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RESUMEN

La anemia infecciosa del salmén (ISA) es una enfermedad sistémica causada por un
orthomyxovirus, la cual tiene un fuerte impacto econémico-productivo en el salmon del Atlantico.
Actualmente, existen comercialmente disponibles varias vacunas contra ISA, sin embargo,
todas estas formulaciones son de caracter inyectable, generando estrés en los peces y
dejandolos susceptibles a efectos adversos producto de la inyeccién y el manejo. En el presente
trabajo, se evalué una vacuna experimental contra ISA de entrega oral, que contiene como
antigenos la hemoaglutinina-esterasa y la proteina de fusion del virus. Los resultados indican
que la vacunacion oral es capaz de inducir una proteccion efectiva frente al desafio con un
aislado chileno de alta virulencia, correlacionado con la inducciébn de anticuerpos IgM
especificos contra el virus. Por otra parte, la vacuna fue incapaz de modular la expresiéon del
transcrito con rol antiviral Mx, indicando la importancia de la respuesta humoral en la
supervivencia a la enfermedad. Este estudio provee nuevo conocimiento sobre la proteccion
entregada por una vacuna oral contra ISA, siendo de ayuda en el desarrollo de nuevos métodos
preventivos o validacion de los ya existentes.

Palabras clave: Virus de la anemia infecciosa del salmoén, ISAV, vacunacion, Salmo salar,

anticuerpos.

ABSTRACT

Infectious salmon anemia (ISA) is a systemic disease caused by an orthomyxovirus, which has a
strong economic and productive impact in Atlantic salmon. Currently, there are commercially
available several vaccines against ISA, however, those products are applied through injection,
generating stress in the fish leaving them susceptible to adverse effects due to injection and
handling. In this study it was evaluated an oral vaccine against ISA containing as antigens
recombinant viral hemagglutinin-esterase and the viral fusion protein. Our findings indicate that
oral vaccination is able to induce effective protection against challenge with a high-virulence
Chilean isolate, correlated with the induction of IgM-specific antibodies. On the other hand, the
vaccine was unable to modulate expression of the antiviral related gene Mx, Indicating the
importance of the humoral response to the disease survival. This study provides new knowledge
about the protection provided by an oral vaccine against ISA, being helpful in the development of

new preventive methods or validation of existing ones.

Keywords: Infectious salmon anaemia virus, ISAV, vaccination, Salmo salar, antibodies.
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INTRODUCCION

La anemia infecciosa (ISA), es una enfermedad sistémica que afecta a los salmonidos,
principalmente al salmén del Atlantico (Salmo salar), la cual tiene un impacto tanto a nivel
econdmico como productivo. La enfermedad fue descrita por primera vez en Noruega en 1984 y
desde entonces, se han registrado brotes de la enfermedad en Canada, Escocia, Islas Faroe,
Estados Unidos y Chile (1).

El agente etiologico de la enfermedad es el virus de la anemia infecciosa del salmon (ISAV),
perteneciente a la familia Orthomyxoviridae, siendo el Gnico perteneciente al género Isavirus. Al
igual que el ortomixovirus de la influenza, el virus ISAV es un virus envuelto, su genoma esta
compuesto de ocho segmentos de ARN monocatenario con polaridad negativa que varia en
longitud de 1,0 a 2,4 Kb con un tamafio molecular aproximado de 14,3 Kb (2).

Sus particulas virales corresponden a viriones envueltos de 90-140 nm de diametro (3) con
proyecciones en su superficie de 13-15 nm de longitud con forma de hongo correspondiente a la
proteina hemoaglutinina esterasa (HE) (4), que a diferencia de lo que ocurre en el virus
influenza la funcidbn hemoaglutinina y esterasa, ocurre en la misma proteina (HE), mientras que

la actividad de fusién, se encuentra en otra proteina (Proteina F) (2).

Las mortalidades asociadas a la enfermedad varian de un 10% a un 95% (5), sin embargo las
medidas sanitarias de manejo en Chile evitan que los brotes se desarrollen hasta esos niveles,
pues exigen actualmente cosechar los peces con bajos niveles de mortalidad (6). Los
principales signos clinicos asociados a la enfermedad, corresponden a peces letargicos y
proximos a las orillas de sus jaulas, con sintomas externos tipicos como branquias palidas,
exoftalmia, petequias en la camara ocular y hemorragias epidérmicas especialmente en el
abdomen (7). Al examen post mortem los hallazgos son principalmente trastornos circulatorios

en varios organos debido al dafio endotelial en los vasos sanguineos periféricos (5).

El desarrollo de vacunas inyectables intraperitoneales (IP), basadas en adyuvantes oleosos que
contienen como antigeno el agente viral inactivado, han sido una de las estrategias mas usadas
para prevenir las pérdidas causadas por el virus, es asi como la totalidad de las vacunas
utilizadas en Canad4 y Estados Unidos utilizan esa estrategia (8). Sin embargo, los reportes
cientificos sobre los mecanismos de accién y efectividad de estas vacunas son escasos. Por
ejemplo, Jones et al (9) reportaron resultados de porcentaje relativo de supervivencia (RPS) de
92-96% frente a la vacunacion con una vacuna viral inactivada y posterior desafio por

cohabitacion. Por otra parte, frente a la misma vacuna y desafio IP el RPS obtenido fue de 0%.



Si bien el desarrollo de vacunas comerciales se ha concentrado en vacunas virales inactivadas
en formulaciones poli y monovalentes, algunos investigadores han desarrollado alternativas
basadas en antigenos recombinantes y vacunas de tipo ADN (8, 10). Las vacunas inyectables
presentan ciertos inconvenientes logisticos, relacionados con la manipulacion de los peces y el
consiguiente estrés asociado, el que repercute directamente en el sistema inmune del individuo
causando inmunosupresion (11). Sumado a lo anterior se presentan adversos relacionados con
infeccién en el sitio de inoculacién, asi como melanosis y adherencias debido a la reaccion
inflamatoria intraperitoneal (11). Efectos que tienen una repercusion econdémica directa. Es por
esto, que la investigacion orientada al desarrollo de nuevas alternativas para la administracion
de vacunas para peces de cultivo y su caracterizacion en términos de las interacciones
moleculares entre el agente infeccioso y el hospedero, asi como el entendimiento del rol que
cumple la vacuna en la estimulacion de mecanismos innatos y adaptativos de defensa, resultan

fundamentales para validar y mejorar las tecnologias de vacunacion actuales.

Los peces teledsteos presentan un sistema de defensa antiviral innato basado en la produccion
de interferén (IFN) (12, 13) que representa la primera linea de defensa contra agentes
infecciosos virales, tales como ISAV o el virus de la necrosis pancreatica infecciosa (IPNV) (14).
Existen dos clases de IFN, el tipo | (IFNa,3) producido por cualquier tipo celular nucleado y el
tipo 1l (IFNy) el que es producido por células inmunes especializadas. El IFN-II forma parte de la
respuesta adaptativa, mientras que el IFN-1 es un importante mediador de la respuesta inmune
innata (15). Una via rapida de sefializacién induce la expresion de una serie de proteinas,
incluida la proteina Mx, con propiedades antivirales directas e indirectas (16). Por otro lado la
mayoria de los virus se encuentran equipados con diversas estrategias para evadir este
poderoso mecanismo de defensa temprana, a menudo con proteinas especializadas (17). En el
caso del virus ISAV se ha descrito que los segmentos 7 y 8 del virus, tendrian un efecto
antagonizador de interferdn, similar a la proteina NS1 del virus influenza (18, 19). La induccion
de IFN por IPNV o ISAV incluye complejas interacciones hospedero patégeno y puede
desempefiar un papel en la determinacion de los estados de resistencia y susceptibilidad. Se
han descrito efectos antivirales inducidos por IFN contra IPNV tanto in vitro como in vivo, pero
los mecanismos no estan completamente dilucidados (14, 20). Si bien se ha demostrado una
relacion entre la expresion de Mx y la inhibicion de IPNV, esta relacion no se ha descrito en
ISAV (21-24).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar in vivo la eficacia de una vacuna oral recombinante
contra ISA. Asi, como de sus componentes en distintas formulaciones vacunales, frente al

desafio experimental contra un aislado nacional de alta virulencia.
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MATERIAL Y METODOS

1. Peces

En este trabajo se utilizaron 660 peces Salmo salar no vacunados y clinicamente sanos,
obtenidos de la piscicultura Talca chico, Regién del Maule, con un peso promedio de 40 g. Los
peces fueron aclimatados y mantenidos en cuarentena durante 14 dias en un estanque de
recirculacion de 1 m® con una densidad 15 kg/m?3 y con una tasa de recambio de agua 1 m3 por
hora a 17,3 °C (£ 0,2). Las condiciones del agua fueron: pH 7,4 y saturacién de oxigeno 80-
130%. Los peces fueron alimentados ad libitum (Golden Activa calibre 2,0 mm, Biomar). Un
grupo de 10 peces fue sometido a eutanasia a modo de establecer su estado sanitario,
realizandose necropsia y toma de muestras de rifion, branquias y corazén, las que fueron
evaluadas mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para presencia de ISAV e
IPNV, encontrandose negativos a ambos agentes infecciosos. Previo a la manipulacion, todos
los peces fueron anestesiados por inmersion en benzocaina (Kalmagin 20%, Centrovet).
Posteriormente los peces fueron trasladados en grupos de 55 peces a estanques de 100 L,
insertos en un sistema de reutilizacién de agua (tasa de renovacion del sistema 1 a 1,5 veces
por hora) a 17,3 °C (+ 0,2). Las condiciones del agua fueron: pH 7,4-7,9, saturacion de oxigeno

90-140%, densidad de peces 22 kg/m3.
2. Vacunasy Virus

La vacuna a utilizar fue desarrollada con tecnologia de ADN recombinante en un vector
heterélogo, Sacharomyces cerevisiae, utilizando como antigenos las proteinas de superficie del
virus ISA HE vy proteina F. Estos antigenos fueron encapsulados en una matriz polisacéarida
cationica (Micromatrix™, Advanced BioNutrition, USA), desarrollada en el laboratorio como
matriz de la vacuna oral SRS actualmente comercializada (25). Se formularon cinco vacunas
orales con diferentes componentes (Tabla 1), incorporando grupos controles. En el ensayo
fueron utilizadas estas cinco formulaciones, ademas de un control que consistié en alimento

comercial (Golden Activa calibre 2,0 mm, Biomar) embebido en aceite de maravilla.

Las vacunas fueron entregadas a los peces a través del alimento (Golden Activa calibre 2,0
mm, Biomar), para lo cual el alimento fue recubierto con aceite agregandose la mezcla vacunal
liofilizada en una concentracion final equivalente a la vacuna de 6 mg/pez/dia. La inmunizacion
oral se realiz6 durante 10 dias mediante régimen de entrega AM-PM. El indculo viral utilizado en
el desafio, corresponde a la cepa HPR7b aislado de un brote ocurrido en terreno en diciembre

del 2007 en la Region de Los Lagos, Chile. El virus fue expandido en cultivos celulares



utilizando la linea celular SHK-1 y medio Leibovitz 15 (L-15, Invitrogen) suplementado con 10%
se suero fetal bovino (HyClone, Thermo Scientific) 1%, L-glutamina (L-glutamine 200 mM
Solution, Hyclone) y 1% de aminoécidos no esenciales (MEM Non-Essential Amino Acids

Solution 100X, Gibco) previ6 a su uso.

3. Disefo experimental y muestreo

Los desafios experimentales fueron llevados a cabo en la unidad experimental de acuarios del
laboratorio Centrovet (Centrovet, Santiago, Chile). Los peces fueron seleccionados al azar de
una poblacion reserva y dispuestos en lineas experimentales con estanques de 100 L en grupos
de 55 peces por estanque, densidad de 22 kg/m3. El disefio experimental comprendié 12 grupos
de 55 peces, 6 grupos desafiados y 6 grupos sin desafiar, ubicados en lineas experimentales
distintas y aisladas. La mortalidad del grupo desafiado fue registrada hasta el dia 53 post
desafio. EI modelo de transmision elegido para el desafio fue mediante inoculacion IP, ya que
este método es considerado altamente reproducible y fiable en la evaluacién de vacunas (26). A
las 450 unidades térmicas acumuladas (UTA) post vacunacién los peces del grupo desafiado
fueron sometidos a infeccion experimental por via IP con 0,2 mL del aislado viral
aproximadamente 3 x 10° TCIDsy/pez. De manera similar el grupo no desafiado fue inoculado
con 0,2 mL de medio L-15.

Se realizaron registros diarios de mortalidad y se tomaron muestras de sangre y riidn anterior
de 3 peces por grupo (tanto en el grupo desafiado como en el no desafiado) a diferentes
tiempos de muestreo, como se detalla en la Figura 1. Las muestras de rifidn se almacenaron a
-20 °C en RNA Later (Ambion, Invitrogen) y la sangre fue procesada para extraccion de suero y

posteriormente almacenado a -20 °C hasta su uso.

4. ELISA
Las placas de ELISA (Maxisorp, Nunc) fueron activadas con 5 pg de una mezcla equimolar de
los antigenos vacunales expresados en E. coli BL21 (DE3) en tampon bicarbonato, pH 8,5. Las
placas fueron bloqueadas con leche descremada al 2% en PBS. Las muestras de suero fueron
incubadas en las placas toda la noche, al dia siguiente las placas fueron lavadas e incubadas
con un anticuerpo monoclonal de ratén anti-IgM de salmon, isotipo IgG1 (BiosChile, IGSA,
Chile) por 1 hora a 30 °C. Las placas posteriormente fueron lavadas nuevamente e incubadas
con un anticuerpo de cordero anti-lgG de ratén conjugado a peroxidasa (KPL, USA). Los

anticuerpos séricos fueron determinados usando 3,3",5,5 -tetrametilbenzidina como sustrato



cromogénico y H,SO, para detener la reaccién. Los valores fueron obtenidos midiendo la

absorbancia a 450 nm.

5. Extraccién de ARN y sintesis de ADNc

El ARN fue extraido a partir de las muestras de rifion anterior, utilizando un “kit” comercial
(AxyPrep Multisource Total RNA Miniprep Kit, Axygen, USA) de acuerdo a las instrucciones del
fabricante, posteriormente eluido en tampén TE y almacenado a -80 °C. El material genético fue
cuantificado espectrofotométricamente (Infinite 200 PRO, TECAN) y su integridad determinada
mediante geles de agarosa. La reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
(RT-PCR) se realiz6 mediante el uso de un kit comercial (ImProm-1I™  Promega), utilizando
como templado 1 pg de ARN y “random primers” (Promega) 0,5 ug por reaccién. De acuerdo a
las instrucciones del fabricante, el ADN complementario (ADNCc) fue almacenado a -20°C hasta

Su uso.

6. PCR Tiempo real

La reaccion de PCR en tiempo real, fue llevada a cabo mediante el uso del equipo Step One de
48 pocillos (Applied Biosystems). Los partidores fueron obtenidos de acuerdo al trabajo de
McBeath et al (14), los transcritos a evaluar correspondieron a la proteina Mx (Mx) y al factor de
elongacion la (ELF) (Tabla 2). Los partidores fueron desarrollados en los sitios de “splicing”,
para excluir la potencial amplificacion de ADN gendmico. Luego 2 uL de ADNc fue agregado a
la siguiente mezcla y contenidos en pocillos individuales en placas 6pticas de 48 pocillos (48-
Well 0,1 mL Plastics, Applied Biosystems): 5 uL Evagreen® 2x PCR mix (Fast-Plus EvaGreem
Master Mix, Biotium), partidores 0,5 uM, ADNc 2 uL, ROX 1 uL, 1 pL de dH,O. Las condiciones
de termociclado fueron 25 °C por 5 s, 95 °C por 2 min, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 15 s,
60 °C por 40 sy 72 °C por 20 s La expresion relativa del ARNm fue calculada utilizando el

método del AACT ajustado para la eficiencia de los partidores.

7. Anédlisis de datos

Los célculos y analisis estadisticos fueron realizados mediante el uso del software GraphPad
Prism 5 (GraphPad Software, Inc.). EI RPS, fue calculado para cada grupo inmunizado,

utilizando la siguiente formula:

Las curvas de supervivencia fueron analizadas utilizando la prueba estadistica no paramétrica
de Kaplan-Meier y el grupo de las diferencias en el tiempo de supervivencia fueron analizadas

mediante la prueba de log-rank, utilizando la correccién de Bonferroni en las comparaciones



mdultiples. Ademds, para valorar la eficacia de los diferentes tratamientos se calculd, la
reduccion absoluta de riesgo (RRA) y el nUmero necesario de animales a tratar (NNT), con un
intervalo de confianza del 95%. Las diferencias en la ganancia de peso e induccion de
anticuerpos, fueron evaluados entre los diferentes tratamientos mediante analisis de varianza
(ANOVA) de dos colas para medidas repetidas y posterior comparacion de Bonferroni
comparando cada tratamiento. El andlisis de los resultados de RT-gPCR fueron calculados
relativos a los transcritos de ELF, presentandose como expresion relativa (=2 relativa al
dia 0 post vacunacion (PV) (media de 3 peces) para muestras colectadas PV pero previo al
desafio y al dia O post desafio (PD) (media de 3 peces) para muestras colectadas PD. Las
diferencias entre grupos fueron analizada mediante ANOVA con posterior prueba de Newman-

Keuls. Valores de P < 0,05, fueron considerados como significativos.
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RESULTADOS

Inmunizacion con la vacuna oral y supervivencia frente al desafio

El periodo de mortalidad evaluado, correspondié al inicio del desafio experimental y finaliz6 a
los 53 dias post desafio (DPD). Como método de diagnéstico de la enfermedad se realizo
necropsia de las mortalidades durante el desafio, segun lesiones caracteristicas descritas en la
literatura (1, 27).

La curva de mortalidad del grupo control fue casi idéntica a la de los grupos vacunados con
levadura no-recombinante no-encapsulada, levadura no-recombinante encapsulada y con la
microcdpsula vacia (sin antigeno) a los 42 DPD, obteniéndose mortalidades acumuladas para
estos grupos de 93,3%, 93,3%, 86,7% y 89,7% respectivamente. El grupo inmunizado con los
antigenos recombinantes no encapsulados presenté una mortalidad acumulada del 70% a los
21 DPD vy el grupo inmunizado con la vacuna (antigenos recombinantes encapsulados),
presentd una mortalidad acumulada del 33,3% a los 20 DPD, porcentajes que se mantuvieron
sin cambios hasta el final del ensayo a los 53 DPD (Figura 2). Los grupos tratados y no

desafiados no presentaron mortalidades durante el transcurso del ensayo.

Las diferencias entre las curvas de supervivencia (Figura 3) fueron evaluadas mediante el uso
de la prueba de Log-rank, presentandose diferencias significativas. Comparaciones en pares en
relacion al control, indican que aquellos peces tratados con el antigeno encapsulado presentan
un porcentaje de supervivencia mayor y altamente significativo a diferencia de los otros
tratamientos utilizados, de los cuales ninguno presento diferencias significativas en relacién al
control (Tabla 3).

Evaluacién de la eficacia de los diferentes tratamientos

Para evaluar la eficacia de las diferentes formulaciones experimentales se calcul6 el RPS y el
RRA, indicadores que tienen como funcion estimar la reduccién del riesgo de muerte por ISAV
frente a los tratamientos (de manera relativa y absoluta, respectivamente). También se evalué el
NNT, el que se define como el nUmero de animales a tratar de manera experimental a fin de

evitar que uno desarrolle un resultado negativo, en este caso la muerte por ISAV (Tabla 4).
La valoracién de la eficacia de las diferentes formulaciones utilizadas mostré una reduccion en

la mortalidad variable. El grupo inmunizado con los antigenos recombinantes encapsulados
presenté un RPS del 64,3% , RAR del 60% (IC del 95%, 41-79) y un NNT = 2 (IC del 95%, 1,3-
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2,4). El grupo antigeno no encapsulado present6 un RPS del 25%, RAR del 23,3% (IC del 95%,
4,7-42) y un NNT = 5 (IC del 95%, 2,4-21,4). Los otros tratamientos experimentales
presentaron un RPS no superior al 7,1% y RAR no mayor al 6,7% con intervalos de confianza
con limites inferiores negativos, por lo que no fue posible evaluar si estos tratamientos eran

beneficiosos y no produciran cambio alguno o generaran dafio, en relacion al control (Tabla 4).

La vacunacion oral v la ganancia de peso en los peces

Estudios previos han demostrado que tanto la vacunacion por inmersion como por via oral
activan células inflamatorias en el sitio de contacto con el antigeno, lo que genera la secrecion
de anticuerpos en varios tejidos tales como la piel, higado y la mucosa intestinal (28). Debido a
gue la vacunacion oral genera una respuesta local especifica (25, 29), se determiné el efecto de
la vacunacién oral en la ganancia de peso. Una vacunacion oral exitosa no debe afectar la
funcién intestinal o causar problemas de absorcibn de nutrientes. Como una manera de
determinar si la vacunacion oral interfiere con la absorcion de nutrientes, se evaluaron los
efectos potenciales en la ganancia de peso de los diferentes tratamientos asi como en el grupo
control. La figura 4 muestra que los grupos tratados no presentaron diferencias significativas en
relacién al grupo control. Resultados que sugieren que tanto el antigeno encapsulado en su

conjunto, asi como sus diferentes componentes no afectarian la absorcion de nutrientes (25).

Respuesta humoral frente a la vacunaciéon y desafio

No se detectaron anticuerpos especificos contra ISAV previo a la vacunacién en ninguno de los
grupos experimentales en estudio. De los cinco grupos experimentales inmunizados, solo el
grupo correspondiente a la vacuna (antigeno recombinante encapsulado) presenté un aumento
significativo de anticuerpos especificos, el que fue detectable en el suero de los salmoénidos
tanto desafiados como no desafiados a las 330 UTA post desafio (Figura 5). El aumento de
anticuerpos especificos anti ISAV en el grupo antigeno encapsulado, fue significativo en

relacién al control.

El transcrito Mx vy su expresion post desafio

En ambos grupos pre y post vacunacion los niveles de expresion de Mx se mantuvieron
relativamente bajos (Figura 6), situacién que cambié en el grupo desafiado posterior al desafio
a las 450 UTA (Figura 6. B), en donde se observé un aumento de expresion del transcrito sobre
las 30 veces a las 630 UTA, situacién que no se observo en el grupo no desafiado (Figura 6.

A), en el cual la expresion relativa del transcrito se mantuvo estable durante el transcurso del
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ensayo. Sin embargo, en el grupo desafiado no se observo una diferencia significativa en la

induccién del transcrito entre las diferentes formulaciones vacunales utilizadas.
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DISCUSION

En este estudio se evaluo la eficacia de inmunizacion con los diferentes componentes de una
vacuna oral recombinante contra ISAV, asi como la evaluaciéon de parametros inmunol6gicos

post vacunacion y desafio.

Los resultados muestran que el RPS obtenido posterior a la inmunizacion con las diferentes
formulaciones se relaciona con la presencia del antigeno y su posterior encapsulacion. El grupo
antigeno encapsulado presenté un RPS del 64,3%, demostrando que la formulacion es capaz
de inducir una buena proteccion contra ISAV. Las curvas de mortalidad de las otras
formulaciones incluida la del grupo control sin vacunar fueron similares, sin presentar
diferencias significativas entre ellas, demostrando de esta manera que la inmunizacién con los
antigenos no encapsulados, la matriz de encapsulacion o la levadura por si solos no son

capaces de entegar proteccion 450 UTA post vacunacion.

Entre los peces desafiados el primero muri6 a los 13 DPD, mortalidad que se incrementé a
partir del dia 15. Resultados que se encuentran en concordancia con los 10 a 20 dias de
periodo de incubacién descritos en la literatura para la infeccién experimental con ISAV (30-32).
La mortalidad acumulada del control sin vacunar fue de un 93,3%, indicando la alta letalidad del
aislado viral utilizado, posicionandolo dentro de los aislados de alta virulencia segun la
clasificacion generada por Kibenge (33). Todos los peces que murieron durante el desafio

presentaron lesiones bastante severas, compatibles con ISAV (5) (Figura 7).

El aislado viral utilizado en el presente trabajo, corresponde a la cepa chilena HPR7b, causante
de la epizootia mas grave registrada en la historia de la industria salmonera (1). Es por esta
razén que la comparacion de resultados con otros trabajos presentes en la literatura es
compleja, pues la gran mayoria de ellos realiza desafios utilizando aislados noruegos, los que

difieren de los nacionales tanto en su virulencia como en su componente genético (30, 34).

La alta mortalidad del grupo control tuvo su efecto en los valores de RPS, los que tendieron a
ser bajos. Son escasos los estudios que han evaluado la eficacia de formulaciones vacunales
frente a ISAV, dentro de los cuales ninguno ha evaluado formulaciones de tipo oral. Mikalsen et
al (10), evalto una vacuna de tipo ADN obteniéndo como resultado un RPS de 60,5% con una
mortalidad acumulada del control de 41,3%, frente al desafio IP (10). Jones et al (9), evaluaron
una virina inyectable la que presentaba un RPS 92-96% al ser los peces desafiados por

cohabitacion, pero frente a desafio intraperitoneal el RPS fue de 0% (9). Lauscher et al,
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evaluaron diferentes virinas, obteniendo un RPS del 86%, mediante cohabitacion con una
mortalidad acumulada del grupo control de 71,7% (32). Los resultados de eficacia obtenidos en
el presente trabajo para una formulacién oral contra ISA, son los primeros descritos en la
literatura y tomando en cuenta los valores de los grupos controles en los trabajos publicados, en
especial el de Mikalsen que utiliza desafio IP con una mortalidad acumulada del grupo control
del 41,3%, lo que se contrasta al 93,3% obtenido en el presente estudio. Podemos concluir que
la vacuna fue evaluada con un aislado de alta letalidad, si bien los valores de RPS obtenidos
son bastante aceptables para una vacuna de este tipo, es probable que se encuentren
subestimados.

La eficacia de las formulaciones vacunales ya sea en estudios experimentales y de campo ha
sido evaluada tradicionalmente mediante el RPS, método que permite evaluar en forma objetiva
los resultados de una vacuna (26). Sin embargo, presenta diversas desventajas tales como
mostrar los beneficios de los tratamientos en términos relativos (35), los resultados son
dependientes de los factores que interactian durante el experimento y son exclusivos a los
diferentes modelos utilizados (36), por lo que al obtener diferentes resultados de RPS con
distintas vacunas y en diferentes ambientes, se dificulta la comparacion entre ellos (37). Es por
estas razones que en el trabajo se evaluaron otros parametros de efectividad, tales como el
RAR y NNT (Tabla 4), los que expresan de una manera evidente los beneficios de utilizar un
tratamiento o actividad preventiva sobre un control, en este caso la vacunacion. La evaluacion
de estimadores adicionales de eficacia entregaron buenos resultados para el tratamiento
antigeno encapsulado con un RAR del 60% (IC 95% 41-79) y NNT de 2 (IC 95% 1,3 -2,4). El
grupo antigeno no encapasulado presento un RAR del 23,3% y un NNT de 28, ambas cifras con
IC bastante amplios (IC 95% 4,7-42 y 2,4-21,4, respectivamente). Los tratamientos de
inmunizacién con la microcdpsula vacia y levadura no-recombinante encapsulada presentaron
valores de RAR muy bajos o con intervalos de confianza con valores negativos. Esto no nos
permite asegurar si el tratamiento es capaz de producir algtin beneficio o por el contrario genera
algun efecto adverso. Por otro lado, el tratamiento levadura no-recombinante no encapsulada

no presentoé diferencia alguna con el control.

La inmunizacion oral con la formulacion antigeno encapsulado a diferencia de las otras
formulaciones utilizadas, fue capaz de inducir la produccion de anticuerpos especificos
sistémicos tanto en los grupos no desafiados como desafiados. En peces teleGsteos se ha
descrito la existencia de inmunidad de mucosas (38-40), en donde IgT una inmunoglobulina

especializada de mucosas toma gran importancia (29). Sin embargo, debido a las escasas
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herramientas disponibles para evaluar la respuesta inmune en salmoénidos, la evaluacion de
inmunidad mucosal no se llevo a cabo y solo se evalud la respuesta basada en IgM sistémica.
No obstante, al administrar una vacuna oral y por consiguiente estimular el tejido linfoide
asociado a mucosas, la produccion de anticuerpos mucosales es bastante esperable, de igual
manera que estos anticuerpos cumplan un importante rol en la determinacién de supervivencia
a la enfermedad (25), ya que una de las vias de infeccion importante del agente corresponde a
las branquias (31), sector en donde los anticuerpos mucosales podrian cumplir un rol

determinante.

El presente trabajo consideré solo una primo vacunacion, razén que explicaria en parte los
bajos niveles de anticuerpos obtenidos tanto en los grupos desafiados como aquellos no
desafiados previo al desafio. No obstante, en el grupo desafiados 290 UTA post desafio se
observé una gran induccién de anticuerpos especificos en el grupo vacunado, indicativo de una
respuesta secundaria dada por el reencuentro con el antigeno, en este caso el agente
infeccioso (Figura 5). Es sabido que repetidas exposiciones frente al antigeno aumentan la
magnitud y especificidad de la respuesta inmune. En un estudio realizado por Mikalsen (10) en
donde se inmunizan peces mediante el uso de una vacuna ADN contra ISA, se describe que los
anticuerpos especificos sélo son detectables posterior al desafio y no previo a este. Sin
embargo, en el presente trabajo se demuestra que la inmunizacion oral es capaz de inducir la
produccion de anticuerpos ISAV especificos previo al desafio, resultado que coincide con lo
descrito por Lauscher (32) utilizando una virina inyectable. Adicionalmente, en el presente
trabajo se observa una fuerte induccién de anticuerpos 290 UTA post desafio, sugiriendo que
algun grado de memoria inmunolégica se genero frente a la primovacunacion. La importancia
de los anticuerpos en la determinacién de supervivencia o muerte en la enfermedad ha sido
descrita en otros trabajos ya sea por inmunizacién pasiva, mediante la transferencia de suero
de peces convalecientes (41) o inmunizacién activa mediante el uso de una virina (32), lo que
afirma la importancia de los factores humorales en la inmunidad frente a ISAV. La habilidad del
salmén del Atantico de producir anticuerpos neutralizantes contra ISAV ha sido descrita en otros
estudios, presumiéndose que serian directamente contra HE (32, 41, 42); sin embargo los

titulos son generalmente bajos (3, 10).

Como en la mayoria de las interacciones hospedero patdgeno, la resistencia del hospedero es
altamente dependiente tanto de la virulencia del agente infeccioso asi como de la capacidad del
hospedero de montar una respuesta inmune efectiva contra este. Varios estudios han evaluado

la interaccion entre ISAV y el salmén del Atlantico, ya sea mediante ensayos in vitro utilizando
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diferentes lineas celulares (23, 43, 44) e in vivo en salmon del Atlantico con diferentes aislados
del virus (43, 45). Todos ellos han evidenciado un aumento en la expresion de diversos genes
asociados a inmunidad innata en el desarrollo de la infeccién. Sin embargo, a pesar de esta
potente respuesta antiviral, la gran mayoria de los peces sucumben a la infeccion con aislados

de alta virulencia (45).

El rifidn anterior de los salmonidos, no cumple una funcién renal sino que es el principal sitio de
generacion de linfocitos B y esta constituido principalmente de tejido linfoide (46). Es por esto
que se selecciono el rifidn anterior como 6rgano blanco para el andlisis de expresion génica. La
proteina Mx, la cual es inducida por IFN-I, corresponde a un marcador de la respuesta inmune
innata frente a infecciones virales y su rol en la defensa antiviral ha sido documentado
extensamente (47). Es asi, como en la necrosis pancreatica infecciosa causada por el birnavirus
IPNV determinarian estados de susceptibilidad / resistencia de post smolts a la infeccion (14) y
ha demostrado tener un efecto inhibitorio en la replicacion viral (22). Sin embargo, ha
demostrado tener poco o ningun efecto en la replicacion de ISAV tanto en estudios in vitro como
in vivo. En el presente trabajo se observd una fuerte induccién del transcrito de Mx en los
grupos desafiados no asi en los no desafiados. Sin embargo, el aumento de expresion no
presentd diferencias significativas entre los tratamientos, indicando que ninguna de las
formulaciones utilizadas fue capaz de modular la via y que los altos niveles de expresion del

transcrito Mx se deberian directamente a la infeccion por ISAV.

Si bien los resultados tienen un caracter preliminar, estos son concordantes con resultados de
trabajos previos realizados en condiciones experimentales similares e independientes,

demostrando la concordancia y repetitividad de los resultados del presente trabajo (48, 49).

El trabajo futuro debe ir orientado en la evaluacion de la respuesta frente a la re inmunizacion
(efecto “booster”) y posterior desafio. También a la determinacién de la carga viral, evaluando la
induccién de inmunoglobulinas mucosales, tanto IgT como IgM, las que frente a la inmunizacion
oral deberian presentar una alta induccion, jugando un rol determinante en evitar la entrada del

agente infeccioso y por consiguiente bajas cargas virales.

17



CONCLUSION

Los resultados demuestran que la inmunizacion con una vacuna de administracién oral es
capaz de inducir una proteccion significativa frente al desafio experimental intraperitoneal con
un aislado de alta virulencia y que esta proteccidon es altamente dependiente de cémo se
entregue el antigeno y la integridad de éste. Atributo dado por la combinacién de los antigenos
recombinantes especificos mas la tecnologia de entrega, ya que dentro de los diferentes
tratamientos el antigeno encapsulado en Micromatrix™ fue el que entregé los mejores
resultados, y ninguno por separado presentd niveles de proteccion comparables. La
supervivencia de los individuos vacunados oralmente en el presente trabajo es similar o incluso
superior que aquellos vacunados con una formulacién de tipo inyectable (9, 10, 32), aun cuando
el desafio experimental que se llevd a cabo para evaluar su eficacia, presentd mortalidades
acumuladas superiores a las descritas en todos los trabajos citados.

La observacion de la respuesta inmune en los diferentes tratamientos indica la relevancia de la
respuesta humoral en la superviviencia a la enfermedad. Sin embargo, la proteccion de los

peces vacunados no se relaciona con los perfiles de expresién del transcrito Mx.

La tecnologia descrita, fue capaz de inducir inmunidad protectora frente a ISAV y elimina los
problemas comunmente asociados a formulaciones orales, protegiendo el antigeno y reclutando
elementos inmunoldgicos para potenciar la respuesta protectora. Adicionalmente, presenta
diversas ventajas logisticas por sobre la vacunacion inyectable, tales como reducir los manejos
necesarios para la vacunacion disminuyendo el estrés y costos asociados. Asi como la

posibilidad de aplicar “boosters” en el periodo de engorda en agua de mar.
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ANEXOS

Tabla 1. Detalle de las formulaciones de inmunizacion, vacunas y control, utilizadas en el estudio.

Tratamientos

Detalle

Antigeno recombinante
encapsulado
(Vacuna)

Polvo liofilizado de extracto de Sacharomyces cerevisiae
recombinante para los antigenos de superficie del virus ISA'y
encapsulados en la matriz polisacarida cationica (Micromatrix™).

Microcépsula vacia

Polvo liofilizado que contiene la matriz polisacérida catidnica
(Micromatrix™) sin antigeno.

Levadura recombinante no
encapsulado
(Levadura RN NE)

Polvo liofilizado de Sacharomyces cerevisiae, recombinante para los
antigenos de superficie del virus ISA, sin encapsulacién con la matriz
polisacarida cationica (Micromatrix™).

Levadura no recombinante no
encapsulada
(Levadura NR NE)

Polvo liofilizado de extracto de Sacharomyces cerevisiae no
transformado “Wild Type” , sin encapsulacion con la matriz
polisacarida catiénica (Micromatrix™)..

Levadura no recombinante
encapsulada
(Levadura NR EN)

Polvo liofilizado de Sacharomyces cerevisiae no transformado “Wild
Type”, encapsulados en la matriz polisacarida catidnica
(Micromatrix™).

Control

Alimento embebido en aceite.

Tabla 2. Secuencias de los partidores usados en el analisis de PCR en tiempo real.

Gen No. acceso Nombre Secuencia5’- 3’ Tamafio
Genbank (bp)
Factor de elongacion 1a  AF321836 ELF F: CCCCTCCAGGACGTTTACAAA 57
R: CACACGGCCCACAGGTACA
Mx1 y Mx2 U66475 Mx F: GATGCTGCACCTCAAGTCCTATTA 73
U66476 R: CGGATCACCATGGGAATCTGA
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Tabla 3. Diferencias entre las curvas de supervivencia de los diferentes tratamientos en relacion al control, frente al desafio con el virus de
la anemia infecciosa del salmén (comparacion por pares, andlisis de supervivencia de Kaplan-Meier, Prueba de Log-rank).

Diferencias en tratamientos: P-values

Tratamientos Vacuna Microcapsula Levadura Levadura no Levadura no
vacia recombinante recombinante recombinante
no encapsulado no encapsulada encapsulada

Control <0,0001 0,3265 0,0404 0,8334 0,8355

Diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos, Bonferroni (P = 0,01).

Tabla 4. Calculo de indices de eficacia para los diferentes grupos experimentales.

Tratamientos

Indicadores Vacuna Microcapsula Levadura Levadura no Levadura no Control
vacia recombinante recombinante recombinante
no encapsulado no encapsulada encapsulada
% Mortalidad 33,3 89,7 70,0 93,3 86,7 93,3
% RPS 64,3 3,9 25,0 0 7,1
% RAR 60,0 3,7 23,3 0 6,7
IC 95% RAR 41-79 -10,6 - 17,9 4,7 - 42 -8,4-21,8
NNT 2 28 5 16
IC 95% NNT 1,3-24 2,4-21,4

Indicadores calculados en base al grupo control.
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Figura 1. Esguema de muestreo del disefio experimental. Puntos de muestreos del ensayo,
en cada punto sefialado se obtuvieron muestras de sangre para extraccion de suero y rifion
anterior para los ensayos de expresion génica.
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Figura 2. Curva de mortalidad acumulada posterior a la vacunacién y subsecuente
desafio contra ISAV. Cinco grupos inmunizados con diferentes formulaciones (Vacuna,
Microcpsula Vacia, Levadura RN NE, Levadura NR NE, Levadura NR EN) y el grupo control
(Alimento comercial mas aceite) hasta el dia 53 post-desafio por inoculacién intraperitoneal.

RN: recombinante; NR: no recombinante; EN: encapsulado; NE: no encapsulado.
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Figura 3. Andlisis de Kaplan Meier del porcentaje de supervivencia de los peces tratados
y desafiados. Los peces fueron sometidos a los diferentes tratamientos experimentales
(Vacuna, Microcapsula Vacia, Levadura RN NE, Levadura NR NE, Levadura NR EN, control) y
desafiados contra ISAV mediante inoculacién intraperitoneal. La comparacién global es
estadisticamente significativa (Wilcoxon, *** P < 0,0001).

RN: recombinante; NR: no recombinante; EN: encapsulado; NE: no encapsulado.
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Figura 4. Efecto de los diferentes tratamientos de inmunizacion oral sobre la ganancia de
peso de los peces. Se registraron los pesos de los peces inmunizados con las diferentes
formulaciones vacunales a diferentes tiempos. Los peces no vacunados fueron utilizados como
control. La informacién presentada corresponde a los promedios + DS de 3 peces por grupo (n
= 55) en cada tiempo de muestreo. ANOVA y posterior prueba de comparacion de Bonferroni en
relacién al control. No se observan diferencias significativas, tanto en los grupos desafiados (A),
como en los no desafiados (B).
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Figura 5. Efecto de los diferentes tratamientos en la respuesta especifica anti-ISAV en
suero. Los peces fueron inmunizados con diferentes formulaciones (Vacuna, Microcapsula
Vacia, Levadura RN NE, Levadura NR NE, Levadura NR EN), ademas de un grupo control y
posteriormente sometidos a desafio a las 450 UTA (B) o no sometidos a desafio (A). Los niveles
de IgM especificos para ISAV fueron evaluados mediante andlisis de ELISA. La informacion
presentada corresponde a los promedios + DS de 3 peces por grupo (n = 55) en cada tiempo de
muestreo. ANOVA y posterior prueba de comparacion de Bonferroni en relacién al control.
Muestran diferencias significativas sélo para el grupo vacunado tanto en los tratamientos
desafiados (A) como en los no desafiados (B) (** P < 0,001).
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Figura 6. Andlisis de gPCR en tiempo real del gen Mx. Se evaluaron los niveles de expresion
del gen Mx en el rifiébn anterior de peces inmunizados con las diferentes formulaciones, no
sometidos (A) y sometidos a desafio experimental (B). Los datos corresponden a la media de
expresion relativa £+ SD de 3 individuos relativos a 3 controles por punto de muestreo,
normalizados por la expresion del factor de elongacién 1a (ELF) y ajustada a la eficiencia de la
reaccion de PCR. No existen diferencias significativas en la inducciéon de Mx entre los diferentes
tratamientos tanto en los no desafiados (P = 0,7995) como en los desafiados (P = 0,8233).
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Figura 7. Lesiones macroscoOpicas en salmon del Atlantico afectado por ISAV. Las
lesiones externas de los peces necropsiados incluyé exoftalmia, hemorragia del tejido adiposo
visceral, estbmago, ciegos piléricos, enteritis hemorragica, oscurecimiento hepético, ademas de
hepatomegalia y esplenomegalia.
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