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Virus de salimonidos
y vacunas DNA
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Los brotes de enfermedades producidas por microorga-
nismos se consideran una importante restriccién parala
produccién en acuicultura y aquellas cuyo agente etioldgico
es un virus estdn afectando al desarrollo econdmico del sec-
tor en numerosos paises. Entre los virus que producen mayo-
res pérdidas econdmicas internacionalmente cabe mencio-
nar al virus de la necrosis pancreatica infecciosa (IPNV), de
la familia Birnaviridae y género Aquabirnavirus y de especial
interés en nuestro pais porque es el de mayor prevalencia,
al virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (IHNV) y
al virus de la septicemia hemorragica viral (VHSV) que per-
tenecen a la familia Rhabdoviridae, género Novirhabdovirus.
Tanto IPNV como IHNV son capaces de inducir persistencia
y en animales supervivientes a la infeccién se produce un
estado de portador (carrier) asintomatico. El IPNV es muy
simple y extraordinariamente estable y se caracteriza por
poseer un genoma RNA de doble cadena y de dos segmen-
tos, Ay B, dentro de una cdpsida icosahédrica sin envuelta.

El segmento A del RNA contiene dos pautas de lectura
abierta (ORF). La de mayor tamafio codifica una poliproteina
precursora que es escindida por la proteasa viral no estruc-
tural (NS) VP4 o puede que por proteasas celulares para
generar las proteinas maduras estructurales VP2 y VP3. La
ORF de menor tamafio, que precede y se solapa parcialmen-
te con la ORF de la poliproteina, codifica una proteina NS de
17 kDa conocida como VPs. El segmento B codifica una pro-
tefna de 94 kDa, VP1 que es la RNA polimerasa RNA-depen-
diente del virién. Existen diversas revisiones sobre el virus,
algunas de miembros de este Grupo Especializado de la SEM.
En nuestro pafs, el primer equipo de microbidlogos que inicié
a comienzos de los 80 estudios globales sobre enfermedades
bacterianas y viricas en peces, es el de los Dres Alicia Estévez
Toranzo y Juan Luis Barja, de la Universidad de Santiago de
Compostela, que generosamente nos ayudaron a los demds
en nuestros comienzos en los afios 90.
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nuestro equipo le interesd en primer lugar la epidemio-
logia para tener una visidn de conjunto de los virus que
podian aislarse en las instalaciones de trucha arco-iris (cultivo
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continental mayoritario en Espafa) y disponer de aislados
autdctonos. Asi llegamos también al estudio de la interferencia
virica que observamos en una coinfeccién natural IPNV-IHNV
y pudimos reproducirla en el laboratorio. En esta coinfeccién
se manifiesta una inactivacién del IHNV inducida por IPNV.
Comprobamos que esta interferencia produce una disminu-
cion significativa del titulo infectivo, por inhibicidn de la sintesis
de RNAVviral, y ala que podria contribuir también la actividad
antivirica mediada por interferdn. Esta actividad es diferencial
entre rhabdovirus, pues demostramos que la presencia de
IPNV no inactiva al virus VHSV. A partir de este hallazgo nos
interesé explorar los niveles de proteccidn frente a distintos
virus. Asfi, en células estimuladas con inductores de IFN de-
mostramos una accién inhibitoria alta frente a IHNV pero no
frente a VHSV, y utilizando la proteina antivirica Mx como mar-
cador de interferdn, determinamos la relacidn entre presencia
de Mx y disminucidn de infeccidn. Hemos comprobado altos
niveles de proteccidn para IPNV, IHNV y para la coinfeccién
de ambos, que, en el caso del IHNV, alcanzan el 100%.
Paralelamente, establecimos una activa colaboracién con
el Grupo de Microbiologia de Juan José Borrego, de la Univer-
sidad de Malaga para estudiar virus del entorno marino y téc-
nicas de deteccidny con Carolina Tafalla del CISA-Valdeolmos
(INIA) de Madrid, para determinar la estimulacion del sistema
inmune innato en truchas vacunadas frente IPNV o VHSV.

VACUNAS

odo lo relacionado con proteccidn frente a estos virus

ha sido y es una linea de investigacién de gran interés,
en especial la que implica el disefio de vacunas. La consecu-
cién de vacunas eficaces frente a virus, es un objetivo auln
no alcanzado en la industria de la acuicultura. Dentro de las
iniciativas ejercidas con mayor éxito experimental en los ulti-
mos afos, las vacunas DNA ofrecen las mejores perspectivas;
de ellas, las de rhabdovirus de salmdénidos son las mas desa-
rrolladas. Las vacunas DNA frente a IPNV, alin estan poco
exploradas, pese a ser el virus de mayor prevalencia y cada
vez de mas interés en Europa y Latinoamérica porque:
1) afecta también a peces de mayor tamafo y valor comer-
cial, 2) presenta coinfecciones con otros virus (IHNV, anemia
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infecciosa del salmén-ISAV-) y 3) porque los portadores asin-
tomaticos del virus, no sélo contribuyen a mantenerlo y dis-
persarlo en la instalacién, sino que presentan mayor suscep-
tibilidad a infecciones bacterianas oportunistas.

Asi, en nuestro laboratorio hemos construido pldasmidos
con el inserto del gen VP2 o del ORF de la poliproteina del
virus IPN, que se han probado mediante inyeccidn intra-
muscular, en trucha comun y arco-iris. Demostramos que
inducian expresidn de IFN y Mx, asi como anticuerpos neu-
tralizantes y niveles de proteccion altos en infecciones a los
15y 30 dias postvacunacion.

VACUNAS ORALES

asta ahora, la ruta mas frecuente de administracién para

las vacunas DNA es la intramuscular. No obstante, la
administracion de una vacuna por inyeccién a peces es una
tarea demasiado laboriosa y problematica, sobre todo en
los de pequefio tamafio, que generalmente son los mds sus-
ceptibles a lainfeccidn. Se estan estudiando otras rutas alter-
nativas como la vacunacién en masa por via oral o por bafio
inmersidn. La sonicacién y el choque hiperosmético parecen
mejorar el resultado de la vacunacién por bafio-inmersidn.
La vacunacién oral apenas ha sido explorada aunque tiene
numerosas ventajas pues es facil de administrar, se pueden
inmunizar animales muy pequefios, tiene menor coste y sirve
para preparar vacunas multivalentes. Cuando la vacuna se
administra por via oral las células diana son las de la mucosa
entérica. Para evitar que la vacuna DNA se inactive por dcidos
gastricos y enzimas digestivas presentes en el tracto gas-
trointestinal debe estar contenido en una formulacién que
proteja al antigeno.

Por todo esto, consideramos de especial interés nuestro
ultimo trabajo que, hasta donde sabemos, es la primera des-
cripcién de una vacuna DNA oral para virus de salmdnidos.
En él demostramos que la vacuna pDNA-VP2 administrada
por via oral (protegida en microesferas de alginato) es eficaz
frente a IPNV, logrando mas de un 80 % de proteccién y una

disminucidon de portadores del virus. El éxito completo de
una vacuna radicarfa no solo en la proteccién eventual y dis-
minucién de mortalidad de una poblacién determinada, sino
en impedir la supervivencia del virus en forma persistente,
y con ello, evitar los portadores de virus, que transmiten ver-
tical y horizontalmente la infeccién. Aun hay pocos estudios
sobre sistema inmune y portadores de IPNV. Ademas, puesto
que las vacunas DNA orales apenas ahora comienzan a ensa-
yarse en peces, se sabe poco de los mecanismos involucra-
dos enlaincorporacién y presentacién del antigeno tras su
administracién. En nuestro trabajo hemos detectado los
transcritos exdgenos en diversos érganos a los 7 dias pos-
tvacunacién y la expresién de VP2 se mantiene en higado,
bazoy ciegos pildricos a los 15, 30 y 60 dias tras la vacunacion
oral. El rifién se perfila de nuevo como un érgano diana para
la deteccidn y evaluacién de la eficacia de la vacuna y de la
actividad viral. Dedujimos que la proteccidon observada se
explica por una combinacidn de la induccién de respuesta
inmune innata (a niveles similares que la obtenida tras vacu-
nacion intramuscular) y respuesta inmune especifica, con
titulos neutralizantes anti-IPNV considerables. El nivel maxi-
mo de expresion del mMRNA de Mx se detectd a los 15 dias
post-vacunacidén y la proteccién se relaciona directamente
con la expresién de VP2, puesto que el plasmido sin inserto
no induce Mx ni IFN. Es interesante resaltar que los niveles
de virus encontrados en peces vacunados supervivientes
tras 45 dias de infeccion con el virus, fueron inexistentes o
minimos.

En la actualidad nos planteamos estudiar el potencial
protector frente a los virus IPNV e IHNV de plasmidos de
expresion de genes que codifican las proteinas antigénicas
de cada virus, su sinergia si son administrados conjuntamen-
te y su capacidad para eliminar/reducir los estados de per-
sistencia viral y por tanto, la aparicidn de peces portadores
asintomaticos del virus. Todo ello utilizando preferentemen-
te la administracion oral, en el modelo trucha arco iris y en
trucha comun. En este contexto, nos interesa también el
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estudio de la expresidn génica en respuesta a las vacunas
DNA. Hasta ahora se han venido analizando mediante PCR
semi-cuantitativa y PCR en tiempo real pero dado que muy
recientemente, Agilent ha comercializado una micromatriz
(microarray) de 35K para trucha arco iris, nos proponemos
aplicarlo en nuestros préximos ensayos de vacunas, y deter-
minar los cambios en la expresién de series de genes rela-
cionados con inmunidad y/ o virulencia.
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