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La corvina (Argyrosomus regius) es una especie con gran potencial de desarrollo en el sector La cepa de V. anguillarum utilizada fue aislada de una epizootia natural. Se prepard una vacuna autégena con bacterina
acuicola, debido a su elevada tasa de crecimiento. Uno de los aspectos menos conocidos de inactivada con formalina, emulsionada con MONTANIDE ISA 763A VG (SEPPIC). Los peces se inmunizaron mediante
esta especie es el funcionamiento de su sistema inmunitario (1). Los principales patégenos inyeccion intraperitoneal (ip.) (1 x 10° UFC/pez). Se extrajeron muestras de sueroalos 0, 3, 7, 15, y 30 dias post-
descritos en el cultivo de la corvina incluyen bacterias (Vibrio spp., Photobacterium sp., vacunacion. La eficacia de las vacunas se analizé mediante inoculacién ip. a los 30 dias post-vacunacidn con una
Tenacibaculum sp.) y parasitos (2). En Espana, Vibrio anguillarum ha causado brotes en dosis letal de V. anguillarum (5 x 10° UFC/pez). La generacién de hibridomas se realizé de manera similar a la descrita
corvina desde 2005, con tasas de mortalidad de hasta el 30% en ejemplares de 150 g (2, 3). Las para la obtencion de mAbs frente a IgM de lenguado (4). Se obtuvieron 3 mAbs corv1-corv3 que reconocieron la cadena
opciones terapéuticas incluyen el uso de antibioticos (4) y debido a las crecientes pesada de la IgM. La deteccidn de anticuerpos frente a V. anguillarum en el suero se realizé mediante ELISA. Para el
restricciones, el desarrollo de estrategias profilacticas como la vacunacion, resulta analisis por citometria los leucocitos se marcaron con el mAb corv1 o un control de isotipo (anti-Tenacibaculum
fundamental para el control de estas enfermedades. En este trabajo se describe la respuesta maritimum CETGA104, IgG1). Un mes después del reto, los peces supervivientes de los grupos vacunados y controles
inmunitaria de la corvina tras la vacunacion frente a V. anguillarum, asi como la generacion sin vacunar se utilizaron para el analisis de células secretoras de anticuerpos (ASCs) especificos frente a V. anguillarum
de un anticuerpo monoclonal (mAb) frente a la IgM de esta especie. mediante ELISpot. En el ensayo se incluyeron también 4 peces naive (no inmunizados ni retados).
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Desarrollo de mAbs frente a IgM de corvina 1y

Para analizar la generacion de anticuerpos tras la vacunacion frente a la bacteria, se desarrollaron anticuerpos monoclonales (mAbs) frente a la inmunoglobulina de corvina (Fig. 1). Uno de estos anticuerpos,
denominado corv1y especifico frente a la cadena pesada de la IgM, fue caracterizado mediante inmunofluorescencia (IF) y citometria de flujo. Las imagenes de IF de las células marcadas con este mAb revelaron un
perfil caracteristico de células B, consistente con las descripciones de linfocitos B de otras especies de peces (5) (Fig. 2). El analisis por citometria permitio la identificacion de una poblacion de leucocitos IgM* en bazo y

rinon (Fig. 3).
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Fig. 1. WB. Caracterizacion de los mAbs anti-IgM de
corvina. Carril 1: Marcadores de peso molecular. 4 5
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SDS-PAGE en condiciones reductoras y transferencia
a una membrana de PVDF. La proteina transferida se

Fig. 3. Citometria de flujo. Graficos de puntos de la poblacion total de leucocitos de bazo

detecto utilizando los mAbs C?.r\”’ corvZycorv3 (,2 Fig. 2. Inmunofluorescencia. Leucocitos de bazo de corvina incubados con el mAb corv1 (1 pg/ml) y deteccion y rindn de corvina (paneles superiores) representada mediante dispersion frontal y lateral
bg/mL)y un anticuerpo especifico anti-gG de raton con anti-mouse IsG-FITC (verde). Nuicleos tefiidos con DAPI (azul). FSC-A/SSC-A (tamafo/complejidad). Los leucocitos se seleccionaron mediante FSC-
como anticuerpo secundario. H/FSC-A para eliminar dobletes. El marcaje de las células con el mAb corv1 (IgM*) se

detecto utilizando anti-mouse IgG-FITC, y se analizé enfrentando la intensidad de
fluorescenciay el tamano (paneles inferiores).
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Efectividad de la vacuna frente a V. anguillarum y respuesta de anticuerpos
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Un mes después de la inmunizacion de las corvinas frente a V. anguillarum, se evaluo la capacidad de la vacuna ip. para inducir proteccion y generar una respuesta de anticuerpos especificos. La vacuna proporciono
una proteccion total a corto plazo, con un porcentaje de supervivencia relativo (RPS) del 100% (Fig.4). La produccion de anticuerpos IgM frente a V. anguillarum en suero se analizo mediante ELISA, utilizando el mAb
corvl. No se detectaron titulos de anticuerpos IgM especificos antes de la vacunacion ni en fases tempranas de la misma (dias 3y 7). Sin embargo, se observo un incremento significativo en los niveles de IgM a los 15
dias en comparacion con el grupo control, alcanzandose los valores mas elevados a los 30 dias post-vacunacion (p<0,0001) en el grupo vacunado (Fig. 5). Asimismo, se detectaron células secretoras de anticuerpos
(ASCs) un mes despues del desafio en el bazo de los peces supervivientes previamente inmunizados (Fig. 6), mientras que en los peces no inmunizados su presencia fue escasay no significativamente diferente del
grupo naive. En conjunto, estos resultados ponen de manifiesto la importancia de profundizar en el estudio de los distintos mecanismos de respuesta inmunitaria de los peces, asi como en la naturaleza de los
antigenos y la optimizacion de las pautas de inmunizacidon para mejorar la eficacia vacunal.
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Fig. 4. Efectividad de la vacuna. Los peces se retaron con Fig. 5. Produccion de anticuerpos especificos. La vacunacion Fig. 6. ELISpot. Izquierda: anélisis mediante ELISA de los titulos de IgM anti-V. anguillarum en los sueros de los peces
V. anguillarum un mes despues de la vacunaciony se intraperitoneal de corvinas indujo la generacion de anticuerpos utilizados para el anélisis de ASCs. Derecha: Grafico de cajas que muestra el resultado del anélisis de ASCs
analizo la mortalidad durante 30 dias. Se observo un RPS especificos contra V. anguillarum. Perfiles de titulos de IgM anti-V. mediante ELISpot. Recuento de células formadoras de puntos (SFCs) en los grupos de peces control+retados y
del 100% en el grupo de peces vacunados. anguillarum en sueros de peces a los 15y 30 dias después de la vacunados+retados tras un mes del reto (d60 de la vacunacién) en comparacién con un grupo de peces naive que no
inmunizacion. Las muestras de suero se analizaron a una dilucion de s fueron expuestos a la bacteria. Los esplenocitos de corvina (200.000/pocillo) se incubaron en placas pre-recubiertas
1:100. N=10. con extracto de proteina de V. anguillarum durante 3 dias. A continuacion, se lavaron las células y los pocillos se

trataron con el mAb corv1 y anticuerpos anti-IgG de raton-HRP antes del recuento de SFCs, secretoras de anti-V.
anguillarum. N=5.

65613. (3) Haenen, O., B. Fouz, C. Amaro et al. 2013. Workshop Report."B Europ. Ass. Fish Pathol.
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