4°C. Posteriormente se retiré el sobrenadante y la placa se lavo 4 veces
con 200 ul de buffer de lavado por pozo (Anexo 4). La placa se bloqued con buffer
de bloqueo (Anexo 4) agregando 100 pl a cada pozo y se incubd 1 hora a 37 °C.
El sobrenadante se retird y se lavo de la forma descrita previamente. El suero de
los animales experimentalmente inoculados se adiciono por duplicado (dos pozos
con antigeno y dos sin antigeno por suero) utilizando una dilucién de 1:75 y se

agregaron 100 pl por pozo, se incubo durante 2 horas a 37 °C. Al final de la
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incubacion se decanté el sobrenadante y se realizaron los lavados ya
mencionados. Como segundo anticuerpo se utilizé la un anticuerpo monoclonal
anti-lgM de trucha (Aquatic Diagnostics Ltd, Australia) diluido en buffer de dilucién
(Anexo 4) a una concentracion de 1:33 colocando 100 ul por pozo y se incubo
durante 1 hora a 37 °C. Se decanto el sobrenadante y se lavé la placa. Después
se colocd el conjugado anti-lgM de raton (Bio—Rad, USA) diluida a una
concentracion de 1:3000 y se incubo por 1 hora a 37 °C. Para revelar la placa se
prepara al momento una solucion de citratos con 5 ug de OPD y 5 pl de peréxido
de hidrogeno. Se agregaron 100 pl a cada pozo y se cubrié la placa de la luz para
incubarla 15 min. a 37 °C, se agregaron a cada pozo 50 ul de acido sulfurico 2 N
para detener la reaccion. La lectura de la placa se realizé a 450 nm de longitud de
onda en un espectrofotometro lector de placas Microplate Reader 550 (Bio—Rad,
USA).

7.9 Analisis estadistico

El ELISA se repitid cuatro veces con cada uno de los sueros problemas y los
resultados fueron capturados en una hoja de Excel para determinar las medidas
de tendencia central y medidas de dispersion, para comparar las medias de los
grupos no vacunados versus vacunados y los grupos verdaderos negativos versus
verdaderos positivos se utilizd la prueba de T que nos permitié analizar las

muestras independientes entre estos grupos (Cardona y colaboradores, 2005).
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8) Resultados
8.1 Produccion del antigeno del VNPI

Se obtuvo un lote del VNPI usando la linea celular BF-2, las cuales se
multiplicaron en botellas de cultivo celular de 75 cm? como se describid
previamente, obteniendo un total de 380 ml del virus a las 48 horas post-infeccién,
y posteriormente purificar el antigeno como se describié en la parte de materiales

y métodos.

Después de realizar el proceso de purificacién se obtuvieron 15 ml del antigeno
purificado a través de un colchdn de sacarosa al 20%, el cual fue visualizado en

un gel PAGE (Figura 10) para verificar su integridad.

Figura 11. Antigeno de VNPI purificado. Gel PAGE al 10% en condiciones desnaturalizantes para
visualizar el antigeno purificado en un gradiente de sacarosa. Carril 1: Page Ruler™ Prestained
Protein Ladder 10 to 180 kDa (Thermo Fisher Scientific, USA), carriles 2 y 3: antigeno purificado,

observando las bandas con un peso molecular de 65 kDa que corresponden a la proteina de
capside del VNPI.
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8.2 Cuantificacion del VNPI purificado

La cuantificacion del virus purificado se llevd a cabo mediante la técnica de
Bradford utilizando una curva estandar de albumina sérica bovina, obteniendo una

concentracion de 0.625 pg/pl con una R? de 0.9837.

8.3 Produccion del suero hiperinmune

Al concluir el calendario de 70 dias en los que se realizd la inmunizacion de los
organismos acuaticos, de forma periddica cada 7 dias, los animales fueron
sangrados en blanco de la forma ya descrita. Se obtuvieron aproximadamente 15
ml de sangre completa por trucha y un aproximado de 120 ml del total de las
truchas. Después de realizar la separacion del suero se recuperaron

aproximadamente 40 ml de SHI.

8.4 Cinética del suero hiperinmune

Durante la produccion del suero hiperinmune se obtuvieron muestras de suero de
cada una de las ocho inmunizaciones con el objetivo de determinar en qué
momento se iniciaba la aparicibn de anticuerpos y observar si existe alguna

diferencia entre las primeras semanas de inmunizacion y la ultima.

Se observd que aproximadamente a partir de la semana 4 de inmunizacién se
detectaron titulos de anticuerpos que pudieron ser identificados a través de la
prueba de ELISA en al menos dos de los cinco animales que fueron parte del
experimento, fue a partir de la quinta semana de inmunizacién que se identificaron
titulos de anticuerpos a través de la prueba de ELISA en los cinco animales

utilizados para el experimento.
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Se observé también un aumento en los titulos de anticuerpos a partir de la

semana cuatro hasta la semana ocho, periodo en que se realizé6 la ultima

inmunizacion y una semana después los animales fueron sacrificados para la

obtencién del suero hiperinmune.
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Figura 12. Cinética de produccion de anticuerpos en truchas arcoiris, se observa el aumento de
anticuerpos y la deteccion de anticuerpos a partir de las cuatro semanas de inmunizacion en dos
de los cinco animales utilizados en el experimento y a partir de la semana cinco se detectan
anticuerpos en todos los animales. Punto de corte (PC) = 0.0710 densidades opticas (DO)

8.5 Western blot

La prueba de WB se realizé con la finalidad de determinar la presencia de

anticuerpos especificos en el SHI, empleando el antigeno purificado del VNPI.

Después de realizar dicha prueba se revelo la presencia de bandas en el peso

esperado de 65 kDa, en la membrana de nitrocelulosa (Figura 12).
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Figura 13. Ensayo de Western blot utilizando el SHI. Carril 1: Page Ruler™ Prestained Protein
Ladder 10 to 180 kDa (Thermo Fisher Scientific, USA); Carriles 2 y 3 antigeno de VNPI transferidos
a la membrana y reconocidos por el suero hiperinmune.

8.6 Dot blot

El objetivo del dot blot fue determinar las condiciones tanto de antigeno como
anticuerpos a ser utilizadas en las placas de ELISA. Dicha prueba permitié
establecer los tiempos de incubacién mas eficientes para cada uno de los
anticuerpos. Los resultados obtenidos permitieron establecer sensibilizaciones de
las placas con una concentracién de 50 ug del antigeno por pozo y utilizar las
muestras a una dilucidon de 1:75, asi como reducir los tiempos de incubacién de 6

a 4 horas en comparacion con el WB (Figura 13).
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Figura 14. Prueba de Dot blot: del lado izquierdo se marcan las cantidades que se utilizaron del
antigeno purificado para la deteccion de anticuerpos y del lado derecho se observan las diluciones
del antigeno utilizadas.

8.7 ELISA

Se realiz6 la prueba de ELISA con las condiciones establecidas de tiempo,
concentracion de antigeno y las diluciones de las muestras obtenidas en el
laboratorio realizando todas las muestras por duplicado, y los resultados se

muestran en el Cuadro 1 y de forma grafica en la figura 17.

Cuadro 2. Resultados de la prueba de ELISA para la deteccién de anticuerpos contra el VNPI en
truchas arcoiris de los grupos vacunados y no vacunados utilizados durante el experimento

No
vacunados | Vacunados
Negativos 66 8
Positivos 3 35
Total 69 43
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Todas las muestras del grupo de animales no vacunados fueron identificadas
como negativas, ya que los titulos obtenidos se encontraron por debajo del punto
de corte establecido; mientras que las muestras pertenecientes al grupo de
animales vacunados sus valores de absorbancia estuvieron por encima del punto
de corte (PC = 0.0750 DO) y en 38 muestras las cuales se identificaron como

positivas al ELISA como se observa en la figura 14.

Animales vacunados

0.08 -

PC=0.0750 (DO)

0.06 -

m Positivos

0.02 -

0 rrrrrrrTrrTrTrT T T T T T T T T T T TT T T TTTTTTTTTTTTTTTTTTTT

1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 31 34 37 40 43

Figura 15. Resultados obtenidos de las muestras de suero de animales vacunados con el VNP, el
punto de corte se obtuvo en 0.0750 DO (densidades opticas), de las 43 muestras de los animales
vacunados 38 fueron positivas ya que sus valores se encontraron por encima del punto de corte
establecido.

Se realiz6 el analisis estadistico de todas las muestras, para lo cual se agruparon
en dos grupos: verdaderos negativos y verdaderos positivos los cuales fueron
determinados por el punto de corte de la prueba de ELISA (PC = 0.0750 DO); el
estudio se realizdé sobre un total de 112 muestras y de las cuales 21 muestras
fueron verdaderas negativas, y 38 muestras fueron consideradas como
verdaderas positivas las cuales se pueden observar en la Tabla de contingencia

sefalada como cuadro 2.
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Cuadro 2. Tabla de contingencia que sefala el total de animales utilizados los cuales fueron 112 y
de estos 35 son considerados animales verdaderos positivos, 8 animales se consideran como
falsos negativos, 3 animales se consideran falsos positivos y 66 animales son considerados como
verdaderos negativos; indicando una sensibilidad del 81% de la prueba (35/43=81) y una
especificidad del 95% (66/69=95).

ESTADO DE LOS ANIMALES
Prueba de Animales Animales
ELISA vacunados NO vacunados Total
Positivos 35 3 38
Negativos 8 66 74
Total 43 69 112

Figura 16. Resultados de los grupos no vacunados y vacunados utilizados en el experimento para
determinar la presencia de anticuerpos en los peces inmunizados, de color azul se observan las
muestras verdaderas negativas y en color rojo se encuentran las muestras identificadas como

verdaderas positivas.
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Los resultados de la desviacion estandar de los dos grupos analizados nos indica
que el grupo de verdaderos negativos presenta la menor variabilidad comparado
con el grupo de verdaderos positivos que tiene una mayor variabilidad entre sus
muestras. La prueba de T determino que existe una diferencia estadisticamente
significativa (P<0.05) entre los grupos verdaderos positivos y verdaderos

negativos.
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9) Discusién de los resultados

La finalidad de la presente investigacion fue dar a conocer una nueva alternativa
para la deteccion de anticuerpos en truchas arcoiris inmunizadas
experimentalmente con el VNPI, enfermedad virica muy contagiosa de los peces
jévenes que puede afectar a una considerable parte de la produccién acuicola, no
s6lo en un pais, sino a nivel mundial. En 2014 un estudio realizado por el
Laboratorio de Salud Animal Acuatica de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia (FMVZ) y la Universidad Autonoma del Estado de México (UAEM)
estimé que esta enfermedad tiene una prevalencia general del 19.8% este
resultado sugiere que la enfermedad de la NPI es un virus que actualmente esta
presente en el cultivo de peces en México, por lo que es necesario reforzar los
meétodos de deteccion y prevencidn tomando en cuenta la alta dependencia que
existe en la importacién de huevo oculado de trucha (Ortega y colaboradores,
2015).

Con el fin de implementar técnicas de prevencion y control, y evitar la
diseminacion del virus, es necesario contar con métodos de diagndstico que sean
rapidos y sensibles. Los métodos rapidos son deseables en la fase aguda de la
infeccion, mientras que métodos sensibles son necesarios para la deteccion de los
virus durante la fase de portadores. Los métodos para el diagndéstico de
enfermedades virales pueden ser catalogados en dos grupos, aquellos que miden
o detectan la presencia del virus y aquellos que detectan respuesta inmune en el
hospedero (anticuerpos). A pesar del desarrollo de nuevas técnicas de diagndstico
de las enfermedades virales mediante la demostracion del agente o su material
genético, actualmente es necesario contar con técnicas que indiquen la respuesta
del hospedero ante los patégenos. Un elemento a considerar en los programas de
prevencion y control de la enfermedad de la NPI, asi como, en el desarrollo de
vacunas y estudios epidemiologicos, es el conocimiento de la dinamica que

presentan los diferentes serotipos virales en las poblaciones de animales
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afectados (Fernandez — Carriel, 2005). Lo anterior es mas importante si se
considera la amplia variacion genética del VNPI, los cuales presentan diferencias
de patogenicidad, especie a la cual afecta, entre otros. El tener un método de
diagnostico confiable y temprano, permitira la deteccion de la enfermedad de
manera oportuna para tomar las medidas necesarias para la contencion de la
enfermedad. La prueba de ELISA permite identificar moléculas como hormonas y
proteinas; se basa en las interacciones quimicas entre antigeno/anticuerpo vy
enzima/sustrato que dara como resultado una coloraciéon especifica, la cual se
analiza por métodos de espectrofotometria para indicar la presencia de

anticuerpos y una cuantificacion aproximada (Milne y colaboradores, 2006).

Durante el periodo de aclimatacion y previo a la vacunacion los peces se
observaron clinicamente sanos condicién confirmada a través de un muestreo
realizado a 30 peces tomados al azar tamafio de muestra utilizado en otros
estudios de caracteristicas similares (Mansilla, 2002; Cristi, 2003). EI cambio de
conducta presentado por los peces durante el periodo previo a la vacunaciéon se
explica por el estrés del traslado y cambio en las condiciones ambientales como

describe Taksdal y colaboradores, 1998.

Después de la vacunacién los peces se observaron letargicos debido a la
anestesia con MS — 222 recuperandose rapidamente. La tricaina principio activo
del anestésico, posee la propiedad de recuperar a los individuos de forma rapida y
no producir impacto sobre el consumo de alimento. La via de inoculacion
intraperitoneal, asegura el ingreso y la cantidad deseada del in6culo y ha sido el
método de eleccion en estudios previos (Mdller, 2001; Mansilla, 2002; Cristi,
2003). Sin embargo esta via provoca un quiebre artificial de las barreras naturales
de defensa, condicién que no se puede reproducir en la dinamica de la infeccion,

ya que estimula solo la respuesta inmune activa de los peces.

En este estudio se implementé la metodologia de un ELISA para la deteccién de

anticuerpos contra el VNPI. Para evaluar la prueba se realiz6 un suero
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hiperinmune y el antigeno de trabajo utilizado se obtuvo a partir de una cepa
nativa de México, donada por la Dra. Celene Salgado del CIESA-UAMéx. Ambos
fueron evaluados a través del Dot blot para determinar la concentracion de
antigeno y la dilucion de los sueros con las que se realizé la prueba de ELISA, asi
como ajustar los tiempos y temperaturas requeridos durante las distintas
incubaciones de la prueba, una metodologia similar fue descrita por Olsen, 2008.
Por otra parte, el riesgo de contaminacién a lo largo de la prueba es muy bajo

siempre y cuando se realicen buenas practicas de laboratorio.

Los resultados que se obtuvieron de la prueba de ELISA revelaron que la prueba
presento una sensibilidad del 81% y una especificidad del 95%, el grupo de los
animales vacunados presento mayor varianza, debido a la presencia de animales
que fueron identificados como negativos por la prueba aun y cuando fueron
vacunados. Se esperaba que la prueba presentara una sensibilidad como minimo
del 90% o con resultados similares a los reportados por Milne y colaboradores en
2006.

La sensibilidad se encuentra por debajo de lo que se hubiese esperado para esta
prueba, probablemente el resultado se ve afectado por utilizar una cantidad sub-
optima de muestras (Altman y colaboradores, 1994) o bien por alguna de las

vacunas utilizadas durante la vacunacion de los animales.

Los resultados son dependientes de los factores que interactuan durante el
experimento y son exclusivos a los diferentes modelos utilizados. En estudios
similares (Rodak, 1998; Milne, 2006 y Wilson, 2014) se han obtenido diferentes
resultados con distintos productos y en diferentes ambientes, dificultando la
comparacion entre ellos. La estandarizacion de un método experimental que
permita comparar diferentes resultados aparece como un desafio, dada la

cantidad de factores relacionados.

Cabe mencionar que en comparacion con otras técnicas, como |la
seroneutralizaciéon en cultivo celular que requiere de laboratorios y personal

especializados, materiales costosos y de un periodo que va de las 72 a las 120
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horas para su realizacion, la prueba de ELISA aqui estandarizada requiere en

promedio 6 horas para llevarla a cabo (Rodriguez S y colaboradores, 2005).

La repetibilidad y reproducibilidad de los resultados aqui descritos, se confirmaron

con la realizacion de cuatro ensayos independientes.
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10) Conclusiones

Este estudié demostré que la ELISA puede ser una alternativa para la deteccion
de anticuerpos en contra del VNPI en muestras de sueros de animales expuestos
al antigeno viral de forma experimental, teniendo asi un reconocimiento
provisional, para poder llevar acabo la validacion de la prueba se recomienda
complementar el estudio utilizando mas muestras a medida que se dispongan de
ellas y el uso de muestras de animales de campo que se sabe que son positivas y

negativas.

El ensayo demostrd ser sensible en la deteccion de anticuerpos en los animales
utilizados para la produccién del suero hiperinmune a partir de los 17 post

infeccion.

En el caso de las muestras de los animales vacunados se recomienda evaluar la
eficacia de las distintas vacunas utilizadas sobre todo si son experimentales con la
finalidad de obtener la produccidén de anticuerpos esperada y que las muestras
puedan ser evaluadas a través de esta prueba o bien utilizar una vacuna
comercial. También se recomienda utilizar la prueba de seroneutralizacién para la

evaluacion de muestras que se consideren falsas negativas.

El ensayo establecido aqui, puede ser una alternativa para la vigilancia activa del
virus en explotaciones truticolas, en organismos de cualquier edad tomando en
cuenta las observaciones ya mencionadas y teniendo en cuenta que esta prueba
no reemplaza la prueba de oro para el diagndstico de la enfermedad pero puede
ser utilizada como una prueba rapida tomando en cuenta que es una prueba

relativamente barata.
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11) ANEXOS

ANEXO 1

Soluciones generales

o Buffer Salina Fosfatos (PBS) 1X pH 7.2

Diluir en 900 mL de agua destilada y desionizada: NaCl 8.0g, K;HPO,4
1.21g, KH,PO4 0.34g. Ajustar el pH a 7.2 y aforar a 1000 ml.

ANEXO 2

Soluciones para los geles de poliacrilamida (PAGE)

e Solucion stock de Acrilamida-Bisacrilamida
v" Acrilamida 146g
v" N’N’-metilen-bis acrilamida 4g
Diluir en 500 mL de agua destilada y desionizada, filtrar y almacenar a 4°C
en un frasco ambar protegido de la luz.

e Buffer Tris-HCI 1.5 M pH 8.8
Disolver 54.45 g de Tris base en 150 mL de agua desionizada. Ajustar el pH
a 8.8 con HCl y aforar a 300 mL. Almacenar a 4°C.

e Buffer Tris-HCI 0.5 M pH 6.8
Disolver 6.0 g de Trizma base en 60 mL de agua destilada. Ajustar el pH a
6.8 con HCl y aforar a 100 mL. Almacenar a 4°C.

e SDS 10%
Disolver 10g de SDS en 60 mL de agua disolver completamente. Dejar que
se disuelvan las burbujas generadas por el SDS y entonces aforar a 100
mL. Almacenar a temperatura ambiente.

e Persulfato de amonio 10%
Disolver el 100 mg de persulfato de amonio en 1 mL de agua destilada.
Esta solucién se prepara al momento de usarse, no almacenar.

o Buffer de muestra 2X
v 625 mM Tris-HCI pH 6.8, 20% glicerol, 2% SDS, 5% B-
mercaptoetanol.
v' 0.4mL Azul de bromofenol 0.5%
v 1.6mL Glicerol
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v 3mL  Agua destilada

v 1mL  Tris-HCI pH 6.8
v 1.6 mL SDS 10%

v 0.4mL B-mercaptoetanol

o Buffer de corrida 5X

v Buffer 1X= 25 mM Tris, 192 mM glicerol, 0.1% SDS, pH 8.3

v’ 40g Tris base

v’ 216g Glicina

v 15g SDS
Disolver en 2 L de agua destilada y después ajustar a 3 L. No ajustar el pH
con acido o base. Si se precipita, calentar a 37°C antes de usarse. Para
usar en la corrida preparar a 1X, para esto diluir 300 mL de este buffer stock
en 1.2 L en agua destilada.

e Colorante Azul de Coomasie para PAGE

v' Agua bidestilada................................ 227mL
v" Metanol absoluto.................coceiiini, 227mL
v Acido acético glacial........................... 45mL

v Coomasie R250.........cccceiiiiiiiiiiienn. 1.25¢

Disolver el colorante con agitacion y almacenar en frasco ambar. El reactivo
es estable y reciclable en estas condiciones.

e Solucion decolorante para PAGE.

v Agua bidestilada.......................... 227mL
v' Metanol absoluto..................ccoeeennne. 227mL
v Acido acético glacial........................... 45mL

El reactivo es reciclable filtrandolo en carbdon activado, este se desecha
cuando ya tiene una coloracidon azul. El gel se sumerge en el reactivo en
agitacion constante, tapando el recipiente para evitar que se evapore la
solucién. Hacer cambios constantes del mismo.

ANEXO 3

Soluciones parala prueba de Western blot

e Buffer de transferencia
Buffer de corrida para geles PAGE 1X 'y metanol 20%

e Buffer de bloqueo.
v' 3% Leche descremada.......................... 3g
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vV 0.2% Tween 20........ccooiiviiiiiiiiiiiene 200pL

Vo PBS X i, 100ml
Buffer de lavado

vV 0.2% Tween 20........ceveieiiiiiiiiiiiiiaeeean 2mL

Vo PBS . 1L
Buffer de dilucién

v' 1% Leche descremada .......................... 19

v Bufferdelavado..............ccoeiiiiiiiinen. 100mL

Revelador de peroxidasa.
v" 30 mg de 2,4 diaminobencidina
v' 60 mL de PBS
Y 30 IJL H202

Preparar al momento de usar.

ANEXO 4

Soluciones para la prueba de ELISA

Buffer de carbonatos bicarbonatos (antigeno) pH 9.6

Diluir en 300 mL de agua destilada y desionizada: bicarbonato de sodio
22.6g, y carbonato de sodio anhidro 9.1g. Ajustar el pH a 9.6 y aforar a 500
mL. Almacenar en refrigeracion.

Buffer salino fosfatos (PBS) 1X pH 7.2
Diluir en 900 mL de agua destilada y desionizada: NaCl 8.0g, K;HPO,4
1.21g, KH,PO4 0.34g. Ajustar el pH a 7.2 y aforar a 1000 ml.

Buffer de lavado (PBS-TWEEN 20 al 0.2%)
Diluir en 1L de PBS 2 mL de Tween 20. Agitar vigorosamente y almacenar a
temperatura ambiente.

Buffer fosfato — citrato
NOTA: para 50ml, pH 5.0

Diluir 0.7296g de fosfato de sodio dibasico en 200 mL de agua y
desionizada, una vez disuelto aforara a 25.7mL. Por otra parte, diluir
0.51069g de acido citrico y aforar a 24.3mL de H;O. Mezclar ambas
soluciones y almacenar en refrigeracion. Verificar que el pH sea de 5.

Solucién de revelado
Preparar al momento de su uso.
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Mezclar 12.5 mL de buffer de citratos, 1 tableta de 5 uyg OPD (Sigma)y 5 ul
de peroxido de hidrégeno.

Acido sulfarico 2N

Para preparar 200 mL tomar 33 mL de H,SO, (H.SO, M, PM 98.08,
pureza 97.6%) y agregarlos a un matraz con 167 mL de agua destilada.
Transferir la solucion a un frasco ambar y almacenar a temperatura
ambiente protegido de la oscuridad.

Nota: nunca poner primero el acido y después el agua en el matraz ya que
la reaccion es altamente exotérmica. Esta solucién es altamente corrosiva
por lo que debe tenerse mucho cuidado con su manejo y ademas desechar
el producto de la mezcla directamente a la basura, ya que puede corroer las
tarjas del laboratorio.
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12) Lista de abreviaturas

DO: Densidad oéptica

CN: Control negativo

CP: Control positivo

INIFAP: Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias
NPI: Necrosis Pancreatica Infecciosa

PAGE: Gel de poliacrilamida para electroforesis

PC: Punto de corte

SFB: Suero fetal bovino

VNPI: Virus de la Necrosis Pancreatica Infecciosa
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