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Titolo:
Validazione del Lisozima per la Stimolazione dell’Immunità dei Pesci di Allevamento in Trattamento Vaccinogeno

Acronimo:
VALSIPAV

Il controllo delle infezioni batteriche è attualmente uno dei principali problemi dell’acquacoltura a livello industriale a causa degli elevati costi di trattamento e dell’impatto ambientale dei chemioterapici impiegati. Nonostante l’efficacia nel controllo delle principali malattie ittiche, i vaccini sviluppati recentemente, e basati su preparazioni iniettabili, presentano alcuni inconvenienti pratici ed economici (stress, costi elevati, effetti collaterali indesiderati) che hanno limitato una loro ampia diffusione in acquacoltura in Europa ed hanno condotto ad ulteriori sforzi per sviluppare dei sistemi orali di pari efficacia.

Il principale obiettivo di questo progetto consiste nello sviluppo di nuove formulazioni preparate mediante associazione di lisozima da bianco d’uovo a vaccini ottenuti da Vibrio anguillarum e Pasteurella piscida in acquacoltura allo scopo di migliorarne l’efficacia terapeutica, aumentando la loro efficacia vaccinogena orale e riducendo sia i costi del trattamento delle malattie batteriche, sia l’impatto ambientale dei trattamenti antibatterici.

I sistemi di rilascio per antigeni da V. anguillarum e P. piscida verranno preparati secondo procedure GMP al fine di ottenere formulazioni orali di qualità; il lisozima verrà formulato usando opportune matrici incapsulanti.

Verranno investigati i parametri che influenzano il caricamento degli antigeni e del lisozima cosi’ come le proprietà di degradazione dei polimeri usati per l’incapsulazione. Verranno studiate le risposte immunitarie, locali e sistemiche, (umorali e cellulari), nei mammiferi prima e successivamente nella trota iridea e nel branzino dopo vaccinazione con antigeni microincapsulati di V. anguillarum e P. piscida. Gli studi farmacocinetici per valutare la biodisponibilità di lisozima microincapsulato verranno condotti nel branzino. Saranno preparate produzioni pilota di antigeni selezionati e di mangimi addizionati con il lisozima e sarà valutata la loro efficacia in campo sperimentale nella vaccinazione e nel trattamento di vibriosi e pasteurellosi.

Il settore farmaceutico trarrà beneficio dai risultati del progetto nello sviluppo di nuove formulazioni che potranno essere applicate anche ad altre specie animali. L’industria di acquacoltura potrà ridurre notevolmente i costi per il trattamento di malattie e l’impatto ambientale causato dal massiccio uso di farmaci in tali impianti.
Parole chiave:

meccanismo d’azione - farmacologia – immunità - terapia – sperimentale – applicazioni tecnologiche

1. Obiettivi

Il principale obiettivo del progetto è di usare il lisozima per migliorare la risposta vaccinogena alla somministrazione orale di vaccini in acquacoltura in modo da ridurre i costi per il trattamento delle malattie e l’impatto ambientale dei trattamenti farmacologici.

Considerata la biocompatibilità del lisozima per via orale, il settore farmaceutico beneficerà dei risultati del progetto in termini di sviluppo di nuove formulazioni che potranno essere applicate anche ad altre specie animali, includendo queste nuove formulazioni nei mangimi animali.

Lo scopo industriale, economico e sociale del progetto è quello di sviluppare un sistema di rilascio della combinazione lisozima-vaccino con l’obiettivo di:

a) migliorare l’efficacia delle terapie;

b) ridurre i costi del trattamento delle malattie batteriche in acquacoltura;

c) ridurre l’impatto ambientale dei trattamenti in acquacoltura.

Al fine di ottenere prodotti commerciabili, dopo il completamento del progetto di ricerca, le nuove preparazioni richiederanno ulteriori studi in termini di valutazione clinica e di produzione su scala industriale. Il tempo di immissione sul mercato di questi nuovi prodotti può essere stimato in due anni dalla conclusione del progetto. Queste attività complementari possono essere portate avanti da partners (allevatori di pesci ed industrie di mangimi) che saranno coinvolti per le valutazioni sul campo.

2. proposta di lavoro

2.1. Approccio allo studio

2.2.1. Introduzione

Il controllo delle infezioni batteriche e’ uno dei principali problemi che affligge l’industria di acquacoltura per gli alti costi del trattamento e per l’impatto ambientale dei farmaci impiegati.

I vaccini e la vaccinazione giocano un ruolo importante nella prevenzione e nel controllo delle malattie nei pesci. Negli ultimi anni si sono compiuti significativi progressi nello sviluppo di vaccini per il controllo delle principali malattie che colpiscono i pesci di allevamento (Agius et al. 1983; Dec et al., 1990; Newmann, 1993; Ainsworth et al., 1995; Vismara and Giorgetti, 1995). Questi consistono, perlopiù, in preparazioni iniettabili contenenti sostanze adiuvanti. Nonostante questi prodotti siano estremamente efficaci essi presentano alcuni svantaggi pratici ed economici che ne limitano un’ampia diffusione negli allevamenti di acquacoltura europei. I costi, i rischi e gli effetti collaterali indesiderabili dei vaccini somministrati per iniezione sono ampiamente conosciuti (Nordmo and Ramstad, 1997). Ciò conduce a rinnovati sforzi per sviluppare sistemi orali che raggiungano gli stessi livelli di efficacia riducendo i costi, lo stress e gli effetti indesiderabili.

La letteratura riporta che sistemi di rilascio orale sono adatti a proteggere l’antigene nello stomaco del pesce, e a permettere la sua captazione a livello intestinale dove viene processato dalle cellule competenti per evocare una risposta immunitaria protettiva (Agius et al., 1983; Lillehaug, 1989). Attualmente sono disponibili metodologie che permettono di valutare la processazione fisica dell’antigene, dalla sua assunzione all’intestino ed entro gli organi immunocompetenti del pesce (Rombout et al., 1989; Inebi and Horne; Adams et al., 1995; Quentel and Vigneuelle, 1997), e la conseguente risposta immunitaria (Campbell et al., 1993; Adams and Marin de Mateo, 1994; Adams et al., 1995; Mazzolini et al., 1996). Riguardo la risposta immunitaria locale è stato visto che il secondo segmento dell’intestino terminale dei pesci è capace di assorbire antigeni solubili o particellari (Quentel and Vigneuelle, 1997). Il tessuto linfoide associato all’intestino sembra essere coinvolto in una risposta immunitaria intestinale (Rombout et al., 1989; Davidson et al., 1991). Inoltre i titoli anticorpali della mucosa intestinale sono riportati come un indice della risposta immunitaria locale in numerosi pesci (Fletcher and White, 1973; Rombout et al., 1989; Ainsworth et al., 1995). L’esatta natura della risposta immunitaria sistemica in seguito a somministrazione orale non è ancora totalmente compresa. Anticorpi specifici sono stati ritrovati in diverse specie ittiche vaccinate oralmente quali: trote, branzini, pesci gatto e passerini (Fletcher and White, 1973; Agius et al., 1983; Davidson et al., 1991; Ainsworth et al., 1995), mentre altri autori riportano che la vaccinazione orale  non sembra evocare una specifica produzione di anticorpi nel siero (Kawai et al., 1981; Georgopoulou and Vernier, 1986). Dati più recenti suggeriscono che è la natura dell’antigene a condizionare la via immunologica stimolata. In particolare sembrano esserci differenze tra antigeni solubili e particellari (Davidson et al., 1991).

2.2.1.1. Ruolo del lisozima

Numerose osservazioni concorrono a definire la concreta possibilità che a livello del sistema linfatico intestinale sia possibile modulare una risposta immunitaria contro bersagli sistemici quali i foci di sviluppo e crescita patogena. A parte i composti che storicamente hanno costituito e caratterizzato l'eterogeneo gruppo dei modificatori della risposta biologica, attualmente le proteine possono essere considerate il mezzo più efficiente per indurre una risposta immunitaria e per analizzare la fine specificità antigenica delle cellule T immunoregolatorie. In questo contesto, il lisozima da bianco d'uovo di gallina (HEL), una proteina globulare di 14.000 Daltons, rappresenta un antigene ben caratterizzato che, opportunamente processato e presentato in associazione al complesso maggiore di istocompatibilità (MHC) di classe II può evocare l'attivazione delle risposte mediate dai linfociti T cooperanti (T helper) (Oki e Sercarz, 1985; Allen e Unanue, 1984a; Sette et al., 1986; Allen et al., 1984b; Bixler et al., 1985). In particolare, sono state identificate diverse regioni sulla molecola del HEL capaci di modulare le risposte delle cellule T (Oki e Sercarz, 1985; Sette et al., 1986; Bixler et al., 1985), evidenziando che una molecola MHC di classe II ed una semplice proteina globulare possono generare determinanti multipli o ligandi specifici per il recettore della cellula T (Allen et al., 1985). Corrispondentemente, è utile sottolineare come il lisozima da bianco d'uovo di gallina (HEL) sia stato descritto capace di produrre un quadro di immunostimolazione sistemica, sia in modelli sperimentali (Osserman et al., 1973; Reitano et al., 1982; Rinehart et al., 1982; Rinehart et al., 1979; Lemarbre et al., 1981) sia in trials clinici (Inouye, 1987; Vacca et al., 1985; Cartei et al., 1991). Tale quadro è associato, almeno nei mammiferi, ad una interazione con le placche del Peyer (Fukawa et al., 1982; Namba et al., 1981).

2.2.1.2. Ruolo della via orale

Negli ultimi due decenni sono state sviluppate numerose tecniche per l’immobilizzazione di cellule, farmaci ed altre molecole (Poncelet et al., 1993; Poncelet De Smet et al., 1993; Poncelet et al., 1995). Metodologie di immobilizzazione come adsorbimento fisico, intrappolamento, legame ionico e covalente e microincapsulazione mediante estrusione o emulsione, presentano differenti potenziali applicativi (Poncelet et al., 1993). L’incapsulazione e le tecniche di rilascio sono volte all’utilizzo di polimeri non tossici che formano strutture geliformi come i polisaccaridi (Poncelet De Smet et al., 1993; Bowersock et al., 1996; Chun et al., 1996). I polisaccaridi naturali come amido, (-carragenano, alginato, agar, agarosio e chitosano presentano il vantaggio di essere biocompatibili e adatti alla composizione di mangimi. Contrariamente ai mammiferi, ci sono molti pochi esempi di applicazioni di polisaccaridi naturali per microincapsulazione di vaccini e farmaci in acquacoltura (Eggset et al., 1995). I limitati risultati riportati per la vaccinazione orale di salmonidi con antigeni incapsulati in poli (DL-lattato-co-glicolide) o nel copolimero degli acidi acrilico e metacrilico (Eudragit) sono inoltre controversi (Piganelli et al., 1994).

Con questo progetto proponiamo l’utilizzo del lisozima addizionato a tecniche di microincapsulazione con polimeri al fine di produrre sistemi di rilascio orali per vaccini contro Vibrio anguillarum e Pasteurella piscida per il trattamento delle malattie dei pesci in acquacoltura.

2.3. Argomento dello studio.

Saranno testate le proprietà e l’antigenicità di differenti formulazioni di antigeni da Vibrio anguillarum e Pasteurella piscida da soli ed associati con il lisozima.

La variabilità antigenica è spesso citata come una causa di variazione passando dagli studi di laboratorio al campo applicativo sperimentale. Si propone pertanto di utilizzare antigeni ben identificati, provenienti ad esempio da Vibrio anguillarum e Pasteurella piscida, importanti patogeni di molte specie ittiche, per lo sviluppo di nuovi sistemi di rilascio.

(Verranno preparate formulazioni con veicoli diversi per proteggere gli antigeni ed il lisozima. Saranno studiati i parametri fisici, chimici e biologici, correlandoli con le caratteristiche degli antigeni, del lisozima e delle diete ittiche.

(Saranno sviluppate diverse tecnologie di incapsulazione. Verranno valutati il caricamento di antigeni e del lisozima e la preservazione dell’antigenicità e dell’attività muramidasica ed immunomodulante.

(Saranno misurati l’uptake di antigene microincapsulato, la risposta in funzione della dose e la risposta immunitaria. In particolare saranno studiate le risposte immunitarie locali e sistemiche.
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3. METODI

Nel progetto vengono considerati due gruppi di sostanze per il trattamento della vibriosi e della pasteurellosi nei pesci: 

- antigeni (preparati da Vibrio anguillarum e Pasteurella piscida)

- lisozima (lisozima da bianco d’uovo di gallina)

La vaccinazione e il trattamento con antibiotici saranno condotte in due tipi di pesci: trote e branzini.

3.1. Animali

Topi inbred del ceppo CBA, maschi del peso di 25±2 g e di età compresa tra 2 e 3 mesi, ottenuti da un allevamento locale, organizzato in accordo con le procedure per il mantenimento di colonie consanguinee e secondo i criteri proposti dalla legge sulla sperimentazione animale in vigore (DL 120 del 21 gennaio 1992) presso lo stabulario della Università degli Studi di Trieste. Il prelievo dei campioni verrà effettuato entro 5 min dalla soppressione degli animali mediante dislocazione cervicale.

3.2. Linfociti

Verranno utilizzate popolazioni linfocitarie ottenute dai linfonodi inguinali (popolazione ricca di linfociti T), dalle placche del Peyer (popolazione ricca di linfociti B) e dalla milza (popolazione mista di linfociti T e B).

3.3. Macrofagi

Verranno utilizzati macrofagi ottenuti da lavaggio peritoneale sia in condizioni di base (popolazione di macrofagi residenti) sia in condizione di stimolazione mediante caseina (popolazione arricchita di macrofagi).

3.4. Cellule del midollo osseo

Verranno utilizzate cellule di midollo osseo ottenute dal femore di animali sani, mediante lavaggio della cavità dell’osso con un appropriato mezzo di coltura.

3.5. Trattamento degli effettori immunitari

Le popolazioni immunitarie selezionate verranno esposte a concentrazioni crescenti della sostanza in esame, scelte opportunamente per coprire un intervallo di almeno tre logaritmi tra la dose minima e quella massima, per tempi variabili di 1-4 h. Ciascuna dose ed ogni tempo selezionati verranno testati in triplicato e con ripetizione dell’esperimento in almeno due periodi stagionali separati. Ad ogni concentrazione e ad ogni tempo impiegati verranno allestiti paralleli gruppi di controllo non trattati o trattati con mitogeni specifici per i linfociti T (Concanavalina A) e B (LPS) o per i macrofagi (LPS o IFN-).

Le popolazioni immunitarie trattate e di controllo verranno anche sottoposte, con la scelta di tempi opportuni, ad ulteriore stimolazione con mitogeni per determinare il grado di induzione (o inibizione) della proliferazione, differenziazione ed attivazione ottenuti.

Nel caso dei linfociti, lo studio sarà anche esteso alle risposte dei corrispondenti blasti (ottenuti mediante opportune concentrazioni di Concanavalina A ed LPS) delle due sottopopolazioni T e B, ed alle cellule NK selezionate in vitro da splenociti ottenuti ex vivo.

3.6. Determinazione delle risposte

Le risposte delle cellule immunitarie verranno misurate secondo test standard sia mediante reazioni colorimetriche quantificabili attraverso letture spettrofotometriche sia mediante utilizzo di tecniche di citometria a flusso, mediante impiego di un citometro laser. Analisi istologiche su strisci e citospin verranno condotte separatamente per le valutazioni qualitative che si renderanno necessarie.

3.7. Proliferazione

La capacità proliferativa in vitro dei linfociti verrà esaminata mediante il test della Solforodamina B, mediante analisi del legame alle proteine intracellulari con isotiocianato di fluoresceina e mediante studio del ciclo cellulare. L’analisi della capacità clonogenica delle cellule di midollo osseo (CFC Assay) viene utilizzata quale misura di eventuali attività tossiche (inibizione della capacità proliferativa o induzione di apoptosi) delle sostanze in esame.

3.8. Differenziazione

La differenziazione cellulare verrà studiata in citometria a flusso mediante impiego di opportuni marcatori di membrana, legati a sostanze fluorescenti, capaci di interagire con antigeni specifici e caratteristici dei diversi stadi di maturazione e differenziazione delle popolazioni cellulari esaminate.

3.9. Attivazione

Il grado di attivazione verrà esaminato mediante studio della capacità adesiva a bersagli corpuscolati e attraverso lo studio del rilascio di citochine. Nel caso dei macrofagi, in aggiunta a quella di TNF, verrà anche esaminata la produzione di H202.

3.10. Analisi statistica.

I dati saranno sottoposti ad analisi statistica computerizzata per mezzo del t-test per dati raggruppati e dell’analisi della varianza con il test Student-Newman-Keuls. L’analisi dei dati relativi alla sopravvivenza verrà condotta con il test di Kaplan-Meyer. Saranno ritenuti validi risultati con p<0,05.

3.11. Studi sugli animali.

Gli studi che richiedono l’utilizzo di animali saranno condotti in accordo con quanto stabilito in “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”. DHHS Publ. No (NIH)86-23. Bethesda, Md: NIH, 1985.

3.12. Tecnologie farmaceutiche.

Il metodo di microincapsulazione prescelto è per dispersione sia mediante estrusione, sia mediante emulsificazione. Le matrici gelificate verranno preparate per gelificazione interna o esterna, per mezzo del metodo della goccia o per mezzo di stampi. I metodi di gelificazione cosi’ come le metodologie basate sullo spray-drying e spray-congealing saranno usate anche in combinazione con gli ultrasuoni. 

La microincapsulazione verrà ottenuta usando un solo tipo di polisaccaridi o una miscela di polimeri. In funzione della matrice incapsulante la tecnica sarà condotta per dispersione, estrusione o emulsificazione. Le matrici di geli si formeranno per gelificazione interna o esterna, con il metodo della goccia o con l’ausilio di stampi. Il metodo di gelificazione per emulsione interna sarà usato per preparare le microcapsule con polimeri ionotropici. La compatibilità di ogni antigene ed antibiotico con la matrice polimerica e con gli adiuvanti sarà controllata e saranno confrontati i risultati ottenuti con differenti metodologie al fine di identificare le migliori condizioni per un’applicazione su larga scala.

Il caricamento ed il rilascio dell’antigene dalle matrici polimeriche e le proprietà di degradazione dei polimeri usati per l’incapsulazione saranno valutati mediante studio della composizione chimica, del peso molecolare e della concentrazione delle matrici di microincapsulazione, del loro comportamento di rigonfiamento e della stabilità chimica in presenza di tamponi.

3.13. Studi sui pesci.

Saranno studiate le risposte immunitarie locali e sistemiche (cellulari e umorali) e l’efficacia delle formulazioni di V. anguillarum prodotte dal laboratorio di Ittiopatologia della sede di Udine dell’Istituto Zooprofilattico delle Tre Venezie. Gli esperimenti in vasca saranno condotti in condizioni standardizzate utilizzando un ceppo virulento di V. anguillarum. Verrà monitorata la captazione dell’antigene nella parte terminale dell’intestino dopo vaccinazione (per iniezione peritoneale, cateterizzazione anale o somministrazione orale di antigene incapsulato o non) a vari livelli di dose. Ciò sarà affiancato da metodi immunoistochimici utilizzando anticorpi monoclonali anti-V. anguillarum. La risposta immunitaria locale sarà misurata tramite il titolo anticorpale di anticorpi specifici nell'’intestino dei pesci vaccinati. La risposta immunitaria sistemica alla vaccinazione anti-V. anguillarum sarà determinata dal livello di specifici anticorpi nel siero, misurati con test ELISA, dal livello di lisozima serico, e dall’attività fagocitaria dei leucociti.

Il rilascio degli antigeni microincapsulati nell’intestino, dopo somministrazione orale o cannulazione anale, in trote e branzini, verrà studiato con metodi immunoistochimici utilizzando un antisiero di coniglio anti V. anguillarum e P. piscida.

3.14. Protocolli per mangimi medicati.

Saranno sviluppati i protocolli per addizionare antigeni e lisozima microincapsulati ad un mangime che soddisfi completamente i requisiti nutrizionali dei pesci, per permettere la conduzione dei test previsti. Sarà valutata l’efficacia degli antigeni associati al lisozima microincapsulati in campo sperimentale, mediante studio della vaccinazione e dell’efficacia degli antigeni microincapsulati di V. anguillarum nella trota e nel branzino. Gli esperimenti verranno condotti in condizioni di sfida standardizzate utilizzando ceppi virulenti di V. anguillarum. 

4. Fasi e prodotti del progetto

4.1. Gestione del progetto

La Fondazione Callerio si assume la responsabilità della gestione del progetto. Verrà costituito un comitato di gestione scientifica del progetto deputato alla pianificazione tecnica ed al suo controllo. I membri comprenderanno un rappresentante scientifico per ogni gruppo di ricerca partecipante. Il comitato di gestione si incontrerà in funzione delle esigenze di lavoro.

Il progetto prevede 2 brevi relazioni semestrali riguardanti i progressi tecnici (6° mese e 18° mese), relazioni tecniche speciali, una relazione sulla valutazione a medio-termine (12° mese) ed una relazione finale (24° mese). Le relazioni speciali che seguono indicheranno chiaramente i raggiungimenti a:

6 mesi

La condizione effettiva di produzione per la preparazione degli antigeni di V. anguillarum e P. piscicida disponibili per l’inclusione nel sistema di distribuzione orale.

12 mesi 

Risultati dell’inclusione degli antigeni di V. anguillarum e P. piscicida nelle matrici polimeriche.

18 mesi

Risultati sulle analisi di carico e rilascio di antigeni microincapsulati e del lisozima. Risultati riguardanti la produzione in scala pilota di antigeni microincapsulati e mangimi contenenti lisozima.

24 mesi

Risultati sul vaccinazione e trattamento con antibiotici in campo sperimentale. Risultati sugli esami di stabilità delle formilazioni di antigeni ed antibiotici.

4.2. Revisione a medio-termine

Una relazione di valutazione dei progressi ottenuti nella ricerca deve essere effettuata 12 mesi dopo l’inizio della sperimentazione. La relazione a medio-termine dovrà inoltre prevedere la pianificazione delle strategie future.

La Fondazione Callerio organizzerà dopo 13 mesi un incontro con tutti i possibili utenti del prodotto a livello locale, allo scopo di discutere i raggiungimenti a medio-termine e definire il programma di ricerca per la seconda fase di lavoro.

La valutazione a medio-termine deve soddisfare completamente il seguente programma prima del 12° mese:

Risultati completi sulla preparazione effettiva degli antigeni di V. anguillarum e P. piscida

Risultati completi delle prove di laboratorio riguardanti il carico e rilascio  ed  i test immunologici. In questo stadio della ricerca verrà effettuata una valutazione dell’efficacia degli antigeni di V. anguillarum e P. piscicida da soli e in presenza di lisozima. In base ai risultati ottenuti, verranno selezionate alcune formulazioni le quali saranno indirizzate  all’impiego nei mangimi  ed alle successive prove sperimentali
4.3. Risultati finali.

I risultati attesi dal progetto consistono in:

a) un nuovo sistema vaccinogeno potenziato con lisozima da somministrare per via orale ai pesci da allevamento allo scopo di rafforzare le difese e prevenire la vibriosi e la pasteurellosi;

b) protocolli terapeutici adatti al trattamento della vibriosi e della pasteurellosi con i prodotti microincapsulati ottenuti durante il progetto. Da un lato questi protocolli verteranno sul potenziamento degli effetti terapeutici dei vaccini somministrati, dall’altro lato riguarderanno la riduzione dell’impatto ambientale del trattamento antibatterico delle acquacolture.

5. Vantaggi

Tutte le acquisizioni scientifiche e le esperienze nei trattamenti ottenute dal progetto saranno rese disponibili per trasferire tecnologie a vari settori industriali (cioè industrie per la produzione di prodotti farmaceutici e vaccini). E’ in previsione un’ampia divulgazione dei risultati attraverso lavori su riviste scientifiche e comunicazioni a congresso.

La collaborazione con il laboratorio di Ittiopatologia dell’Istituto Zooprofilattico delle tre Venezie, sezione di Udine, permette di acquisire spazi e competenze operative per le prove sperimentali in vasca sui pesci. Inoltre, attraverso questa collaborazione, sarà possibile avere i vaccini in studio, garantiti da una convenzione tra la Fondazione Callerio e tale Istituto, che prevede la messa in comune delle rispettive competenze per la realizzazione degli scopi previsti in questo progetto. A tale obiettivo, concorrerà anche la collaborazione con i laboratori del Dipartimento di Scienze Farmaceutiche dell’Università di Trieste che pone nel progetto competenze complementari e necessarie per la realizzazione degli aspetti tecnologico-applicativi.

5.1. Vantaggi scientifici

L’acquacoltura rappresenta uno dei più importanti settori emergenti nell’industria agro-alimentare anche nella nostra area geografica.

In accordo con le previsioni FAO, l’industria di produzione del pesce dovrebbe incrementare di 8 volte nei prossimi 30 anni per soddisfare il fabbisogno nutrizionale ed inciderà per il 25% della produzione totale acquatica nel 2000.

La crescita in acquacoltura può essere raggiunta unicamente attraverso un miglioramento dei metodi di produzione, specialmente riguardo il controllo delle ittiopatologie, necessario a causa delle alte densità di allevamento, che sono considerevolmente più elevate di altri sistemi intensivi, incluso l’allevamento dei polli. Stime riferiscono che le ittiopatologie causino perdite fino al 40% annuo negli allevamenti a rappresentano il fattore limitante principale all’espansione continua dell’acquacoltura. Lo sviluppo di nuovi composti terapeutici può ridurre l’impatto socio-economico negativo delle ittiopatologie in acquacoltura.

La co-operazione fra i ricercatori della Fondazione Callerio e quelli dei laboratori universitari di Trieste e dell’Istituto Zooprofilattico di Udine e gli utilizzatori finali dei prodotti e delle tecnologie, anche considerato il diverso approccio al problema da parte delle industrie e degli utilizzatori, permetterà di determinare la migliore strategia farmacologica contro le patologie di origine batterica nei pesci. Il risultato sarà uno sforzo di ricerca integrato che permetterà di ridurre perdite di tempo causate da un approccio scientifico non corretto, con consistente riduzione di costi.

Sostanze efficaci per la prevenzione ed il trattamento delle ittiopatologie, permetteranno di ridurre drammaticamente i costi sociali in considerazione del fatto che quel tipo di patologie infettive incidono in modo ampiamente negativo nella produttività degli impianti di acquacoltura in tutta Europa. In quest’ottica, tutti i produttori riceveranno dei consistenti benefici da questo progetto di ricerca mediante una appropriata divulgazione dei risultati.

5.2. Benefici tecnici.

La realizzazione del progetto determinerà la standardizzazione dei metodi  e degli approcci allo studio di nuovi sistemi di distribuzione per vaccini in acquacoltura. Se si considera che questo progetto si propone di investigare le prestazioni di tecnologie innovative atte a migliorare l’efficacia di sostanze terapeutiche, la standardizzazione risulterà in un vantaggio sociale ed economico.

5.3. Vantaggi tecnici.

Il bersaglio del progetto VaLSIPAV è lo sviluppo di nuovi sistemi di potenziamento dell’attività di vaccini somministrati per via orale ai pesci. Finora, questa tecnologia, applicata di frequente a sostanze terapeutiche umane, allo scopo di migliorare il rapporto rischi/benefici dei farmaci, risulta molto meno frequentemente impiegata a scopo terapeutico in veterinaria, ed in particolare a prodotti utilizzati per il trattamento dei pesci. Il progetto è infatti focalizzato sul perfezionamento di nuovi sistemi di distribuzione brevettabili, che possano migliorare il valore aggiunto del prodotto. Non esistono statistiche ufficiali riguardanti l’uso di vaccini e farmaci in acquacoltura. Per quanto riguarda i vaccini, si stima che nei prossimi anni, circa 80% dei pesci di allevamento varrà vaccinato, seguendo quanto viene fatto nelle regioni europee più avanzate (cioè Scozia e Norvegia). Ci si aspetta quindi che vaccini con efficacia migliorata possano portare le compagnie ad acquisire una consistente fetta del mercato totale dei vaccini ittici.

Per le acquacolture, una riduzione della mortalità del 20% nei loro impianti implicherebbe una riduzione del 50% di perdite causate da malattie, con un corrispondente incremento netto della produttività degli impianti.

5.4. Sicurezza, impatto sociale ed economico

Dai risultati della ricerca, ci si aspetta che emergano benefici sia di carattere economico che ambientale. La riduzione delle quantità di antibiotici attualmente usate, potrebbe infatti determinare un abbassamento dei costi impiegati per combattere le malattie infettive ed una diminuzione della dispersione di composti attivi nelle acque, possibilmente inferiori ai livelli critici causa dell’insorgenza di fenomeni di  farmacoresistenza e tossicità per la flora e la fauna in contatto con gli allevamenti. Il miglioramento del progetto renderà possibile la concessione di borse di studio nei centri di ricerca coinvolti. Inoltre, la crescita della produzione industriale aspettata condurrà ad un aumento di manodopera negli impianti, presumibilmente del 10% rispetto quella attuale.

6. implicazioni etiche

Dichiarazione

“Dichiaro di attenermi alla dichiarazione di Helsinki nella sua ultima versione e specificamente, prima di iniziare la presente ricerca e in caso di coinvolgimento di soggetti umani nella ricerca, dichiaro di ottenere il permesso del competente comitato etico.

Devo inoltre essere subordinato ad un comitato etico competente in caso di ricerca che non coinvolga gli esseri umani ma che abbia comunque implicazione etiche (es. uso di tessuti fetali1).

Nell’attuare la ricerca proposta, dichiaro di aderire fedelmente a tutte le norme etiche e di sicurezza applicate nei paesi nei quali viene svolta la ricerca.

Infine, dichiaro di applicare la futura Convenzione Bioetica del Consiglio d’Europa qualora essa venga modificata nei paesi in cui la ricerca viene svolta”.

Data:                Ricercatore responsabile: prof. Gianni Sava                          Firma:

1 Ogni utilizzo di tessuti fetali sarà condotto sotto strette condizioni etiche che escludono ogni pressione finanziaria, psicologica o di ogni altra natura sullla donna incinta.

2 “Quando possibile, la sperimentazione ed i test sugli animali devono essere sostituiti da metodiche in vitro o di altro tipo. Non si modificherà o cercherà di modificare la costituzione genetica dell’uomo né mediante alterazione delle cellule germinali, né di nessuno stato di sviluppo dell’embrione che possa rendere questi cambiamenti ereditari, né la ricerca cercherà di sostituire il nucleo di una cellula di qualunque persona, embrione o embrione sviluppato, tramite clonazione” [Decisione del Parlamento Europeo e del Consiglio del 26 aprile 1994, OJL126, 18.594,p.18]

In questo progetto è richiesto l’uso di topi e pesci di allevamento (trote iridee e branzini) per test in vivo e per l’ottenimento di cellule del sistema immunitario. Il topo rappresenta il modello di minore sviluppo neurologico, tra i mammiferi, compatibile con lo studio. Inoltre sarà usato il minore numero di animali compatibile con il significato statistico dei risultati e che corrisponde approssimativamente a circa 100 topi singenici del ceppi CBA, per anno.

Gli animali sono necessari in quanto permettono lo studio delle proprietà biologiche dei composti selezionati, della farmacocinetica di distribuzione negli organi, della biodisponibilità e delle vie e della velocità di eliminazione e dell’impatto farmacodinamico dei composti stessi. Occorre qui sottolineare che questi studi sono indispensabili se si considera che molto spesso composti efficaci in vitro su colture cellulari sono virtualmente inattivi in vivo a causa di proprietà farmacocinetiche sfavorevoli.

6. Fattibilità del progetto

Il gruppo proponente ha competenze avanzate sulla ricerca proposta e sulla possibilità di sviluppo della stessa. Inoltre, i contatti con gli altri laboratori dei quali si fa menzione nel progetto consentono di colmare le lacune strumentali e tecnico-scientifiche permettendo il completamento delle ricerche proposte. La presenza di allevatori, potenzialmente interessati alle ricadute di questo studio, nell’area della nostra regione rappresenta inoltre una garanzia di lavoro con finalità di prodotto.
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