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Para el afio 2023, seguimos en el camino
de buscar temas o articulos relevantes en
materia de: enfermedades virales y
bacteriales en peces, alimentos en base a
harinas de Krill, pescado y vegetales para
salmonidos. Ademéas de tecnologias
nuevas para deteccion de biotoxinas
marinas, estadistica sobre principales
pesquerias chilenas y sus proyecciones de
pesquerias pelagicas con el cambio
climatico y por Ultimo nuevas vacunas para
salménidos.

Sin embargo, logramos reunir informacién
relevante en temas salmdn-acuicolas,
acuicultura y pesquerias que son de gran
interés para nuestros lectores.

Esperamos que en esta primera edicion
digital e impresa 2023, la revista pueda ser
vista por un mayor nimero de personas
que consideren un aporte en materia de
investigacion y tecnologia en el dmbito
salmonero-acuicola, acuicultura y pesquera
de pais.

Queremos dar un especial agradecimiento
a todos nuestros colaboradores e
investigadores académicos que hacen un
aporte con articulos cientificos de extension
de proyectos en ejecucién en materias
como: biotecnologia, patologias, nutricién,
genética, medio ambiental, normativas,
tecnologia y muchos otros temas de interés
que consolidan la revista “Version Diferente”
como un medio escrito cientifico de
extension de consulta diaria.

Continuamos en la busqueda de
informacion técnica relevante en materia
de investigacion para la industria salmén-
acuicola,mitilicultora y pesquera de Chile.
Siendo algunos de los temas a tratar para
esta primera edicién 2023:

“Piscine QOrthoreovirus en Salmonidos
(PRV); "Beneficios de la Harina de Krill en
la Produccion de Salmdénidos”; “ Hierro y
Vesiculas de membrana de Renibacterium
Salmoninarum”; “Virus de la Necrosis
Pancredtica Infecciosa (IPNV); “Desempefio
en campo de BEKA-VAX una nueva vacuna
contra Renibacterium Salmoninarum”;
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“Nuevo Lector Digital Test Rapidos para
deteccion de Biotoxinas Marinas”;
“Innovacion Tecnoldgica Servicios
Ecosistémicos para el cultivo larval de
nuevas especies de interés para la
acuicultura de pequefia escala “; “Situacion
de principales Pesquerias Chilenas
y Proyecciones de Pesquerias Peldgicas
con Cambio Climatico”; “PTEC-INVA:
Uniendo a dos de los principales sectores
productivos de Chile”; “Tecnologia
del Cultivo y Secado de Huiro Flotador
(Macrocystis Pyrifera) con Tecnologia
BIVALNET"; “;Por qué desarrollar un
Software en mi empresa”“.

Continuamos manteniendo el cambio de
fecha de cada edicién semestral debido a
circunstancias externas ajena a nuestra
agenda de tiempo editorial para impresion.

Los invitamos a participar en préxima
edicion digital e impresa Diciembre 2023.

Richard Araya Véliz
Gerente Comercial
Revista Version Diferente
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Domingo 1 Enero Dia de Afio Nuevo o () () () o
Martes 9 Enero Dia de la Entrada a la Edad adulta [ ]

Lunes 16 Enero Dia de Martin Luther King

Lunes 7 Febrero Dia de la Constitucién o

Séabado 11 Febrero Dia de la Fundacion o

Lunes 20 Febrero Dia de Los Presidentes ()

Martes 21 Marzo Inicio Equinoccio Primavera o

Jueves 6 Abril Jueves Santo

Viernes 7 Abril Viernes Santo [ J [ ) [ ) o
Lunes 18 Abril Lunes de Pascua (]
Séabado 29 Abril Dia de Emperador Showa o

Lunes 1 Mayo Dia Internacional del Trabajo o

Lunes 1 Mayo Dia Festivo de principio de mayo o

Dia de la Constitucién
Dia de la Ascencion

Miércoles 17 Mayo
Jueves 18 Mayo

Domingo 28 Mayo Dia de las Glorias Navales ()

Lunes 29 Mayo Dia de la Reina ()

Domingo 28 Mayo Domingo de Pentecostés

Lunes 29 Mayo Dia de los caidos en la Guerra o

Lunes 29 Mayo Dia Festivo de Primavera o
Lunes 26 Junio Dia de San Pedro y San Pablo o

Sabado 1 Julio Dia de Canada ()

Martes 4 Julio Dia de la Independecia o

Domingo 16 Julio Dia de la Virgen del Carmen o

Lunes 17 Julio Dia del Mar o

Lunes 7 Agosto Fiesta del Verano o
Viernes 11 Agosto Dia de la Montafia [ }

Martes 15 Agosto Dia de la Ascencién de la Virgen o

Lunes 4 Septiembre Dia del Trabajo [ ] [ ]

Lunes 18 Septiembre Dia de la Independencia ([ ]

Martes 19 Septiembre Dia de las Glorias del Ejército [ J

Martes 19 Septiembre Homenaje a las personas mayores (]
Sabado 23 Septiembre Equinoccio de Otofio ()
Lunes 9 Octubre Dia del Encuentro de Dos Mundos [ J ()

Lunes 9 Octubre Dia de Accién de Gracias ()

Martes 10 Octubre Dia de la Salud y los Deportes [ ]
Viernes 27 Octubre Dia de las Iglesias Protestantes y Evan. ([

Miércoles 1 Noviembre  Dia de Todos los Santos o

Viernes 3 Noviembre Dia de la Cultura [ )
Sabado 11 Noviembre Dia del Recuerdo [ )

Viernes 10 Noviembre Dia de Los Veteranos de Guerra [ ]

Jueves 23 Noviembre Dia de Accion de Gracias al trabajo [ ]
Jueves 23 Noviembre Dia de Accion de Gracias

Jueves 30 Noviembre Fiesta de San Andrés o
Viernes 8 Diciembre Inmaculada Concepcion [}

Lunes 25 Diciembre Navidad o () o

Martes 26 Diciembre

Dia de San Esteban
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DESCUBRE EL FUTURO DE LA HISTOPATOLOGIA

Marcadores fisiologicos

En nuestro laboratorio, gracias al nueve desarrollo de marcadores fisiologicos de inmunchistoquimica, estames
Hevando La industria salmonera hacia nuevas fronteras de diagndstico.
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Virus PRV
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Piscine orthoreovirus (PRV)
en salmonidos

W VeHICE

Autores: Carlos Sandoval, Marcelo Vera, Karina Carrasco, Denis Cardenas, Gabriela Squella.

Introduccion

Piscine orthoreovirus (PRV) es un virus ARN, bicatenario, no
envuelto, icosaédrico, con un tamafio aproximado de 60 a 85 nm
(Nibert, 1998). Su genoma esté encapsulado por una cubierta de
proteina interna y otra externa, la cual comprende 8 proteinas
codificadas por virus diferentes.
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Esquema 1: Estructura viral de Piscine orthoreovirus

El PRV esta asociado con la enfermedad conocida como Heart
and Skeletal Muscle Inflammation (HSMI), que afecta principalmente
a los salmones de cultivo y se caracteriza por la inflamacion del
tejido cardfaco y muscular esquelético (Kongtorp et al., 2004).

En cuanto a su distribucidn, se ha observado en Noruega, Canadg,
Alemania, Escocia, Islandia, Japon y Chile.

Recientemente, se sugirid que el subgenotipo Ib de PRV-1 puede
ser responsable de HSMI en el salmdn del Atlantico (Godoy et al.,
2021), mientras que el subgenotipo la se asocié con una baja
virulencia (Dhamotharan et al., 2019, Godoy et al., 2021).

En cuanto a PRV-3, este induce una enfermedad similar, pero no
idéntica, a HSMI en trucha arcoiris y salmén coho en Chile.

Por otro lado, PRV-2 es un virus que se encuentra solo en el
salmén Coho en Japén (no asociado a signologia de HSMI).

En Chile, recientemente se ha estudiado la ocurrencia de PRV en
diferentes especies de salménidos de cultivo. Tanto PRV-1 como
PRV-3 se han detectado en salmdén del Atldntico con HSMI, salmon
Coho con enfermedad similar a HSMI y trucha arcoiris con
Sindrome Idiopatico de trucha arcoiris (ISRT) (Bustos, et al., 2011;
Cartagena et al., 2018; Godoy, et al., 2016; Morton, et al., 2017).

De esta manera, los hallazgos indican que las infecciones por
PRV (excepto por PRV-2) se han detectado en las tres principales
especies de salmonidos de cultivo en nuestro pais.

Patogénesis

* Células target

Los eritrocitos son las principales células diana de infeccion del
PRV y durante la fase peak de la infeccién (maxima) méas del
50 % de estas células pueden infectarse.

Luego de infectar y replicarse en los eritrocitos circulantes, la
infeccion se disemina hacia miocitos del corazén y musculo
esquelético (Finstad et al., 2014).

* Transmision

Los principales sitios de entrada del virus son las superficies
epiteliales como branquias, piel, base de aletas e intestino
(Secombes et al., 2012).

Un estudio realizado por Lgvoll et al., 2012 demostré que los
huevos de reproductores positivos para PRV resultaron negativos
para PRV en condiciones de incubacion comercial, lo cual indicaria
que la transferencia vertical no es considerada una ruta relevante
de transmision

En otro estudio, se descubrié que PRV se excreta a través de las
heces, siendo esta una posible via de transmisién del virus (Hauge
etal., 2016).



* Replicacion intracelular en eritrocito

Figura 1: Replicacion intracelular de PRV
en eritrocitos (Mohamed et al., 2015).

(1) La unidn celular es mediada por receptores: (1a) unién de
acido sidlico, (1b) asociaciéon JAM-Ay (1c) unién de integrina.
(2) Se internaliza por endocitosis a endosomas/lisosomas
tardios.

(3) Desensambaje viral a través de (3a) eliminacién de ¢3
mediada por proteoliticos, (3b) escisién de u1 a o, y (3c)
pérdida de 1 concomitante con una penetracion de la
membrana. El virus al interior de la célula libera factores para
producir mas particulas virales.

(4) Transcripcion de ARN virales y liberacion mediante
particulas centrales citoplasmaticas.

(5) Expresion de las proteinas de PRV.

(6) Las proteinas virales se ensamblan con el ARN viral, dando
lugar al viroplasma* (7) (Figura 10y 11), una zona en donde
se concentra la mayor cantidad de proteinas virales (8).

(9) Los nuevos virus producidos son liberados, los cuales
tienen la capacidad de infectar a otras células (Mohamed et
al,, 2015).

*Los viroplasmas o inclusiones intracelulares es donde se
produce la replicacion, empaquetamiento y el ensamblaje de
nuevas particulas virales (Novoa et al., 2005). Estas inclusiones
virales requieren la reubicacion de los organelos, la
reorganizacion de las membranas celulares y cambios en la
distribucion y dindmica del citoesqueleto de la célula
(Netherton et al., 2007).
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Fases de diseminacion del virus
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Figura 2: Fases de diseminacion de PRV (Polinski et al., 2020).

* Fase Temprana

Entrada inicial al huésped, replicacion y diseminacion del virus en
las células sanguineas (suele durar 2 - 3 semanas a 12°C). La
fase replicativa temprana probablemente dicta la cantidad de
virus que es difundido, estableciendo el curso y la gravedad general
de la infeccién (Lai, Mainou, Kim y Dermody, 2013).

* Fase Maxima

Suele durar 2-3 semanas a 12°C. Ocurre una lisis eritrocitaria
después de alcanzar la carga mdxima de replicacion de ARN viral,
junto con la formacion de inclusiones virales intracitoplasmicas.
En esta fase el PRV se puede replicar en mas del 50% de las
células sanguineas (Finstad et al. 2014), alcanzando las cargas
sanguineas sistémicas mas altas de PRV (Dahle et al., 2015).

* Fase Persistente

Se produce una marcada reduccion en la produccion de proteinas
virales. Al final de esta etapa, los signos clinicos desaparecen y
el virus se vuelve persistente. (Haatveit et al., 2017).




Virus PRV
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Signologia Clinica

* HSMlensS. salar

La enfermedad HSMI solo afecta a S. salary los brotes aparecen
principalmente entre 4 a 9 meses después de la transferencia al
agua marina (Noruega), aungue también se ha descrito a los 14
dias de la transferencia al agua de mar (Kongtorp et al., 2004) y
en Chile se puede encontrar en fase de agua dulce y mar.
Los signos clinicos de la enfermedad pueden surgir durante el
peak de la fase aguda, pero generalmente se observan en las
primeras etapas de la fase persistente (Polinski et al., 2019,
Vendramin et al., 2019, Wessel et al., 2017). En condiciones de
cultivo, la mortalidad de los peces infectados suele ser baja pero
podria llegar hasta un 20% de las jaulas infectadas (Kongtorp et
al., 2004).

Los signos macroscépicos incluyen: corazén palido, hemorragia
pericérdica, ascitis e higado palido (los niveles de hematocrito
suelen ser normales). Ocasionalmente, se encuentran lesiones
en higado, bazo, branquias y rifiones, pero las principales lesiones
histopatoldgicas se encuentran en corazén y musculo esquelético.

* Sindrome Ictérico en 0. kisutch

El Sindrome Ictérico del Salmén Coho (Ictericia) se caracteriza
por producir brotes durante la temporada de otofio. Los peces en
etapa de agua de mar presentan signos clinicos que incluyen:
ictericia, anemia, ascitis, palidez de branquias e higado, aletas
hemorragicas en la base, exoftalmia bilateral, acumulacién de
grasa visceral, bazo oscuro, hidropericardio y ventriculo cubierto
por una capa de grasa. Ademas, estudios hematoldgicos presentan
hematocrito y concentracién de hemoglobina (Hb) bajos (anemia
severa).

Actualmente, se desconoce el agente etioldgico causante de este
sindrome, sin embargo, los ensayos experimentales de infeccion
realizados por Smith, et al. (2006), reveld dos hallazgos importantes:
1) la condicién ictérica fue causada por una forma infecciosa de
anemia hemolitica, asociado probablemente a una etiologia viral;
2) la enfermedad se reprodujo en salmén Coho (O. kisutch) pero
no en salmoén del Atlantico (S. salar) ni en trucha arcoiris (0.
mykiss).

De acuerdo con Cartagena et al., 2020, las secuencias PRV-1y
PRV-3 se detectaron simultaneamente en los mismos especimenes
de salmén Coho de cultivo con ictericia en Chile, y estédn
relacionadas con secuencias de PRV previamente identificadas
en salmon del Atléntico, salmén Coho, trucha café y trucha arcoiris.
Ademas, las secuencias encontradas se agruparon con secuencias
de aislamientos de PRV-1 pertenecientes al Sub -genotipo Ib o
con secuencias de PRV-3 del Genotipo II. En concreto, se agruparon
junto con el PRV-3 descrito en trucha arcoiris (PRV-3a) por
Dhamotharan et al. (2018).

Hasta el momento, los resultados no pueden establecer si PRV-
1b y/o PRV-3b es el agente etioldgico del Sindrome de Ictericia
en el salmén Coho, y se necesitan mds estudios (infeccion
experimental) para determinar si alguno de esos PRV estd
directamente asociado con este sindrome, sin embargo, hay
evidencia apuntando en esa direccion.

De confirmarse esta hip6tesis, podria ser un nuevo ejemplo de
enfermedad de salmoénidos causada por PRV en Chile, y
especificamente, en salmén Coho podria ser la segunda
enfermedad reportada después de la condicién similar a HSMI
(no Sindrome de Ictericia) descrita por Godoy, et al. (2016).
Es importante considerar que las mortalidades asociadas a este
sindrome han ido en aumento en los Ultimos afos, alcanzando
hasta un 71% de las mortalidades acumuladas en 2019
(SERNAPESCA, 2019).

* HSMiI-like en 0. kisutch

En el Salmdn Coho, las lesiones mds comunes relacionadas con
la enfermedad HSMI-like son el higado con una tonalidad
amarillenta, hemopericardio, corazén palido, colestasis biliar,
ascitis y sangre coagulada en la cavidad abdominal. La principal
diferencia entre HSMI y HSMI-like, radica en la localizacion del
infiltrado inflamatorio en corazén, ya que en S. salar el estrato
mas afectado es el miocardio compacto ventricular (HSMI), a
diferencia de 0. kisutch, cuyo tejido mayormente afectado
corresponde a miocardio esponjoso ventricular (HSMI-like).

* Relacion entre PRV y melanosis

En un estudio realizado por Bjgrgen et al., 2018, se monitoreo el
estado del PRV en los peces para investigar con mayor profundidad
la asociacion entre PRV y los cambios focales de melanosis
descritos por Bjgrgen et al., 2015. Sus resultados refuerzan la
hipdtesis de una transicion de cambios agudos hemorragicos a
cambios crénicos de melanosis, respaldando la participacion de
PRV en melanosis focales avanzadas. Los estudios de hibridacion
in situ en PRV mostraron una gran correlacion con resultados
anteriores (Bjgrgen et al., 2015) y argumentan que el PRV persiste
y se replica en melanosis focales, lo que posiblemente explique
su naturaleza cronica. Es importante destacar que los focos
hemorrdgicos y de melanosis menos graves pueden ocurrir sin
la presencia de PRV.

* Relacion entre PRV y melanosis inducida
en forma experimental

En un estudio no publicado realizado el 2022 por VeHiCe y CEA
Vitapro en O. kisutch con cuadros de viremia por PRV, se logré
evidenciar la presencia de particulas virales en las zonas de lesion
focal y de melanosis inducidas experimentalmente. Esto podria
sugerir la hipétesis de que el virus migra a través de los macréfagos
hacia las zonas de lesion inducida, sin embargo, no se considera
al virus como el agente primario en la formacién de melanosis.



Hallazgos y Diagnéstico

* Histologia

Esta es considerada la técnica "Gold" para el diagndstico de PRV.
Los principales hallazgos en corazon incluyen abundante presencia
de células inflamatorias en estrato compacto ventricular y en
menor medida en el estrato esponjoso ventricular.

En casos de miocarditis severa, el prondstico productivo es
desfavorable por el extenso compromiso del miocardio ventricular,
que podria derivar en insuficiencia cardiaca.

En etapas terminales de insuficiencia cardiaca, se puede encontrar
en higado una necrosis coagulativa con distribucion centrolobulillar,
lo cual podria indicar un proceso isquémico del tejido.

En musculo rojo, en casos severos, la infiltracion celular inflamatoria
es extensiva y difusa con una gran cantidad de miocitos necroticos.
Sin embargo, no es un hallazgo constante (Kongtorp, 2004), ya
que se ha propuesto que se atribuye a variaciones estacionales,
en donde es mas frecuente en otofio e invierno (Di Cicco et al.,
2017).

Adicionalmente, en bazo es posible observar eritrofagia y
leucocitosis, lo que indicaria el dafio eritrocitario y el proceso
infeccioso en curso, respectivamente.

Especie S. salar 0. kisutch
Epicardio ++ +
Estrato compacto +++
Estrato esponjoso +0 ++ ++
Mdusculo rojo ++ +0++

Tabla 1: PRV en S. salar v/s O. Kisutch - cuadros inflamatorios
(Fuente: VeHiCe).

* Inmunohistoquimica

Esta técnica permite detectar y visualizar la presencia de antigenos
especificos en muestras de tejido mediante el marcaje de
anticuerpos, los cuales se unen a los antigenos de PRV presentes
en el tejido. La IHQ complementa los analisis histopatoldgicos,
pudiendo detectar y localizar el virus en tejidos con cambios
sutiles o en la confirmacion en casos dudosos.

También, marcadores inmunochistoquimicos de hemoglobina
podrian indicar un dafio inicial en la conformacién de Hb, lo que
permitiria pesquisar con antelacion un dafio eritrocitario cuando
las particulas virales atn no son visibles (Di Cicco et al, 2018).

VD Edicién Especial Semestral 2023

* Biologia Molecular

La técnica PCR se destaca como una de las metodologias mas
ampliamente empleadas en el diagndstico del Piscine Orthoreovirus
(PRV).

A partir de experiencias internas en VeHiCe, se ha observado que
es posible lograr un diagnéstico temprano del PRV a través de la
deteccion del virus en muestras sanguineas, incluso antes de su
deteccion en tejidos u 6rganos especificos.

En un seguimiento realizado, se logré identificar la presencia del
PRV en muestras de sangre de manera anticipada que en los
tejidos u érganos afectados, aproximadamente 2 a 3 semanas
antes de su deteccion en los 6rganos afectados.

La deteccidn del PRV en muestras sanguineas puede servir como
un indicador temprano de la infeccién viral y, por ende, como una
herramienta valiosa para el diagndstico temprano.

* Analisis Sanguineo

En una infeccion por PRV, se pueden observar alteraciones en los
parametros hioquimicos que reflejan la respuesta fisioldgica y
los efectos patoldgicos en los peces afectados. Estos cambios
incluyen el aumento de las enzimas hepaticas ALT y AST,
disminucion de las proteinas plasmaticas y desequilibrios en los
electrolitos. Estos indican lesidn hepatica, posiblemente asociado
a procesos de isquemia, inflamacion y alteraciones metabdlicas.

En hematologia diferencial, en algunos casos, es posible evidenciar
alteraciones como un aumento en el nimero total de leucocitos,
una disminucion en el porcentaje de linfocitos, un aumento en el
nimero de neutréfilos y una disminucién en el nimero de
plaquetas. Estos cambios reflejan una respuesta inflamatoria y
una posible supresion de la respuesta inmunoldgica.

Ademas, se pueden observar alteraciones eritrocitarias como
morfologia anormal, formas fragmentadas, asi como también,
la presencia de viroplasmas (cuerpos de inclusién
intracitoplasmaticos), caracteristicas de una infeccion por PRV,
aungue no patognomanicas.

Virus PRV
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Imagen 1: Codgulo en
cavidad pericéardica
(flecha) en S. salar con
cuadro de HSMI.

cavidad pericéardica
(flecha roja), higado

~ con colestasis hiliar

(flecha negra), grasa
visceral ictérica (flecha
azul) en O. kisutch con
cuadro de ictericia

Imagen 3: Codgulo en
cavidad pericéardica
(flecha) en O. kisutch
con cuadro de HSMI-
like.

Imagen 4: H&E. Miocarditis en estrato esponjoso (flecha) en O.
kisutch (A) v/s miocarditis en estrato compacto (flecha) en S.

salar (B).

Imagen 5: H&E.
Epicarditis severa
(flecha) en S. salar en
cuadro por PRV.

Imagen 6: H&E.

'~ Infiltrado inflamatorio

en musculo rojo en 0.
kisutch en cuadro por
PRV.

Imagen 7: H&E.
Infiltrado inflamatorio
en musculo rojo con
regeneracion de fibras
musculares rojas en S.

| salar con un cuadro de

PRV.

Imagen 8: H&E.
Necrosis coagulativa
hepatica
centrolobulillar
(flecha) en S. salar
asociado a una
insuficiencia cardiaca
terminal.

Imagen 9: IHQ-PRV.

' Reaccidn positiva a

PRV en estrato
esponjoso ventricular
en macrofagos y
células endocardiales
de S. salar (flecha).

Imagen 10: IHQ-PRV.

. Reaccion positiva a

PRV en estrato
esponjoso ventricular
de O. kisutch (flecha).



Imagen 11: IHQ-PRV.
Viroplasmas o
inclusiones
intracitoplasmaticas en
eritrocito (flecha) en 0.
kisutch.

Imagen 12: IHQ
Hemoglobina.
Reaccion positiva a
IHQ-Hb en eritrocitos
circulantes (flecha) en
0. kisutch.

Imagen 13: Frotis
sanguineo. Viroplasma
o inclusion
intracitoplasmatica en
eritrocito (flecha) en S.
salar.

VD Edicion Especial Semestral 2023

Referencias

Bjgrgen, H., Wessel, @., Fjelldal, P. G., Hansen, T., Sveier, H.,
Sabg, H. R,, ... Koppang, E. 0. (2015). Piscine orthoreovirus (PRV)
in red and melanised foci in white muscle of Atlantic salmon
(Salmo salar). Veterinary Research, 46(1). doi:10.1186/s13567-
015-0244-6

Bjgrgen, H., Wessel, @., Fjelldal, P. G., Hansen, T., Sveier, H.,
Saebg, H. R,, ... Koppang, E. 0. (2015). Piscine orthoreovirus (PRV)
in red and melanised foci in white muscle of Atlantic salmon
(Salmo salar). Veterinary Research, 46, 89.
https://doi.org/10.1186/s13567-015-0244-6

Bustos, P., Rosas, M., Bohle, H., lldefonso, R., Sandoval, A., Gaete,
A., Araya, C., Grothusen, H., Tapia, E., Gallardo, A., Rojas, M.,
Lara, M., Labra, A., Galvez, C., 2011. First report of Piscine Reovirus
in Atlantic salmon farmed in Chile. Primer reporte de Piscine
Reovirus en Salmén del Atlantico (Salmo salar), cultivado en Chile
(in spanish). Revista Versién diferente. 15, 65 -68.

Cartagena J., Jiménez C. and Spencer E., Detection of Piscine
orthoreoviruses (PRV-1b AND PRV-3a) in farmed Coho salmon
with jaundice syndrome from Chile, Aquaculture (2018),
https://doi.org/10.1016/j.aquaculture.2020.735480

Dahle, M. K., Wessel, @., Timmerhaus, G., Nyman, |. B., Jérgensen,
S. M., Rimstad, E., & Krasnov, A. (2015). Transcriptome analyses
of Atlantic salmon (Salmo salar L.) erythrocytes infected with
Piscine orthoreovirus (PRV). Fish & Shellfish Immunology, 45(2),
780-790. https://doi. org/10.1016/j.fsi.2015.05.049.

Dhamotharan, K., Vendramin, N., Markussen, T., Wessel, @.,
Cuenca, A., Nyman, ., Olsen, A., Tengs, T., Krudtaa Dahle, M.,
Rimstad, E., 2018. Molecular and Antigenic Characterization of
Piscine orthoreovirus (PRV) from Rainbow Trout (Oncorhynchus
mykiss). Viruses. 10, 170. https://doi.org/10.3390/v10040170

Dhamotharan K, Tengs T, Wessel @, Braaen S, Nyman IB, Hansen
EF, et al. Evolution of the Piscine Orthoreovirus Genome Linked
to Emergence of Heart and Skeletal Muscle Inflammation in Farmed
Atlantic Salmon (Salmo Salar). Viruses (2019) 11(5):465. doi:
10.3390/v11050465

Di Cicco E, Ferguson HW, Schulze AD, Kaukinen KH, Li S,
Vanderstichel R, et al. Heart and Skeletal Muscle Inflammation
(HSMI) Disease Diagnosed on a British Columbia Salmon Farm
Through a Longitudinal Farm Study. PLoS One (2017)
12(2):0171471. doi: 10.1371/journal.pone.0171471

Di Cicco, E., Ferguson, H.W., Kaukinen, K.H., Schulze, A.D., Li, S.,
Tabata, A., Giinther, 0.P., Mordecai, G., Suttle, C.A., Miller, K.M.,
2018. The same strain of Piscine orthoreovirus (PRV -1) is involved
in the development of different, but related, diseases in Atlantic
and Pacific Salmon in British Columbia. FACETS. 3, 599 -641.
https://doi.org/10.1139/facets -2018 -0008

Finstad, @., Dahle, M., Lindholm, T., Nyman, I., Lgvoll, M., Wallace,
C., Rimstad, E. (2014). Piscine orthoreovirus (PRV) infects Atlantic
salmon erythrocytes. Veterinary Research, 45(35), 1297-9716.
https://doi.org/10.1186/1297-9716-45-35.




Virus PRV

VD Edicidn Especial Semestral 2023

Godoy, M.G., Kibenge, M.J.T., Wang, Y., Suarez, R,, Leiva, C.,
Vallejos, F., Kibenge, F.S.B., 2016. First description of clinical
presentation of piscine orthoreovirus (PRV) infections in salmonid
aquaculture in Chile and identification of a second genotype
(Genotype I1) of PRV. Virol J. 13, 1-15.
https://doi.org/10.1186/s12985-016 -0554 -y

Godoy M, Medina DA, Suarez R, Valenzuela S, Romero J, Kibenge
M, et al. Extensive Phylogenetic Analysis of Piscine Orthoreovirus
Genomic Sequences Shows the Robustness of Subgenotype
Classification. Pathogens (2021) 10:1- 12. doi:
10.3390/pathogens10010041

Haatveit, H., Wessel, @., Markussen, T., Lund, M., Thiede, B.,

Nyman, |., Rimstad, E. (2017). Viral protein kinetics of piscine
orthoreovirus infection in Atlantic salmon blood cells. Viruses,
9(3), 49. https://doi. org/10.3390/v9030049.

Hauge H, Dahle M, Moldal T, Thoen E, Gjevre A-G, Weli S, Alarcén
M, Grove S: Piscine orthoreovirus can infect and shed through the
intestine in experimentally challenged Atlantic salmon (Sa/mo
salar L.). Vet Res 2016, 47(1):57.

Hauge H, Vendramin N, Taksdal T, Olsen AB, Wessel @, Mikkelsen
SS, et al. Infection Experiments With Novel Piscine Orthoreovirus
From Rainbow Trout (Oncorhynchus Mykiss) in Salmonids. PloS
One (2017) 12:1-24. doi: 10.1371/journal.pone.0180293

Kongtorp RT, Kjerstad A, Taksdal T, Guttvik A, Falk K. Heart and
Skeletal Muscle Inflammation in Atlantic Salmon, Salmo Salar L.
A New Infectious Disease. J Fish Dis (2004) 27:351-8. doi:
10.1111/j.1365-2761.2004.00549.x

Kongtorp RT, Taksdal T, Lynggy A. Pathology of Heart and Skeletal
Muscle Inflammation (HSMI) in Farmed Atlantic Salmon Salmo
Salar. Dis Aquat Organisms (2004) 59:217-24. doi:
10.3354/dao059217

Lai, C. M., Mainou, B. A., Kim, K. S., & Dermody, T. S. (2013).
Directional release of reovirus from the apical surface of polarized
endothelial cells. MBio, 4(2), e€00049-13.
https://doi.org/10.1128/mBio.00049 -13.

Lgvoll, M., Alarcén, M., Bang Jensen, B., Taksdal, T., Kristoffersen,
A.B., & Tengs, T. (2012). Quantification of piscine reovirus (PRV)
at different stages of Atlantic salmon Salmo salar production.
Diseases of aquatic organisms, 99(1), 7-12.
https://doi.org/10.3354/da002451

Lund M, Rgsag MV, Krasnov A, Timmerhaus G, Nyman IB,
Aspehaug V, et al. Experimental Piscine Orthoreovirus Infection
Mediates Protection Against Pancreas Disease in Atlantic Salmon
(Salmo Salar). Vet Res (2016) 47:1-16. doi: 10.1186/s13567-016-
0389-y

Malik MS, Bjgrgen H, Dhamotharan K, Wessel @, Koppang EO, di
Cicco E, et al. Erythroid Progenitor Cells in Atlantic Salmon (Salmo
Salar) may be Persistently and Productively Infected With Piscine
Orthoreovirus (PRV). Viruses (2019) 11:824. doi:
10.3390/v11090824

Mohamed A, Johnston RN, Shmulevitz M: Potential for Improving
Potency and Specificity of Reovirus Oncolysis with Next-Generation
Reovirus Variants. Viruses 2015, 7(12):6251-6278.

Morton, A., Routledge, R., Hrushowy, S., Kibenge, M., Kibenge, F.,
2017. The effect of exposure to farmed salmon on piscine
orthoreovirus infection and fitness in wild Pacific salmon in British
Columbia, Canada. PLoS One. 12, e0188793.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0188793

Netherton C, Moffat K, Brooks E, Wileman T: A guide to viral
inclusions, membrane rearrangements, factories, and viroplasm
produced during virus replication. Adv Virus Res 2007, 70:101-
182.

Novoa RR, Calderita G, Arranz R, Fontana J, Granzow H, Risco C:
Virus factories: associations of cell organelles for viral replication
and morphogenesis. Biol Cell 2005, 97(2):147-172.

Polinski MP, Vendramin N, Cuenca A, Garver KA. Piscine
Orthoreovirus: Biology and Distribution in Farmed and Wild Fish.
J Fish Dis (2020) 43:1331- 52. doi: 10.1111/jfd.13228

Polinski MP, Marty GD, Snyman HN, Garver KA. Piscine
Orthoreovirus Demonstrates High Infectivity But Low Virulence in
Atlantic Salmon of Pacific Canada. Sci Rep (2019) 9:1-22. doi:
10.1038/s41598-019-40025-7

Secombes CJ, Ellis AE: The immunology of teleosts. In: Fish
pathology. Edited by Roberts RJ. Oxford: Blackwell Publishing Ltd;
2012.

Smith, P.A., Larenas, J., Contreras, J., Cassigoli, J., Venegas, C.,
Rojas, M.E., Guajardo, A., Perez, S., Diaz, S., 2006. Infectious
haemolytic anaemia causes jaundice outbreaks in seawater -
cultured coho salmon, Oncorhynchus kisutch (Walbaum), in Chile.
J Fish Dis. 29, 709 -715. https://doi.org/10.1111/j.1365 -
2761.2006.00766.x

Vallejos-Vidal E., Reyes-Lopez F., Sandino A., Imarai M. Sleeping
with the Enemy? The Current Knowledge of Piscine Orthoreovirus
(PRV) Immune Response Elicited to Counteract Infection. Frontiers
in Immunology (2022) Vol 14. doi.org/10.3389/fimmu.2022.768621

Vendramin N, Kannimuthu D, Olsen AB, Cuenca A, Teige LH,
Wessel @, et al. Piscine Orthoreovirus Subtype 3 (PRV-3) Causes
Heart Inflammation in Rainbow Trout (Oncorhynchus Mykiss). Vet
Res (2019) 50:1-13. doi: 10.1186/s13567-019-0632-4

Wessel @, Braaen S, Alarcon M, Haatveit H, Roos N, Markussen
T, et al. Infection With Purified Piscine Orthoreovirus Demonstrates
a Causal Relationship With Heart and Skeletal Muscle Inflammation
in Atlantic Salmon. PloS One (2017) 12:1-24. doi:
10.1371/journal.pone.0183781

Wessel @, Hansen EF, Dahle MK, Alarcon M, Vatne NA, Nyman
IB, et al. Piscine Orthoreovirus-1 Isolates Differ in Their Ability to
Induce Heart and Skeletal Muscle Inflammation in Atlantic Salmon
(Salmo Salar). Pathogens (2020) 9:1-22. doi:
10.3390/pathogens9121050



VD Edicién Especial Semestral 2023

FABRICA DE PANELES FRIGORIFICOS / SOLUCIONES CONSTRUCTIVAS TERMOAISLANTES

3 Termolndustrial

Solucieoenes Termeoeaislantes

FrigoPol TechoPol
PAMEL POLIEETIREMD PAMEL CUBIERTA PMOLESTEREND EXPANDED0 (EPS)
ENPAMDIDD (EPS)
PRODUCTOS TermoRoof Pur - Pir
FrigoPur - Pir - Lock TERMOAOOF MOL O2-4
PAMEL POLILRETAND O
POLISOCIANURATD INYEG TADD Puertas Frigorificos
COMTIMUG PLIERTAS FRMORIFIGDS

E_j +58 9 6236 06684 termoindustrial @ +56 2 6469 1890 ffﬂ' www larmioindustrial.cl

Termoindustrial



=
S
[<E]
=
<
=
=
S
==

VD Edicién Especial Semestral 2023

BENEFICIOS DE LA HARINA DE KRILL EN
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Durante las Ultimas décadas, los salmdnidos han sido el producto  Perfil nutricional de la harina de krill:
mds importante de la acuicultura en términos de valor, siendo el

salman del Atlantico la especie que lidera la produccion a nivel
mundial. Los volimenes de produccion de salmén de cultivo han
incrementado en los Ultimos afios, sin embargo, con la creciente
sostenida demanda, también se ha registrado un incremento en
la demanda por alimentos para consumo humano que sean

mas sustentables. En los inicios de la

El perfil nutricional de la harina de krill (Figura 1) incluye fosfolipidos,
altos niveles de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga
(EPA y DHA); astaxantina; aminodacidos libres; nucleétidos y N-
6xido de trimetilamina (TMAOQ) que incentivan la alta palatabilidad
del krill, ademas de un perfil de aminoéacidos

comparables al de la harina de pescado

salmonicultura, las materias primas utilizadas Argining )
- . n (Torrencillas et al., 2021)
para la produccién del alimento para
salmones estuvo constituida ) ) :
Virdna ci elBIEna ) 5 harina de krill es preparada a partir

principalmente por harina de
pescado y aceite de pescado,
pero la inconsistencia en

el suministro de estos
ingredientes marinos, las
fluctuaciones enel precioyla  yrpanina
creciente critica acerca del

uso de peces marinos para
alimentar salmones de cultivo,

ha llevado a los productores

a buscar ingredientes
alternativos mas sustentables.
Entre las materias primas
alternativas se destacan las de

del krill antartico, que tiene un

, perfil nutricional balanceado,

ta compuesto por alrededor de
57% de proteinas y 25% de
lipidos. El aceite de krill es
extraido a partir de la harina
de krill que concentra su
fraccion de lipidos (Figura 2).

Leaicina

Tircadna Metionina

origen vegetal, pero éstas no Fanilalanina
logran alcanzar los requerimientos
. . — Dl cOit anieey de kil
nutricionales de los peces, ademas de que
Diata cain Nanss de pastado

contienen factores anti-nutricionales que
afectan la palatabilidad de los alimentos de peces
y desencadenan respuestas inmunes indeseadas (Glencros et Figura 1: Gréfico comparativo del perfil de
al., 2020). Una de las materias primas con mayores atributos aminodcidos esenciales (en g 100g-1 de dieta)
nutricionales es la harina de krill, la que tiene un perfil nutricional en dietas con harina de krill y con harina de
y sabor que promueve la ingesta de alimento, mejora la tasa de pescado (Fuente: Moreno-Arias, A. et al., 2017)
conversién e incrementa la calidad del filete (Mgrkgre et al., 2020;

Roncarati et al., 2011). La harina de krill ademds de generar un

alta tasa de crecimiento, fortalece el sistema inmune de los peces,

y por ende, tiene un rol esencial en la disminucién de enfermedades

y de la mortalidad.



VD Edicion Especial Semestral 2023

PERFIL NUTRICIONAL DE LA HARINA DE KRILL

I3 0 GHALES

LA LI

TR SSATI I LF) PTFTTONR, WAL B £
(£

(LT

Lo e Lyt

S0 PROTEA CRLUOA F % AGUA, OTROS

e e g e 3 By

Figura 2: Perfil nutricional del krill (Fuente: Kaur et al., 2022)

Beneficios Nutricionales de la Harina de Krill

En la figura 3 se muestran los beneficios de la harina de krill en
la salud de los salménidos, por lo que es considerada un
superalimento en la dieta para peces.

MEFR FER M T DL CRECIMEHTT .i:n.

Figura 3: Beneficios de la harina de krill en la produccién de
salmones (Fuente: Kaur et al., 2022)
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Mayor ingesta alimenticia y mayor rendimiento
en el crecimiento:

En los primeros estudios llevados a cabo a finales de los 70s en
trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), se remplazé parcialmente
la harina de pescado por harina de krill, lo que causé una mayor
ingesta de alimento y un incremento en el peso corporal. Similares
resultados se obtuvieron en la dieta suplementada con harina
de krill en salmén del Atlantico (Salmo salar). En otros
estudios realizados a comienzos de los afios 2000
(Olsen et al., 2006; Julshamn et al., 2004), usando
distintas dosis de harina de krill como remplazo
parcial de la harina de pescado (20-40%), dieron
como resultado incrementos del peso de los
peces y de la tasa de crecimiento especifico
(TCE).

Hatlen et al. (2017) reportaron que smolts

de salmon del Atldntico alimentados
con dietas de harina de pescado (HP)
suplementadas con 7,5y 15% de harina de krill
(HK), después de su traspaso al mar, tuvieron
un aumento significativo en la ingesta de alimento
(Figura 4), en la ganancia en peso y en el TCE (Figuras
5y 6). En un segundo ensayo, se incorporé 10% de harina

de krill (100 g/kg) para remplazar parcialmente la dieta de harina
de pescado previo a la cosecha, observédndose una ganancia de
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peso significativamente mayor con la dieta de harina de krill
comparada con la dieta con sélo harina de pescado (23,0% en el
grupo con harina de krill versus 20,4% en el grupo con harina de
pescado)
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Figura 4: Ingesta de alimentos del salmdn del Atlantico con
reemplazo de 7,5% y 15% de harina de krill (HK). Los superindices
indican diferencias (p <0,05) entre dietas. (Fuente: Hatlen et al.
(2017)

" Control  7TS%HK 153 MK
Figura 5: Ganancia en peso del salmon del Atlantico con reemplazo
de 7,5% y 15% de harina de krill (HK). Los superindices indican
diferencias (p <0,05) entre dietas (Fuente: Hatlen et al. (2017)
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Figura 6: Tasa de crecimiento especifico (TCE) del salmén del
Atlantico con reemplazo de 7,5% y 15% de harina de krill (HK).
Los superindices indican diferencias (p <0,05) entre dietas. (Fuente:
Hatlen et al. (2017)

El krill es también un potenciador del crecimiento en la etapa pre-
smolt en agua dulce. En un ensayo realizado por Kvingedal et al.
(2023), en pre-smolts de salmén del Atlantico, se demostré que
la fosfatidilcolina de la harina de krill y el aceite de krill es una
fuente natural de colina, de mejor calidad que el cloruro de colina
inorganico, reportando que con la adiciéon de 8 y 12% de harina
de krill se lograron mayores rendimiento de crecimiento con los
fosfolipidos aportados por la harina de krill en comparacién con
los fosfolipidos originados de otras fuentes como la lecitina de
soja y los fosfolipidos de la harina de pescado (Kvingedal et al.
2023).

Calidad del filete y pigmentacion de la carne:

Usualmente, la satisfaccion del consumidor no sdélo esta
determinada por el sabor, sino que también por la firmeza y la
textura del filete. Cuando la calidad de los filetes se ve afectada,
ya sea por la pérdida de la integridad del filete (gaping), o por la
presencia de melanina, éstos suelen ser rechazados por los
consumidores, estimandose una pérdida por gaping de hasta 38%
del valor de los salmones de cultivos (Pittman et al., 2013).

En un estudio realizado por Mgrkgre et al. (2020) en salmén del
Atlantico, se reportd que con la incorporacion de 12% de harina
de krill se alcanza mayor firmeza e integridad del filete, ademas
de una reduccion del gaping (Figura 7).

Figura 7: Grado de gaping en el filete (a) y firmeza del filete (b)
en salmon del Atldntico alimentado con una dieta con 12% de
harina de pescado (control), comparada con una dieta con
reemplazo de 12% de harina de krill (HK), suministrada por un
periodo de 90 dias previo a la cosecha (Fuente: Morkgre et al.,
2020)

Adicionalmente, se ha demostrado que la dieta suplementada
con harina de krill tiene un efecto positivo al preservar la estructura
original de las fibras de colageno, lo que se ha asociado a la
mantencion de la firmeza e integridad del filete. En un estudio
realizado con salmon del Atlantico alimentado con harina de krill
se observé que el filete mostraba una arquitectura del coldgeno
bien organizada y mds compacta comparada con aquella de peces
alimentados con una dieta control con harina de pescado (Mgrkere
et al,, 2020).



El color rosado es el indicador principal de la calidad del filete y
ha llevado a que los productores consideren la suplementacion,
principalmente con astaxantina, para asegurar la coloracion roja
de la carne. El color rosado a rojo profundo del filete del salmén
del Atlantico se origina a partir de carotenoides, un pigmento que
los salmonidos no pueden sintetizar, sino que deben ingerirlo. Sin
embargo, el limite mdximo de astaxantina sintética permitido en
las dietas de salmonidos es de 100 mg/kg, tal como lo indica la
EFSA. La harina de krill contiene astaxantina en forma natural y
actua positivamente en la pigmentacion, logrando un color de
filete significativamente méas rojo que el del grupo con harina de
pescado de acuerdo a estudios realizados con salmon del Atlantico
(Figura 8).

2% HK

Lontrg 2z
Figura 8: Intensidad del color del filete (medido con la regla de
SalmoFan™) en salmdn del Atléntico alimentado con una dieta
con 12% de harina de pescado (control), comparada con una
dieta con reemplazo de 12% de harina de krill (HK), suministrada
por un periodo de 90 dias previo a la cosecha (Fuente: Mgrkere
et al., 2020)

Salud del higado, intestinos y corazén

La composicion lipidica de la dieta de peces afecta la clase de
lipidos y la composicion de los acidos grasos en los salménidos.
La harina de krill mejora el perfil de los &cidos grasos en los peces,
registrandose mds 4cidos grasos omega 3 y menos 4dcidos grasos
omega 6. A diferencia de la harina de pescado, en que los acidos
grasos omega 3 estan ligados a triglicéridos, en la harina de krill
éstos estan ligados a fosfolipidos y, por lo tanto, son incorporados

a los tejidos més eficientemente.

Algunos estudios han descrito que las dietas deficientes en
fosfolipidos o dietas a base de vegetales causan problemas
intestinales. Por ejemplo, se ha observado que dietas formuladas
con proteina de poroto o poroto de soya inducen inflamacion
intestinal aguda (Bjgrgen et al.,2018), afectando también al higado,
con consecuencias que incluyen esteatosis y mayor deposicion
de lipidos en los hepatocitos.
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Megrkere et al.(2020) reportaron que la incorporacion de 12% de
harina de krill en la dieta de peces aumenta la salud intestinal
mediante la reduccion de los niveles de lipidos, ademads de generar
una reduccion de la palidez del higado en salmdn del Atlantico,
patologia que esta asociado cominmente con desdrdenes
nutricionales. Adicionalmente, los mismos autores observaron
una reduccién de corazones grasos en salmén del Atlantico
alimentados con harina de krill, lo que indica que ésta puede
modificar el trasporte de lipidos y su deposicién en distintos
érganos. Esto sugiere que la fraccién de fosfolipidos de la harina
de krill seria la responsable de estas modificaciones. Por otra
parte, un analisis de microarray de tejidos de higado reveld una
mayor expresion de caderina-13 en el higado de peces alimentados
con harina de krill. La caderina-13 estd asociada con los niveles
circulantes de la proteina adiponectina secretada por adipocitos,
la cual tiene un potencial antinflamatorio y juega un rol importante
en la regulacion metabdlica, y se relaciona con el indice de higado
graso en humanos.

En estudios realizados en agua dulce con dietas suplementadas
con 12% de harina de krill, indicaron un aporte de 2,6 g de colina
/kg en la dieta, reduciendo significativamente la acumulacién de
grasa en los ciegos piléricos y en el higado, en la misma medida
que una dieta con altos niveles de suplementacién con cloruro
de colina (4 g / Kg), lo que demuestra que la fosfatidilcolina de
la harina de krill es igualmente efectiva que altos niveles de cloruro
de colina inorgénico adicionados a las dietas (Kaur et al., 2023).

Las dietas con adicion de harina de krill también afectan la
comunidad microbiana del intestino. Bozzi et al. (2021) mostraron
el rol critico que tiene la microbiota comensal en el intestino para
asegurar su salud y funcion adecuada en procesos tales como
proteccion a patdégenos, respuestas inmunes, nutricion y
metabolismo. Ringg et al. (2006) demostraron que la quitina,
componente esencial del exoesqueleto del krill, parece actuar
como prebidtico al seleccionar bacterias aléctonas que tienen el
potencial de prevenir el crecimiento y colonizacion de bacterias
patdgenas en el tracto digestivo. Los mismos autores demostraron
que el perfil de la microbiota fue modulado por la incorporacion
de harina de krill, permitiendo la exclusion de varias bacterias
dafiinas tales como Carnobacteria piscicola, Staphylococcus
equorum spp. linens, Psychrobacter spp. y Psychrobacter glacincola

Conclusiones

Algunos resultados a partir de experimentos realizados con trucha
arcoiris y salmoén del Atlantico han mostrado, consistentemente,
que pequefias cantidades de harina de krill pueden ser agregadas
a dietas bajas en harina de pescado con resultados notables.
Ademas de presentar importantes beneficios en la calidad del
filete y la robustez de los peces, la incorporacion de pequefias
cantidades de harina de krill en la dieta tiene efectos positivos en
la ingesta de alimento, en el crecimiento, y en la salud hepatica
e intestinal.
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Figura 9: a) Krill antértico (Euphausia superba); b) Harina de krill
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Hierro y vesiculas de memhbrana de

Renibacterium salmoninarum:
Estudio de su rol en la patogenicidad de salmon del Atlantico.
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La enfermedad bacteriana del rifién o Bacterial Kidney Diseases
(BKD) es la primera infeccidn bacteriana descrita en peces
cultivados en Chile (Sanders & Barros, 1986). Aunque durante
mas de dos décadas se mantuvo bajo control, comenzando a
recrudecer después de la crisis del virus de la anemia infecciosa
del salmén en 2007, pues a partir del 2010
la salmonicultura comenzé a moverse
hacia el sur de la Region de Los Lagos y
se intensificé en la Regidn de Magallanes
y la Antértica Chilena (Ibieta et al., 2011).
En esta zona la temperatura del agua de
mar es muy fria, fluctuando entre 6 a 10°C,
lo que es éptimo para la multiplicacién del
agente causal del BKD y se evidencian los
cuadros mas severos de BKD. En 2021,
esta patologia causd el 12,1%, 9,3% y 3,8%
de las mortalidades en salmdn coho
(Oncorhynchus kisutch), trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss) y salmén del
Atlantico (Salmo salar), respectivamente
(SERNAPESCA, 2021). Ademas, recientes
datos provenientes de Aquabech muestran
un incremento de las mortalidades por R.
salmoninarum en 2022.

Renibacterium salmoninarum es una
bacteria Gram positivo, tiene forma de
diplobacilo, con caracteristicas de
patdgeno intracelular y de tamafio pequefio
(0,3a1yde1al,5um), sucrecimiento
es lento y fastidioso en medios de cultivo
(Bethke et al., 2019). Asi, en el medio KDM-
2 (o sus variaciones) puede tardar de 4 a
12 semanas en crecer (Evelyn et al., 1989; Gudmundsdattir et al.,
1991). Esta dificultad en su crecimiento complica su estudio in
vitro, por lo que los mecanismos involucrados en su virulencia
aun presentan muchas preguntas.

Figura 1: Imagen de Microscopia Electrénica
de Transmision representativa de las vesiculas
de membrana de los aislados de R.
salmoninarum. Las vesiculas extracelulares
de R. salmoninarum se observan como esferas
que se desprenden desde la bacteria, y que
rondan el tamafio previamente descrito para
las vesiculas (>200 nm). Ademas, tienen
tamafios heterogéneos y su produccion varia
dependiendo de las condiciones de
crecimiento y del aislado del que provienen.

El patégeno tiene una amplia distribucion, infectando salmdénidos
cultivados y silvestres de todo el mundo durante todo su ciclo de
vida'y, en agua dulce y salada (Delghandi et al., 2020). Ademds,
la bacteria se transmite a través del agua y especialmente a través
de los huevos hacia las progenies, dificultando asi su control y
permanencia en los centros de cultivos
(Evelyn et al., 1986). De hecho, en Chile,
el Programa Sanitario General de la
Reproduccion de Peces (PSGR) no ha sido
capaz de controlar la transferencia de
R. salmoninarum desde reproductores
a su progenie (SERNAPESCA, 2020). El
problema del diagndstico del BKD cuando
se compara con otras infecciones
bacterianas es una presentacion crénica
en los peces y sin sintomas externos
macroscopico visible durante el desarrollo
de la enfermedad. Por tanto, los peces
cultivados en las pisciculturas son
portadores asintomaticos de la bacteria,
siendo transportados con R. salmoninarum
a engorda en mar.

Para que una enfermedad bacteriana se
desarrolle deben ocurrir diversos procesos
bioldgicos en el pez. En un comienzo, la
bacteria debe encontrar al pez y adherirse,
siendo diversos los mecanismos de
interaccion como formacion de biofilm,
propiedades de hidrofobicidad, flagelos,
entre otras. Posteriormente, se genera la
colonizacion y debe multiplicarse, para ello
el microorganismo patdgeno despliega
todo el repertorio de los factores envueltos en la virulencia (Hamed
et al.,, 2018). Hasta ahora, el conocimiento de los factores de
virulencia que participarian en la patogenia de R. salmoninarum
se han estudiado de forma individual, siendo imprescindible una
correlacion y asociacion entre ellos, ya que usualmente estos
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mecanismos funcionan como un todo y no aisladamente.
El factor de virulencia mejor caracterizado en R. salmoninarum
es una proteina de 57 kDa (llamada p57) presente en la superficie
de la célula bacteriana (70% del total) y secretada al medio y al
entorno del huésped como proteina completa y/o péptidos (Wiens,
2008). Esta proteina esta codificada por dos copias de los genes
msal y msa2 del antigeno soluble principal (msa), que son
esenciales para la virulencia total de R. salmoninarum (Coady et
al., 2006). Ademas, se ha descrito la identificacion de un tercer
gen msa3 en algunos aislados que serian ain mas virulentos
(Rhodes et al., 2004). Las propiedades patogénicas de p57 en R.
salmoninarum incluyen la aglutinacién de eritrocitos y leucocitos,
adhesion a células del sistema inmune como macréfagos y
leucocitos, entre otros.

Otra proteina llamada cominmente p22, debido a su tamafio de
22 kDa, también ha sido asociada a la virulencia de R.
salmoninarum; la cual es secretada en el proceso de infeccién y
su rol es aglutinar leucocitos de salmén. Ademas, al igual que
p57, posee caracteristicas inmunosupresoras, anulando la
produccién de anticuerpos especificos en células de salmén
(Fredriksen et al., 1997). Sin embargo, el conocimiento del rol de
p22 es muy limitado, siendo imprescindible profundizar en su
estudio y dilucidar su participacién en el proceso infectivo. Bethke
et al., (2017) al caracterizar a nivel proteico el crecimiento de
aislados chilenos de R. salmoninarum demostraron que la expresion
de p22 en geles SDS-PAGE es mayor cuando la bacteria se crece
en medios microbiolégicos con limitacién de hierro, lo que
precisamente es la condicién que ocurre dentro del pez (Hood &
Skaar, 2012). Este descubrimiento nos permitié sugerir que, en
condiciones limitantes de hierro, R. salmoninarum aumenta la
produccion de p22, lo que podria tener un rol en la patogenicidad.

Es conocido que la exacerbacion de estos factores de virulencia
depende de los componentes del medio en que se desarrollen las
bacterias (Hood & Skaar, 2012). Por ejemplo, la multiplicacién
bacteriana requiere que el microorganismo posea la capacidad
de absorber hierro, un metal que no estd disponible libremente
en los huéspedes durante una infeccién (Eichenbaum et al., 1996)
y, por lo tanto, es un factor esencial en la patogenicidad de
numerosas bacterias, especialmente Gram negativas y menos
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Figura 2: Electroforesis de
proteinas SDS-PAGE de aislados
= de Renibacterium salmoninarumy
sus vesiculas extracelulares. Los

- aislados 1 a 5 corresponden a
e representantes de los distintos
- linajes genéticos, mientras que la
cepa tipo corresponde a DSM
20767. Se indica con flecha roja la
proteina p57y con fecha blanca la
proteina p22.
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estudiado en Gram positivas (Brown & Holden, 2002). Para hacer
frente a este problema, algunas bacterias poseen sistemas de
captacién de hierro, siendo los més comunes aquellas que
producen y secretan pequefias moléculas quelantes de hierro
llamadas siderdforos (Lemos & Balado, 2020). En R. salmoninarum,
inicialmente no se detectd la presencia de siderdforos, siendo los
aislados agrupados en hidrofébicos y no hidrofébicos (Grayson
etal,, 1995). De los dos grupos, solamente los aislados hidrofébicos
fueron capaces de crecer en condiciones limitantes de hierro,
siendo reconocidos como R. salmoninarum virulentos (Grayson
et al., 1995)

Nuestro equipo de investigacién ha demostrado que R.
salmoninarum posee mecanismos de virulencia asociados a la
captacion del hierro, asi como que la bacteria usa esta propiedad
como una estrategia infecciosa (Bethke et al., 2016; 2017; 2019;
Avendario-Herrera et al., 2022). Por tanto, R. salmoninarum produce
sideréforos, que son péptidos que se unen al hierro y lo solubilizan
facilitando asi su transporte, y también posee mecanismos de
captacion de tipo hemo, los que se unen directamente a los
receptores hemo permitiendo asi la captacion del metal (Brown
& Holden, 2002). Ademas, R. salmoninarum tiene la capacidad de
vivir en concentraciones de hierro entre 250-300 um, las cuales
comunmente son tdxicas para otras bacterias (Bethke et al., 2016).
En resumen, la presencia de mas de un tipo de mecanismo de
captacion de hierro en el patdgeno R. salmoninarum y su resiliencia
a este metal. De hecho, al analizar el genoma de R. salmoninarum
se han encontrado proteinas asociadas a regulacion de estrés
oxidativo, adquisicion de hierro, sintesis de capsula y una gran
diversidad de serina proteasas y hemolisinas, las que estén
asociadas directamente con los signos clinicos de la patologia
(Wiens et al., 2008). Entre los genes cldsicos asociados a captacion
de hierro se encuentran aquellos de la familia Ider/DtxR (Bethke
et al., 2018). Mas recientemente, el uso de la protedémica celular
nos ha permitido identificar diferencias a nivel de expresion de
proteinas de R. salmoninarum que la p57 aumenta su abundancia
al doble en la cepa virulenta H-2 cuando se crecié en condiciones
limitantes de hierro, lo que no ocurre con la cepa de R.
salmoninarum ATCC 33209 (Avendafio- Herrera et al., 2022).
También en el mismo estudio se determind un incremento en la
expresion de p22.

=
S
=
<
.20
7=
7]
I<E)
=
=




=
=)
=)
<
.20
=
122
a
=
=

VD Edicién Especial Semestral 2023

Otro factor de virulencia que ha alcanzado notoriedad en estos
ultimos afios corresponde a las vesiculas de membrana externa,
las que se liberan de manera constitutiva y hasta hace no muchos
afos atras se creia que eran exclusivas de las bacterias Gram
negativas. Recientemente, el andlisis de la cepa virulenta H-2
permitié demostrar que R. salmoninarum produce vesiculas de
membrana, mostrando en condiciones in vitro que estas vesiculas
poseen actividad citotdxica y citopatica en células de salmén
SHK-1, sugiriendo que estas particulas parecen jugar un rol en la
invasion celular a las 48 h de exposicién (Echeverria-Buguefio et
al., 2021). De hecho, las vesiculas de membrana resultaron ser
mas toxica que la misma cepa virulenta H-2, aun cuando la
composicién proteica de las vesiculas fue similar a los
componentes de la membrana de la bacteria H-2 y evidenciandose
p22y p57.

Es interesante sefialar que también en 2021, colegas alemanes
estudiando la cepa de referencia ATCC 33209 han confirmado
nuestros resultados, reportando la produccion de
vesiculas en R. salmoninarum (Kroniger et al.,
2022). De hecho, Kroniger et al., (2022)
analizaron el proteoma de R.
salmoninarum ATCC 33209,
identificando 176 proteinas en las
vesiculas, encontrando en su
interior como mayoritarias a p57

y p22 (Kroniger et al., 2022),
apoyando nuestra hipotesis sobre

la funcién de transporte de las
vesiculas de factores de
virulencia hacia el huésped
(Echeverria-Buguefio et al., 2021).
Como se evidencia, el novedoso
descubrimiento de las vesiculas de
membrana en dos cepas de R.
salmoninarum (H-2 y ATCC 33209) abre
numerosas preguntas, incluyendo si las
vesiculas son liberadas por otros aislados de
R. salmoninarum, lo que exige el estudio de nuevas
bacterias pertenecientes a los diversos grupos genéticos
descritos en la literatura.

El primer acercamiento para dilucidar los mecanismos de
patogenicidad es una aproximacion in vitro usando cultivos
celulares o primarios. Hasta ahora, nuestro equipo de investigacion
ha analizado el efecto citotdxico y citopdtico producido por aislados
de R. salmoninarum en cultivo de ASK-1 (Bethke et al., 2019) y en
SHK-1 (Echeverria-Buguefio et al., 2021), pero en este Ultimo caso
también de sus vesiculas de membrana. El seguimiento de la
liberacion de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) indica el
efecto citotéxico producido por la presencia del patégeno. En el
caso de R. salmoninarum H-2 gener6 un nivel de muerte celular
significativamente mayor que la cepa tipo DSM 20767 a partir de
las 12 horas post infeccién (Bethke et al., 2019), por lo que la
patogenicidad es dependiente del aislado analizado. Ademas, tras
24 horas de infeccion se visualizd por microscopia 6ptica el efecto

citopéatico producido por H-2 y DSM 20767, observéandose una
mayor pérdida de morfologfa y desapego celular cuando las
bacterias se crecieron en condiciones limitantes de hierro (Bethke
et al., 2019).

En cuanto a las vesiculas de membrana, solo se ha evaluado la
cepa H-2 (Echeverria-Buguefio et al., 2021), el cual fue seleccionado
debido a su alta capacidad de producir sideréforos, siendo
clasificado como una cepa altamente virulenta (Bethke et al.,
2016). Se han propuesto mecanismos asociados al cémo las
vesiculas extracelulares median los procesos de captacion de
hierros, uno de ellos es encapsulando sideréforos (Caruana &
Walper, 2020). Como se sefialé previamente, en condiciones no
limitantes de hierro la patogenicidad exhibida por las vesiculas
de la cepa H-2 provoco un incremento de hasta 6 veces en los
niveles de LDH comparados con la bacteria. Ademas, las células
de peces exhiben un comportamiento de infeccién mds agresivo
(Echeverria-Buguefio et al., 2021).

Gran parte de los estudios se han llevado a
cabo mayoritariamente evaluando solo las
células de R. salmoninarum H-2 y cepa
tipo en condiciones in vitro y crecidas
sin limitacion de hierro, por tanto,

Figura 3: Presencia de
sideréforos en placas agar CAS
en las vesiculas de membrana
de R. salmoninarum extraidas
del cultivo en KDM-2

falta por determinar el rol de las
vesiculas de membrana en el
funcionamiento patogénico in vivo e in vitro,
muy especialmente cuando la bacteria se crece
en condiciones de limitacion de hierro. Estos

numerosos resultados han permitido la reciente adjudicacion
del Proyecto FONDECYT Postdoctoral N°3230453 que presenta
como hipdtesis "En condiciones limitantes de hierro, R.
salmoninarum aumenta la produccion de vesiculas de membrana,
las cuales contienen abundantemente p22 y p57, evidenciandose
conjuntamente un aumento en la secrecién de proteinas asociadas
a los sistemas de captacion de hierro lo que provoca un mayor
potencial patogénico para los ejemplares de salmdn del Atléntico
cuando son infectados con estas vesiculas de membrana"y
esperamos prontamente compartir el conocimiento generado,
dilucidando si existe o no correlacion entre distintos mecanismos
de virulencia. Todo ello podria servir de base para futuros avances
contra la enfermedad renal bacteriana, especialmente en el disefio
y desarrollo de tratamientos dirigidos el uso de las vesiculas de
membrana de R. salmoninarum, lo que representa un enfoque
terapéutico prometedor para el tratamiento de esta bacteria
exigente y persistente.
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Desempeno en campo de BEKA-VAX®,
una nueva vacuna contra
Renibacterium salmoninarum

"

WETERCLIMICA

[CRAE Gl bty

Kurt Pohlhammer Serey, Tomas Cancino Diaz, Loreto Tapia Diaz, Ivan Valdés Valdivia, Luis Montoya Barra.

Renibacterium salmoninarum, agente causal de la enfermedad
bacteriana del rifién (BKD, por su sigla en inglés - Bacterial Kidney
Disease). Es una bacteria que generalmente se presenta en forma
de diplobacilos y es de crecimiento lento y fastidioso, siendo este
uno de los principales problemas del método de cultivo y un
inconveniente para los programas de control de la salud
(Benediktsdottir, Helgason, & Gudmundsdéttir, 1991). Su tiempo
de incubacién suele variar entre 18 a 21 dias hasta 6 a 9 semanas
a12-15°C, en medio definido (Austin, 1985) (Daly & Stevenson,
1993).

BKD es una patologia que causa mortalidad en los peces, tanto
en su estado natural como en salménidos de cultivo, afectando
las etapas productivas en agua dulce y engorda en agua de mar,
con infecciones lentas y progresivas, especialmente en aguas
frias (Fyer & Sanders, 1981) (Alcorn, Murray, Pascho, & Varney,
2005). Tipicamente, R. salmoninarum al inicio de la enfermedad
no presenta sintomas externos bien definidos en los peces, los
que si se manifiestan en forma muy visible en las etapas avanzadas
de la enfermedad, branquias palidas, hemorragia en dreas cercanas
a las aletas, decoloracién de la piel y abdomen distendido (Fyer
& Sanders, 1981) (Bruno, 1986) (Hirveld-Koski, Pohjanvirta, Koski,
& Sukura, 2006), e incluso exoftalmia severa bilateral, hemorragia
sub opercular, abultamientos y Ulceras en casos agudos. Esto
ocurre en forma mas prevalente cuando los peces permanecen
en agua dulce y a baja temperatura.

En cuanto a sintomas internos, la enfermedad se presenta mediante
lesiones nodulares focales o multifocales en el rifidn, bazo y/o
higado, liquido en la cavidad abdominal, hemorragia en el abdomen
0 visceras y una capa membranosa en los érganos internos (Bruno,
1986). Una de las grandes preocupaciones para los productores
de peces es que esta enfermedad se transmite tanto en forma
horizontal como vertical, siendo esta dltima una inquietud
permanente en el monitoreo de las poblaciones de peces
destinados a reproduccion.

La prevencién de esta enfermedad mediante vacunas ha sido
controversial, por cuanto los resultados han sido variables y en
general las vacunas basadas en patégenos bacterianos inactivados
han demostrado ser muy eficaces en peces (Sommerset, Krossgy,
Biering, & Frost, 2005), sin embargo, los tratamientos y enfoques

convencionales de vacunas no son efectivos contra R.
salmoninarum, ya que no estd clara la relacién entre la habilidad
de producir anticuerpos y la proteccién contra el patégeno (Alcorn,
Murray, Pascho, & Varney, 2005).

Para el control eficaz de esta enfermedad, Veterquimica trabajé
por varios afos en la investigacion y desarrollo de esta vacuna
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Figura 1: Expresion relativa de ARN mensajero de moléculas
asociadas a la respuesta inmunoldgica. A) Factor de aumento de
células Natural Killer (NKEF), B) Interferdn-? (INF-y), C) Poblacion
de linfocitos T CD8.
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Figura 2: Respuesta seroldgica de peces vacunados con BEKA-VAX® vy la
vacuna Control (+) en distintos tiempos de muestro.
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BEKA-VAX®, una solucion
para BKD en Chile.
Mortalidades de la industria

En Chile el BKD por muchos afios paso
algo desapercibido en la salmonicultura
local, sobre todo en las etapas de agua
dulce, sin embargo, hoy en dia su
prevalencia ha ido en aumento,
principalmente en la regién de Magallanes.
Alli la prevalencia y mortalidades son
mucho mas altas que en las otras regiones
donde se realiza cultivo, segun los ultimos
reportes de mortalidad afio 2022-2023, el
23,4 % es por causas infecciosas donde
el 45,7% solo corresponde a BKD en la
especie Salmo salar, mientras que, en
truchas para el mismo periodo de tiempo,
el 30,3% es por causas infecciosas y de
este valor el 83,6% es solo por BKD.

BEKA-VAX®, (figura 5) es una vacuna
inactivada inyectable que ingres¢ al
mercado nacional en enero del 2021, es
un producto autélogo, generado a partir
de cepas nacionales de Renibacterium
salmoninarum, la cual estd registrada para
ser usada en todas las especies de cultivo
tradicional en Chile, a la fecha se
contabilizan mas de 50 millones de peces
vacunados bajo la modalidad de aplicacion
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Figura 3: Porcentaje de mortalidad semanal en funcién del total de peces

a la siembra en todas las jaulas en estudio.

(BEKA-VAX) obteniendo registro SAG definitivo en el afio 2020
(Reg. SAG 2479 -B), incluyendo antigenos locales capaces de
estimular la inmunidad activa contra R. salmoninarum.

Su capacidad protectiva ha sido demostrada tanto en estudios a
escala de laboratorio, como también en prueba de eficacia en
campo, bajo la supervision del SAG en la region de Magallanes
donde existe obligatoriedad de vacunacion contra el patégeno
causante de BKD (RESA SERNAPESCA N° 6246, 19 diciembre
2017), esto como parte del programa sanitario general de vigilancia
y control para la regiéon de Magallanes y Antdrtica chilena.
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simple o combinada en las distintas
regiones del pais.

La vacuna BEKA-VAX® ha pasado por
muchas pruebas de eficacia y seguridad,
tanto en condiciones controladas en su
fase de desarrollo, como también en la
etapa campo, en donde ya llevamos mas
de 10 meses aplicando el producto y con
peces sembrados en agua de mar acumulando a la fecha mds de
2.400 UTAs post vacunacion.

De acuerdo a los antecedentes recogidos en campo, respecto a
la seguridad de la vacuna BEKA-VAX®, tanto en niveles de
adherencia como melanosis, hasta ahora la vacuna demostro ser
muy segura. No se han observado mayores efectos que los que
se han generado histéricamente por las vacunas multiples por si
solas, considerando ahora incluso la aplicacion en forma conjunta.
Estos resultados dan cuanta de las evaluaciones realizadas en
nuestro laboratorio, como también en laboratorios externos y se
condicen con informacién obtenida en las pruebas realizadas
durante el desarrollo de la vacuna respecto a su seguridad.



En relacion a las respuestas seroldgicas que se han observado
en distintas especies y grupos que han sido vacunados con BEKA-
VAX®, hasta ahora, queda en evidencia que existe una correcta
induccion y montaje de respuesta inmune especifica frente a
Renibacterium salmoninarum, observandose titulos seroldgicos
altos previo la salida de los peces al mar, los que posteriormente
y de manera normal descienden a medida que transcurre el tiempo,
para volver a presenciar aumentos en la secrecion de anticuerpos,
cuando los peces se ven enfrentados al patégeno

Aplicacion de la vacuna

Respecto a la aplicacion de la vacuna BEKA-VAX®, en campo nos
hemos encontrado con distintos procesos y forma de aplicacion.
Hemos aplicado la vacuna bajo aplicacion simple y Unica, bajo
doble aplicacion en dos mesas de vacunacion y bajo el esquema
de una aplicacién con doble sonda.

Todas estas alternativas de acuerdo al esquema productivo de
cada compafifa y en combinaciéon con distintos productos
inmunoldgicos, sin presentar aumento en los efectos secundarios
sino mds bien, los mismos registrados por la aplicacion
simple de las vacunas utilizada en la industria hasta ahora
(Figura 6).

Grafico de mortalidad semanal por casusa de DED
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Resultados Inmunoldgicos y protectivos
contra R. salmoninarum

a) Medicion de marcadores moleculares:

Estos se realizan mediante la medicion de la "expresién relativa
de ARN mensajero de moléculas asociadas a la respuesta
inmunolégica”

Para determinar la respuesta inmune celular, se muestrearon
peces post vacunacion, en 2 momentos para evaluar respuesta
temprana y respuesta tardia (dias 3y 7)

Se extrae ARN de muestras de cabeza de rifion y bazo de los
peces en estudio. Con esto, se evalud la expresion relativa de las
ARNm de citoquinas NKEF e INF-? ademds de la poblacion celular
de linfocitos T CD8, los cuales estdn asociados a la respuesta
inmune citotoxica, la cual es requerida para proteger a los individuos
de una infeccion intracelular, mecanismo utilizado por R.
salmoninarum.

En la Figura 1A se observa la expresion relativa del factor de
aumento de las células Natural Killer, el cual es secretado por los
macréfagos como respuesta a una estimulacion intracelular. En
este caso se puede ver una sobrerregulacion de la expresion de
este factor en los peces vacunados con BEKA-VAX®, tanto en los
estados tempranos como en los tardios, a
diferencia de la vacuna Control (+), en donde
se observa una disminucion de la expresion
relativa de este factor.

&n % segin total de peces a 18 skembrs en jaulas sin antibidticos
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La citoquina INF-y es expresada por las células
linfocitarias para comunicar la existencia de
una infeccion intracelular, con lo cual se activan
los macrofagos para que eliminen los agentes
intracelulares que tienen fagocitados. En la
Figura 1B se observa que todos los peces
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Figura 4: Porcentaje de mortalidad semanal en funcién del total de peces a la

siembra en las jaulas en estudio que

no recibieron tratamiento con antibioticos.

vacunados presentan una sobrerregulacion
de INF-y. Para el caso de BEKA-VAX® se tiene
que, tanto en la respuesta temprana como en
la tardia, existe un aumento en la expresion
de este factor con respecto al T0, a diferencia
del Control (+), en donde sélo en la respuesta
tardia se ve este resultado, lo cual
probablemente se debe a la naturaleza de esta
vacuna. A pesar de que todas estas diferencias
no son estadisticamente significativas, se
observa una tendencia biolégica.

Finalmente, Los resultados de los andlisis de
las poblaciones CD-8 demuestran una
induccion de la expresion de los ARN
mensajeros de los peces vacunados con BEKA-
VAX ®, tanto en periodos tempranos post-
vacunacion, como en periodos tardios, lo que
indica que estos peces vacunados fueron

Vacuna



Vacuna

VD Edicidn Especial Semestral 2023

estimulados su sistema inmune celular. CD-8 se estudia porque
es la poblacion de células encargadas directamente de eliminar
patdgenos intracelulares, como Renibacterium. Por lo tanto, si
una vacuna logra estimular esta porcion de células, sugiere que
estd haciendo una presentacién de antigenos cruzada, tanto por
via extracelular como intracelular, lo que ayudara en la futura
defensa del organismo contra el agente patogénico.

b) Respuesta serolégica, anticuerpos especificos contra
Renibacterium salmoninarum.

El analisis de los titulos serolégicos anti- R. salmoninarum se
realizé mediante prueba de ELISA, para esto se utilizaron sueros
de peces inmunizados de los distintos grupos a distintos tiempos
de muestreo (T0, pre-traslado a mar y post-traslado). La placa
ELISA fue activada con un péptido especifico, disefiado por
bioinformética, que corresponde a una fraccién de la proteina P57
de Renibacterium salmoninarum, lo cual le otorga especificidad
a la prueba y los sueros en analisis, lo que ademas garantiza el
seguimiento de la respuesta seroldgica de los peces hacia el
futuro.

Los titulos serolégicos de ambos grupos vacunados resultaron
ser mayores respecto del tiempo 0 a 900 UTA post vacunacion,
que fue el muestreo previo a traslado a mar, y este punto
correspondid al maximo de respuesta seroldgica de los peces en
estudio (Figura 2). Previo a traslado a mar, la diferencia en los
titulos seroldgicos entre los grupos de BEKA-VAX® y la vacuna
Control (+) no difieren de forma estadisticamente significativa
entre si, pero si es posible observar una mejor homogeneidad en
la secrecién de anticuerpos (titulos serolégicos) contra R.
salmoninarum en el grupo vacunado con BEKA-VAX®, respecto
de los peces vacunados con el Control (+). Adicionalmente, este
mismo fendmeno se ve en la medida que pasa el tiempo
en mar, por lo tanto, se puede presumir que existe una
memoria inmunoldgica contra el patégeno en los peces
inmunizados, siendo los titulos seroldgicos de los

peces vacunados con BEKA-VAX®, siempre
mayores y mas homogéneos que los peces
vacunados con el Control (+), estas diferencias

son estadisticamente significativas (Kruskal-

Wallis: 62,21; p value < 0,0001).

Es interesante mencionar que en la Figura 2 se
aprecia una disminucion en el titulo seroldgico
de los peces a las 1100 UTAS (aproximadamente
45 dias post traslado a mar), sin embargo, en
los siguientes muestreos el titulo seroldgico
aumento, lo cual coincide con observaciones del
centro de cultivo en que se observd una mayor
signologia contra la enfermedad (aumento
mortalidad semanal por R. salmoninarum). Sin
embargo, el grupo que aumentd de manera
significativa fue en los peces vacunados con
BEKA-VAX®, lo que permitiria reafirmar que los

peces vacunados con esta formulacion adquirirdn memoria
inmunologica.

¢) Analisis de morbilidad y mortalidad

La presencia del patégeno o enfermedad se reduce en forma
significativa en poblaciones vacunadas con BEKA-VAX ®, siendo
detectada la presencia del patégeno hasta 40 semas post
transferencia a agua de mar, pero con peces sin hallazgos de
signos clinicos de la enfermedad (esto es sin dafios en rifién).
Esto se ha obtenido en diferentes grupos de peces vacunados en
2021.

En cuanto a mortalidades por BKD, la diferencia a favor de peces
vacunados es una significativa reduccion de la mortalidad de un
20%. Aunque esta diferencia, en el periodo comprendido entre las
semanas 25y 39 del ensayo no es estadisticamente significativa
(Kruskal-Wallis: 62,21; p value = 0,1185), si existe una tendencia
bioldgica, incluso en este caso, donde existié un brote agudo de
la enfermedad en el campo. Por otro lado, al hacer un analisis de
area bajo la curva de los datos mostrados en la Figura 3, se obtiene
que la razén entre este pardmetro del Control (+) y los grupos
vacunados con BEKA-VAX® es de 1,20, lo que se traduce en una
proteccion un 20% mas efectiva contra R. salmoninarum al utilizar
la vacuna producida por Veterquimica. Cabe destacar que esta
diferencia no se explicaria a lo ocurrido en las jaulas sin tratamiento
con antibidticos, puesto que la mayor diferencia en el porcentaje
de mortalidad en la totalidad de las jaulas es de aproximadamente
un 0,1% semanal, y en el caso de las jaulas sin tratamiento, la
mayor diferencia es cercana a un 0,015% en una semana.

Conclusion

=

En relacion a los andlisis de la respuesta inmune de los

peces en estudio, se realizé un analisis de marcadores

moleculares celulares y una cinética de respuesta

humoral especifica contra el patégeno. Ambos

ensayos mostraron que la vacuna BEKA-VAX®

es capaz de estimular el sistema inmune al activar

rutas celulares (aumento de CD8, NKEF e INF-?)

y aumentar el titulo de anticuerpos especificos

contra Renibacterium salmoninarum en
comparacion al grupo control.

< Respecto a la mortalidad de los peces sin
tratamiento de antibidtico se destaca que el grupo
vacunado con BEKA-VAX® presenta mortalidades
menores estadisticamente significativas respecto
al control positivo a la semana 48, lo que se
relaciona con una proteccién mayor contra la
enfermedad bacteriana del rifién.

Figura 5: Vacuna BEKA-VAX ®.



Todos los resultados de las pruebas de eficacia indican que la
vacuna BEKA-VAX® de la empresa Veterquimica S.A., es eficaz
como ayuda en la prevencion de la enfermedad bacteriana del
riién. Demostrando una inmunidad de mas de 1800 UTA en
condiciones de campo en peces no sometidos a tratamientos con
antibidticos.
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Virus de la necrosis pancreatica
infecciosa (IPNV):

Explorando estrategias para identificar nuevas proteinas virales
inmunogénicas para la produccion de vacunas (o como
adelantarse a las amenazas de un virus RNA)

Valentina Wong vwongbenito@uwaterloo.ca; valentina.wong@usach.cl
Ruth Montero ruth.tamara.montero.meza@nmbu.no
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La produccion acuicola debe constantemente enfrentar la aparicién
de brotes de variadas enfermedades infecciosas en los peces. La
vacunacion rutinaria que estimula la inmunidad en los peces es
una de las principales estrategias de prevencion, sin embargo, la
capacidad de los microorganismos de generar nuevas variantes
y de evadir el sistema inmunoldgico explican en gran parte el que
los peces siguen siendo vulnerables a las infecciones conocidas,
nuevas y reemergentes. Uno de los varios virus que infectan a los
peces en cultivo es el virus de la necrosis pancreatica infecciosa
(IPNV), perteneciente al género
Aquabirnavirus y a la familia
Birnaviridae. Este virus se
caracteriza por tener un RNA de
doble cadena (birnavirus) y un
genoma hisegmentado (dsRNA), el
cual esta contenido dentro de una

evidente que éstas aln necesitan mejoras importantes ya que no
son lo suficientemente protectoras para eliminar el virus y ninguna
de ellas evita los brotes, que contindan apareciendo incluso en
salmonidos seleccionados por QTL [6]. Es interesante destacar
que los estudios de vacunas anti-IPNV demuestran que dentro de
las proteinas que conforman IPNV, VP2 es la proteina inmunogénica
(la que produce respuestas) contra la cual se inducen anticuerpos
neutralizantes. VP2 puede conferir diferentes grados de proteccion
segun el sistema de administracién de antigenos y el disefio de

la vacuna. Por lo general, los

antigenos seleccionados para
VB2 formulacion de vacunas de
subunidad son tipicamente
proteinas de la capside viral (Figura
1) ya que los anticuerpos que se
producen contra ellas (idealmente

particula viral sin envoltura [1]. La & dafthia & anticuerpos neutralizantes)
necrosis pancreatica infecciosa ®  @IUTBDLIE interfieren con la unién del virion
(IPN) es una enfermedad mortal : a los receptores celulares, o evitan
altamente contagiosa que afecta i daftha B WP2 que los genomas se liberen al
a peces salmdnidos. Aunque el ® ST O citoplasma.

numero de brotes se ha reducido -.L-, "\

en la Ultima década por el uso de ] VP1 Recientemente hemos estudiado

. ]
reproductores que son resistentes

en base a un QTL (Quantitative Trait
Locus) [2, 3], la aparicion de nuevas
variantes (tipica de los virus RNA)
y los informes de brotes masivos
en la trucha arcoiris son evidencia
de que el IPNV sigue amenazando
a la industria acuicola en el mundo
[4-6].

En la actualidad existen varias vacunas contra IPNV que contienen
proteinas recombinantes, DNA o basadas en particulas virales
(VLP) [7, 8]. Sin embargo, la mayorfa de las vacunas utilizadas en
Chile son vacunas de virus inactivado y en su mayoria incluyen
otros microorganismos patdgenos (Servicio Agricola y Ganadero).
Estas vacunas estimulan el sistema inmunitario induciendo la
produccion de anticuerpos neutralizantes; sin embargo, parece

Figura 1: Esquema de la estructura del virus de la necrosis
pancreatica infecciosa (IPNV). Se indican las proteinas
estructurales VP2 y VP3'y la proteina no estructural VP1.

la capacidad de nuevas proteinas
de IPNV de inducir una buena
respuesta inmunoldgica en trucha
arcoiris (Oncorhynchus mykiss) [9].
Con las herramientas disponibles,
se evalud la respuesta
inmunoldgica de linfocitos T CD4
contra estos antigenos proteicos
de IPNV, para poder inferir si se
induce una respuesta de tipo
celular, que en los mamiferos activa a linfocitos T CD8 y
macro6fagos. Estas Ultimas poblaciones celulares son llamadas
efectoras porque son capaces de eliminar a los microorganismos
patégenos, que como los virus, se esconden dentro de las células
que infectan. Para poder identificar este tipo de respuesta,
analizamos los niveles de un grupo de RNA mensajeros que son
marcadores de la respuesta celular (Tabla 1) en el rifidn anterior



de los peces, 6rgano donde se produce,
entre otros eventos, respuesta inmune a
las infecciones. Asi evaluamos la
respuesta inmune contra dos proteinas
del virus de la necrosis pancreatica
infecciosa en la trucha arcoiris, la
RNA polimerasa asociada al virién,
denominada VP1y VP2-Flagelina (VP2-
Flg), una proteina de fusién hecha con
flagelina de Aeromonas salmonicida. Dado
que VP1 no es una proteina de la capside
viral (no-estructural, Figura 1), pensamos
que podria inducir inmunidad celular,
como sucede con muchas de las
nucleoproteinas virales. Ademds siendo
una proteina de gran tamafio, se espera
una mejor respuesta inmunitaria. Por otro
lado, la construccion de una proteina de
fusion VP2-Flg, que incluye la proteina de
la cépside VP2 y otra altamente
inmunogénica como la flagelina de una
bacteria que también afecta a los
salmones, podria mejorar la respuesta ya
observada contra VP2. Flagelina habia
sido anteriormente usada como
adyuvante en peces.

El experimento principal de este estudio
consistié en inmunizar un grupo de peces
(trucha arcoiris) con la proteina VP1
obtenida como recombinante desde
Escherichia coli ('VP1), o con la proteina
de fusion VP2-Flg, via intraperitoneal. Las
proteinas se inyectaron 3 veces cada 15
dias (dfas 0, 15y 30). Un grupo de peces
se mantuvo como control, inyectado solo
con el medio que contenia las proteinas
y el adyuvante Montanide™ (Figura 2).
Al dia 33, se obtuvieron las muestras de

rifidn anterior para los andlisis de expresion de los genes en PCR
de tiempo real, RT-gPCR. Este método permite medir o cuantificar
el nivel de RNA mensajero de los genes de interés (Tabla 1). Los
resultados mostraron que rVP1 aumentd la expresion de los genes
propios de una respuesta inmune de tipo Th1, esto comparado
con los niveles encontrados en las muestras de los peces controles
(Tabla 2). Este tipo de respuesta es la que se espera para una
proteina que tiene posibilidades de activar la respuesta inmune
celular. También aumentd la expresion de los genes relacionados
alarespuesta Th2, que se relaciona, no solo a respuesta humoral,
sino también a reparacion de los tejidos (Tabla 2). Finalmente,
rVP1 también aumentd la expresion de los genes involucrados en
regulacion, respuesta que es siempre bienvenida para controlar
el proceso inflamatorio, evitando el dafio innecesario al hospedero,

en este caso, a los peces (Tabla 2).
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Genes
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Tipo de respuesta

inmunitaria

Intesferdn gamma o infrane, IFN-y

Respuesta tipo Thl i-12p40 Cadena pa0 de interleunuing 12, 1L-12
= . Ehet Factor de transcripcidn masstro Thet

i-4/13a Inteslewquina 47138, IL-4/134

Respuesta tipo Tha /1302 Interlewquina 4/ 1382, IL-4/1382
goted Factor de transcripcidn maestre GATA-3

Respuesta tipo fi-100 Interlzequing 104, IL-108

: s Facios de crecimiento franslormante
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Tabla 1: Genes marcadores de respuesta celular en la trucha arcoiris

Genes marcadores | Tipo de respuesta Inmunitaria

i

o - Respuesta de tipo Thi gl
m E it —~ir-
‘E % IT-#!H'E _-_
gk -4/1302 gy Respuesta detipo Thz  ~Jl
| —]
E E gatad -

j::_-- ii- 10 g Respuesia de tipo

e tgf-41 - INmUNoSUpresor Tl

ii-2 & Proliferacion de células T

Tabla 2: Expresion de genes marcadores en el rifién anterior de peces inmunizados
con rVP1. Las flechas indican aumento, el icono verde indica que no hay aumento.

La deteccion de los genes expresados en el rifién anterior de los
peces inmunizados no es suficiente evidencia para decir que rvVP1
induce una respuesta celular; por lo que identificar las células
respondedoras, donde se expresan estos genes es fundamental.
Asi, primero ensayando con linfocitos del rifién de estos peces
inmunizados, y estimulando in vitro con rVP1 (Figura 2), se
demostré que cada uno de los peces responde con un perfil de
expresion de los genes que es Unico. Algunos peces respondieron
con un aumento moderado en la expresion de las cinco citoquinas
analizadas (il-2a, ifn-y il-4/13a, il-10a y tgf-37), mientras que las
células del pez 2 respondieron con un alto aumento en la expresion
de il-2a solamente, y las células del pez 3 respondieron con una
induccién muy alta de ifn-y e il-4/13a [9]. También determinamos
si células que producen las citoquinas en respuesta a la
inmunizacion con VP1 son linfocitos T helper (o cooperadores)
de la trucha. Para ello utilizamos anticuerpos contra la molécula
CD4-1+ que es el correceptor de estos linfocitos y con la ayuda

Virus PNV



Virus PNV

VD Edicion Especial Semestral 2023

Grupn 1

= = .-I-'_ _--\_ N — e It - -
—_ 4 i | [ = L
SlugWPlen oo | | Pem — = ; t
Mantamnide™ \ | P o ,I _— | e e '
— = Lo B I!.:::EJ. i, = |#
—— —— o = i —_ e
Grupe 2 — e A O B b |
Mormarade™ wles :‘3 e B ] "_.-., o T I
o ! = ; #
o D leeT s LA
Grupo 3 e | e (D s o L
Bl wipy WEE-Flg = =3 iy o W oy = L™ |
T wllh T el o, gl oo e
an Montamide !-‘{;-“'__. EE:_?-"_-_: n_e;":'_,;_“ 0 i -
— [ ———_ r—— 1 !
G & EL .0 = e £ 5.4 -E-—f.."..
50 ug Flg iy 2| T iy = = 5
1 gt = . L] & '
en Mortanme™ x?;'} ) e e L L ]
B 0 Oia 15 Cika 20 MHa 33 Cifa 34
ke . Aeestmulacidn anligenica Aecoleccitn de
in wiro di leucositos céhsdas para
= mifid andasrior aPCH

Figura 2: Disefio experimental

de un equipo denominado Cell Sorter aislamos estas células desde  desencadena una respuesta de células T Unica en cada pez, similar
los leucocitos aislados del rifién de cada pez (Figura 2). Estavez,  alo obtenido en el ensayo anterior. Asf, los linfocitos T de un pez
las células se obtuvieron de cuatro peces inmunizados con VP1  expresaron la mayoria de las citoquinas analizadas, es decir, il-
y tres peces de controles. Al analizar la expresion de los genes  4/13a, il-4/13b2, ifn-y e il-10a. Las linfocitos T de un segundo pez
marcadores en los linfocitos T CD4-1+ aislados, se observo para  expresaron solo ifn-y e il-10a, mientras que las células T de los
cada pez un cambio de los niveles de transcritos en relacién con  otros dos solo produjeron i-70a o tgf-81. Los resultados indicaron
el nivel transcripcional basal en las células del grupo de control  que la inoculacién de los peces con rVP1 produce diferenciacion
(Figura 3). Las células T CD4-1+ produjeron ifn-y, il-4/13a, il-4/13b2,  de los linfocitos T CD4 y que cada pez responde de manera Unica
il-10a y tgf-B17, pero no para il-2a. Ademas, el perfil de expresién  a la inyeccién con rVP1.

en cuatro peces analizados mostré que la inmunizacion
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Figura 3: Expresion transcripcional de citoquinas en linfocitos T CD4-1+ de rifidn anterior aisladas mediante cell sorting de peces
inmunizados con VP1. A la izquierda disefio experimental. A la derecha se muestran los resultados de 4 peces analizados.



Los resultados con la proteina de fusion, llevaron a una conclusion
inesperada. El perfil de expresién de citoquinas en respuesta a la
inoculacion de VP2-Flg indujo la expresion de ifn-y, il-4/13a, il-10a
y tgf-B7, en relacion con los controles adyuvantes, pero por el
contrario, la expresion de il-4/13b2 e il-2 disminuyd. Mas aun, a
excepcion de il-4/13a e il-2a, los cambios en los niveles de expresion
de los genes marcadores inmunitarios se debieron a la presencia
de flagelina en la proteina de fusién. La estimulacion antigénica
de las células aisladas, confirmd que la mayor respuesta se habia
producido contra flagelina. La regulacién positiva de ifn-y, il-10'y
tgf-B1 inducida por flagelina de A. salmonicida en los peces, indica
que esta proteina bacteriana podria usarse como adyuvante para
desencadenar una respuesta tipo Th1 en la trucha arco iris, lo que
podria ser Util en determinadas circunstancias, por ejemplo, con
alguna formulacién de vacunas que genera mucha inflamacién.

En conjunto, este estudio evallia por primera vez la respuesta
inmune adaptativa inducida por la proteina recombinante VP1 de
IPNV y por una proteina de fusion de VP2 con flagelina como
parte de la busqueda de antigenos nuevos o modificados capaces
de inducir inmunidad en peces. Los resultados indican que VP1
recombinante es un buen inmundégeno en la trucha arcoiris, ya
que induce la respuesta tipo Th1, tipo Th2, y regulatoria, que puede
implicar la posibilidad de activar la fase efectora celular que lleva
a eliminar las células infectadas. En este marco es necesario
realizar nuevos estudios para determinar los posibles efectos
protectores de este tipo de inmunizacion. Estos hallazgos abren
nuevas oportunidades para nuevos disefios y desarrollo de vacunas
contra IPNV. Por otro lado, las propiedades inmunogénicas de la
flagelina de A. salmonicida, abren la posibilidad de su utilizacién
como adyuvante para las vacunas. De hecho, principalmente en
mamiferos, la flagelina de algunas bacterias exhibe actividad
adyuvante cuando se usa como proteina recombinante que consta
de flagelina fusionada con antigenos heterélogos. En el caso de
los peces, aunque se ha demostrado que la flagelina es un buen
inmunoestimulante, esta es la primera vez que se evalia el
potencial adyuvante de esta proteina de A. salmonicida y como
proteina de fusion. El andlisis de la respuesta de cada pez permite
entender que hay una gran variabilidad en la respuesta a un simple
antigeno como rVP1, y muestra que los andlisis donde comunmente
los datos son presentados como promedios de las respuestas
pueden llevar a desestimar respuestas que aunque minoritarias
(en algunos individuos de la poblacién) resultan interesantes y
son las esperadas como respuestas protectoras. Si la respuesta
deseada existe en la poblacion, el desafio serd, entender el
mecanismo y disefiar estrategias para que este tipo de respuesta
se produzca también en los individuos no respondedores.
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