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@ Resumen:

Vacuna anti- Enterococcus sp. (ET-2) para la pre-
vencién de la enfermedad enterococosis del roda-
ballo (cultivado en agua de mar), y procedimiento
de obtencién. (Cepas depositadas en la Coleccién
Espafiola de Cultivos Tipo con referencias CECT
4779 y 4779). La vacuna, disefiada para prevenir
la enterococosis del rodaballo, producida por el mi-
croorganismo FEnterococcus sp., se caracteriza por
incluir en su composicién, ademas de las células bac-
terianas, sus productos extracelulares. El procedi-
miento de administraciéon de la vacuna es de apli-
cacién en acuicultura.
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DESCRIPCION

Vacuna anti- Enterococcus sp. (ET-2) para la
prevencion de la enfermedad enterococosis del ro-
daballo, y procedimiento de obtencion.

La presente patente de invencién estd desti-
nada a dar a conocer la primera vacuna para pro-
teger contra la enterococosis el rodaballo culti-
vado en agua de mar, asi como su procedimiento
de obtencién.

La enterococosis, producida por Enterococcus
sp., fue diagnosticada por primera vez en roda-
ballo cultivado en Galicia en 1992. Desde 1993
esta enfermedad se ha convertido en el principal
problema patolégico en un gran nimero de pisci-
factorias de rodaballo, produciendo importantes
pérdidas econémicas (Toranzo y col., 1994: Bu-
lletin of the European Association of Fish Patho-
logists, 14: 19-23). Las cepas de Enterococcus sp.
aisladas en Galicia son muy homogéneas tanto fe-
notipica como serolégicamente, no pudiendo esta-
blecerse biotipos ni serotipos. La quimioterapia
no es efectiva en el control de esta enfermedad,
por lo que no era posible el tratamiento de la
misma. Es de especial importancia, por tanto,
el contar con vacunas efectivas para prevenir las
mortalidades producidas por este patégeno (To-
ranzo y col., 1995: Congreso Nacional de Acui-
cultura, San Carles de la Répita).

Las cepas de Enterococcus sp. empleadas en
esta vacuna son RA-99.1 y AZ-12.1, ambas ais-
ladas en Galicia a partir de distintos stocks de
peces. Estas cepas han sido depositadas por
los inventores de esta patente en la Coleccién
Espanola de Cultivos Tipo, con referencias CECT
4779 y 4778, respectivamente. Ambas presentan
las caracteristicas tipicas del Género Enterococcus
siendo cocos Gram positivos, inméviles, anaero-
bios facultativos, con un rango de temperatura
de crecimiento entre 10 y 37°C, capaces de cre-
cer con concentraciones del NaCl hasta un 6.5%
y a pH 9,6. Ademas, en la formulacién vacunal
se han incluido los productos extracelulares de las
cepas, caracterizados por un alto contenido pro-
teico pero sin actividad enzimética detectable.
Preparacion

A partir de preinéculos en fase logaritmica
de crecimiento se inoculan matraces de dos litros
conteniendo un litro de medio de cultivo caldo
triptona de soja (TSB del inglés: Tryptone soy
broth: triptona 17 g/L; peptona de soja 3 g/L;
glucosa 2,5 g/L; fosfato bipotdsico 2,5 g/L; clo-
ruro sédico 10 g/L; pH 7,3 £+ 0,2) suplementado
con extracto de levadura (10 g/L).
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La incubacién se realiza a 30°C durante 48
horas. A las 24 horas, se afiaden a cada ma-
traz 10 mL de NaOH 1 N para evitar que la
acidificacién del medio producida por las ce-
pas impida el 6ptimo crecimiento de las mis-
mas. Cuando el cultivo alcanza una densidad
6ptica de 1 (Absorbanciasgg)(aproximadamente
100 células/mL), se le afiade formol a una con-
centracién final de 0,35% para matar las bacte-
rias, y se mantiene durante tres horas mdas en
agitacion, al cabo de las cuales se transfieren a
4°C. Las dos cepas empleadas se mezclan en pro-
porcién del 50%.

Paralelamente, las mismas cepas se siembran
sobre placas (25 x 25 cm) con el mismo medio
de cultivo sélido (Triptona soja agar suplemen-
tado con extracto de levadura), incubando a la
misma temperatura durante 48 horas. Al cabo
de ese tiempo a cada placa se le anaden 5 mL
de formol al 35%. Las células muertas se reco-
gen con una espatula estéril, lavando con tampoén
fosfato (PBS)-formol (PBS-formol: CINa 8 g/L,
CIK 0,3 g/L, PO4HNay 0,73 g/L, PO4HK 0,2
g/L, formol 0,35%; pH 7,4). Esta fraccién, rica
en productos extracelulares, se diluye hasta una
densidad dptica de 1 (Absorbanciasgg) Y se anade
al cultivo liquido inactivado en una proporcién
1/10.

/ El control de esterilidad se lleva a cabo sem-
brando la mezcla vacunal en placas de TSA-EL
y en tubos de tioglicolato, incubando durante 72
horas a 25 y 37°C, respectivamente.

El control de especificidad se realiza mediante
aglutinacién en portaobjetos, utilizando como
antigeno las células enteras empleadas en la fa-
bricacién de la vacuna.

El producto debe ser conservado a 4°C hasta
su utilizacién.

Modo de administracion

Esta vacuna debe administrarse por inyeccion
intraperitoneal. Para ello, se inoculan los peces
con 0,1-0,2 mL/pez (dependiendo del peso del
pez) de mezcla vacunal sin diluir.

Las cepas de Enterococcus sp. empleadas en
esta vacuna son RA-99.1 y AZ-12.1, ambas ais-
ladas en Galicia a partir de distintos stocks de
peces.

La eficacia de esta vacuna fue evaluada en ro-
daballo tanto a escala de laboratorio como a es-
cala de campo. La potencia, expresada como Por-
centaje de Supervivencia Relativa (RSP) ha sido
superior al 85%), manteniéndose dicha proteccién
durante al menos 1 afio, con los mismos valores

de RSP.
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REIVINDICACIONES

1. Cepas de Enterococcus sp. AZ-12.1 y RA-
99.1, aisladas en Galicia y depositadas en la Co-
leccién Espanola de Cultivos tipo con referencia
CECT 4778 y 4779, respectivamente.

2. Vacuna anti- Enterococcus sp. para comba-
tir la enterococcosis de rodaballo compuesta por
las células inactivadas por formol y los productos
extracelulares de las cepas CECT 4778 y 4779 de
este microorganismo.

3. Procedimiento para la preparacién de la va-
cuna de la reivindicacién 2, caracterizado por
el cultivo de las células bacterianas en cultivos
liquidos de medio caldo triptona soja (TSB) su-
plementado con extracto de levadura y su inac-
tivacion con formol a una concentracion final del
0,35%, durante 4 horas a temperatura ambiente.

4. Procedimiento segun la reivindicacién 3,
caracterizado porque la concentracién final de
células bacterianas en la preparacién vacunal es
de 1019 células/mL.
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5. Procedimiento segun las reivindicaciones 3
y 4, caracterizado por que la proporcion final de
mezcla de ambas cepas en la vacuna es del 50%.

6. Procedimiento para la preparacién de la va-
cuna de la reivindicacién 2, caracterizado por-
que la obtencién de los productos extracelulares
se realiza en placas de medio triptona soja agar
y su inactivacién se lleva a cabo por tratamiento
con formol a una concentracién final del 0,35%,
durante 4 horas a temperatura ambiente.

7. Procedimiento seguin la reivindicacion 6,
caracterizado porque la concentraciéon de pro-
ductos extracelulares se ajusta a una densidad
6ptica de 1 (Absorbanciasgg) y porque su pro-
porcién de mezcla con las células inactivadas es
de 1/10.

8. Procedimiento de administracion de la va-
cuna de la reivindicacién 2, caracterizado por-
que la vacuna se administra por inyeccién intra-
peritoneal a los rodaballos, con dosis de 0,1 mL,
en peces menores de 20 g, o 0,2 mL, en peces
mayores de 20 g.
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