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. RESUMEN EJECUTIVO

El presente proyecto Plataforma para la produccion in situ de proteinas con actividad
estimulante de la respuesta inmune en Salmonidos, proponia el desarrollo de un sistema
gue permita la estimulacion del sistema inmune de Salmdénidos mediante la administracién de
bacterias acido lacticas que secretaran péptidos inmunoestimulantes. Un sistema de estas
caracteristicas disponible para la Salmonicultura, permitiria aumentar la competitividad de
esta industria pues reduciria los costos asociados al proceso de vacunacion, pérdidas debido
a patégenos virales y/o bacterianos, y permitiria una rapida respuesta frente a brotes, pues al
estar enfocado en el sistema inmune del pez prescindiria del desarrollo de estudios
especificos del patdgeno, necesarios previo al desarrollo de vacunas. Ademas facilitaria la
aplicacion debido a su bajo costo de produccion y su administracién oral junto con el alimento,
reduciria el stress ocasionado los procesos de inmunoestimulacion actualmente utilizados.
Para del desarrollo de este proyecto se escogié como péptido inmunoestimulante a Interferon
| de Salmo salar y como bacteria acido lactica a Lactococcus lactis. La funcionalidad de este
sistema se evaluaria por la capacidad de estimular in vivo e in vitro la respuesta antiviral
medida a través de la expresion de genes marcadores (Mx y PKR) y por la capacidad de
conferir resistencia a la mortalidad ocasionada por la infeccion con IPNV. Durante el
desarrollo del proyecto se clon6 en un vector carente de resistencia a antibidtico (pNZ8149)
un casete que contiene el gen de interferén, con el péptido de secrecion USP45 bajo el
control del promotor P1. Mediante este sistema se logré producir 913 ng de Interferén | por
dosis (10" UFC) superando en un 82 % la meta propuesta. El interferon producido por
Lactococcus lactis logro por dosis estimular In vitro la expresién de los genes marcadores en:
252 veces para Mx, 63 veces para PKR y reducir la carga viral 300 veces superando en 12,6
y 6,2 y 3 veces las metas propuestas respectivamente. In vivo, la administracion de
Lactococcus lactis productor de interferén junto con el alimento logré estimular la respuesta
inmune de los peces en 85000 veces en bazo y 10 en rifidn. Esta estimulacién decae
rapidamente una vez que se deja de administrar la bacteria. También se determind que In
vivo, la administracion de Lactococcus lactis productor de interferén reduce la carga viral
hasta en un 80%, mostrando ser un sistema exitoso y efectivo de estimulacién de la
respuesta antiviral en salmoénidos. La capacidad de conferir resistencia a la mortalidad
ocasionada por IPNV fue evaluada mediante ensayo de desafio, sin embargo no se pudo
concluir su efecto pues las cepas de virus IPN no ocasionaron mortalidad en los peces
utilizados. Pruebas pilotos de escalamiento productivo mostraron la factibilidad de producir a
gran escala y a precios competitivos el producto. En fermentaciones se alcanzado un total de
150 millones de dosis/m3, a un precio estimado de 0.03 pesos la dosis. Los resultados de
este proyectos fueron difundidos en dos reuniones cientificas nacional, dos reuniones
cientificas internacionales y una actividad con productores de Salmonidos, teniendo buena
aceptacién por parte de los concurrentes. Estudios realizados por la USACH indican que el
producto obtenido por el desarrollo del proyecto es factible de ser protegido mediante una
patente. Por lo tanto se esta resolviendo el envié de la patente previo al licenciamiento a la
empresa ActivaQ. Como conclusién se puede indicar que el proyecto alcanz6 la mayor parte
de los objetivos propuestos originalmente, logrando desarrollar un producto de interés para la
Salmonicultura nacional, el cual esta siendo protegido por parte de la USACH, y que
posteriormente sera licenciado a la empresa contraparte del proyecto.



[I. TEXTO PRINCIPAL
1. Breve resumen de la propuesta, con énfasis en objetivos, justificacién del proyecto,
metodologia y resultados e impactos esperados.

La salmonicultura es una de las actividades econdmicas méas importantes para Chile. En
2014, este rubro se posicioné como la tercera actividad economica, logrando un valor de
exportaciones equivalente a 4.200 millones de dolares
(http://www.subpesca.cl/prensa/601/w3-article-88695.html)[1]. A pesar de que Chile es
considerado el segundo productor mundial de Salménidos, su participaciéon en el mercado ha
disminuido en los udltimos 8 afios, pasando del 35% en 2008 al 27% en 2014[2], solo
superado por Noruega el cual ha ocupado entre el 42% y 52% del mercado en este periodo.
Esta reduccién ha sido ocasionado principalmente por la presencia de brotes de patdgenos
virales y bacterianos, que ocasionan grandes mortalidades. Como ejemplo, en 2008 el brote
de virus ISA provocé el cierre del 90% de los centros productores. En la actualidad SRS e
IPNV son responsables de ~90% de las mortalidades secundarias en Salmon Atlantico. La
alta prevalencia de infecciones bacterianas y virales se debe en parte a la poca efectividad
gue muestran las vacunas utilizadas en Salmonicultura, las cuales muestran una proteccién
maxima de 4 meses, necesitando de sucesivas aplicaciones para mantener un adecuado
nivel de inmunoestimulacién. El stress asociado al proceso de vacunacion también disminuye
su efectividad. Por otra parte el sistema inmunolégico del pez muestra una memoria
inmunolodgica de corto plazo. El elevado costo del proceso de vacunacién, desincentiva la
aplicacion periodica de las vacunas, lo cual contribuye a la generacion de nuevos brotes|3].
Esto implica que para la adecuada proteccion de los salménidos es necesario contar con un
sistema que permita una inmunoestimulacion de amplio espectro, sucesiva, tanto de la
respuesta inmune primaria como secundaria, de facil aplicacién, de bajo costo de produccién
y de rapida respuesta frente a nuevos patdégenos. El presente proyecto planteaba crear una
plataforma para la expresion de proteinas con actividad inmunoestimulante sobre Salménidos.
Esta plataforma estaria dada por el uso de bacterias acido lacticas (Lactococcus lactis) que
mediante la incorporacion de un plasmidio carente de resistencia a antibioticos permitiria la
expresion y liberacion de péptidos inmunoestimulante. Para validad esta plataforma se
escogi6 a Interferon | de Salmo salar como péptido pues confiere una actividad antiviral de
amplio espectro (respuesta inmune antiviral), por otra parte Lactococcus lactis al actuar como
probidtico, también estimularia la respuesta inmune antibacteriana. Para desarrollar este
proyecto se propuso como objetivo general “Desarrollar una plataforma que permita la
expresion in situ de proteinas recombinantes con propiedades terapéuticas sobre Salmo
salar, especificamente la expresion de Interferon | por su propiedad inmunoestimulatoria, de
modo de, optimizar la eficiencia del uso de antibiéticos y de vacunas aplicadas actualmente.”
Como objetivos especificos se propusieron: 1.-Establecer en Lactococcus lactis un sistema de
expresion y liberacion de Interferén | por sus propiedades inmunoestimulantes sobre Salmo
salar. 2.-Validar in vitro las propiedades bioldgicas y funcionalidad del Interferon | producido
por la cepa recombinante de Lactococcus lactis. 3.- Validar in vivo, sobre Salmo salar, las
propiedades terapéuticas e inmunoestimulantes de la cepa de Lactococcus lactis productora
de Interferdn I, y 4.- Realizar la transferencia tecnolégica para la produccion de las cepas de
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Lactococcus lactis productoras de Interferén I, con fines de comercializacién. Para realizar el
OE1 se propuso disefiar un vector carente de resistencia a antibiético, en el cual se clonaria
el gen de Interferén | optimizado codogénicamente a Lactococcus lactis, fusionado al péptido
lider de la proteina USP45 para permitir su secrecion. Se utilizaria un promotor constitutivo y
la expresion de la proteina se evaluaria mediante western-blot o ELISA. El OE2 se lograria
evaluando en cultivo celular la capacidad del interferén | producido por Lactococcus lactis de
inducir la expresién de genes de respuesta a Interferon (Mx y PKR) y de reducir la replicacion
viral. La expresion de Mx y PKR se evaluaria mediante RT-Q-PCR y el efecto sobre la
replicacion mediante la cuantificacion (RT-Q-PCR) de la carga viral en infecciones con IPNV.
El OE3 evaluaria el efecto de la administracion en la dieta de Lactococcus lactis productor
de interferén sobre la expresion de Mx y PKR, carga viral y sobrevivencia a la infeccién viral
con IPNV. La inducciéon de la expresion de Mx y PKR se evaluaria en los 6rganos
inmunoldgicos (Bazo y Rifion) mediante el uso de RT-Q-PCR. El efecto antiviral se evaluaria
sobre la capacidad de reducir la carga viral en los 6rganos inmunoldgicos del Salmén
evaluada mediante RT-Q-PCR y mediante ensayos de desafio utilizando peces (Salmo salar)
infectados con IPNV. Para lograr el OE4 se contemplaria evaluar la factibilidad de realizar
escalamiento productivo de L-lactis productor de Interferon |, evaluar la capacidad de
liofiliados de Lactococcus lactis productor de interferon de inducir in vitro la expresion de Mx y
PKR (Evaluada por RT-Q-PCR), realizar tres actividades de difusion y realizar transferencia
tecnolégica a ACTIVAQ mediante licenciamiento.

Los principales resultados a obtener en el proyecto serian: 1.- Obtener una plataforma que
permita estimular el sistema inmune de salménidos mediante la administracién de
Lactococcus lactis productores de péptidos inmunoestimulantes, 2.- Un prototipo de probiético
gue incremente la sobrevida de Salménidos a infecciones virales y/o reduzca su carga viral,
3.- Licenciamiento a ActivaQ para la produccién y/o comercializacion del prototipo generado.
El impacto esperado en el area de la Salmonicultura es desarrollar un probiético
inmunoestimulante que permite disminuir las mortalidades ocasionadas por brotes de diversos
virus, y reducir la inmunosupresion ocasionada por la prevalencia de virus IPNV en
salmonidos cultivados, logrando ocupar al cabo de 5 afios, el 5% de un mercado aproximado
de . US$8.500.000



2. Cumplimiento de los objetivos del proyecto:

e Descripcion breve de los resultados ESPERADOS VERSUS LOS OBTENIDOS,
comparacion con los objetivos planteados, y razones que explican las
discrepancias (ANALISIS DE BRECHA)

e Descripcion breve de los impactos obtenidos

El primer objetivo especifico -’Establecer en Lactococcus lactis un sistema de expresion y
liberacion de Interferén | por sus propiedades inmunoestimulantes sobre Salmo salar”
planteaba desarrollar un vector de expresion carente de resistencia a antibiéticos, capas de
expresar la proteina interferon | en Lactococcus lactis. Durante su ejecucion se esperaba
como resultados esperado (RE1) Una plataforma que permita la expresion y liberacion de
Interferdn |, la cual proponia dos indicadores, uno Ip/lo que evaluaba la expresion de Interferén
mediante geles de agarosa, y el segundo que evaluaba la cantidad de interferon producido.
Para el caso del primer indicador se esperaba alcanzar un valor >10 y para el segundo
indicador alcanzar una cantidad igual o superior a 500 ng/10’UFC. Para lograr este objetivo
se propuso originalmente construir un vector carente de resistencia a antibidtico,
reemplazando en el plasmidio pNZ8148 el casete de resistencia a Cloranfenicol por un
sistema genético que permitiera utilizar sacarosa como fuente de carbono. A pesar de los
multiples intentos no fue posible clonar el casete para metabolizar sacarosa en pNZ8148 y
ademas la cepa hospedera mostro cierta capacidad de utilizar sacarosa como Unica fuente de
carbono. Para sortear este problema se opté por el vector comercial pNZ8149 que no
contiene resistencia a antibidticos y permite su seleccién en la cepa NZ3900, utilizando
lactosa como Unica fuente de carbono. El gen de interferén fue sintetizado in vitro, optimizado
para su expresion en Lactococcus lactis junto con el péptido lider USP45 y el promotor P1. El
gen de interferén | sintetizado in vitro fue clonado exitosamente en pNZ8149. Para permitir su
deteccion se agreg6 mediante PCR una cola de Histidina (6x HisTag) en el carboxilo terminal.
Usando esta construccion bajo condiciones de induccion de la expresion con Nisina 10 nm, se
logré un valor de Iy/lo equivalente a 81 superando en 8,1 veces la meta propuesta. La
cuantificacion mediante ELISA permitié determinar que se logré producir una cantidad de 913
ng de interferén, superando en 1,8 veces la meta propuesta.

El segundo Objetivo planteaba “Validar in vitro las propiedades bioldgicas y funcionalidad del
Interfer6bn | producido por la cepa recombinante de Lactococcus lactis”. Este Objetivo
planteaba como Resultados esperados (RE2) “Proteinas recombinantes producidas por
Lactococcus lactis con propiedades inmunoestimulatorias, activa biolégicamente y
funcionalmente ex vivo”. Para evaluar el cumplimiento de este resultado esperado se
utilizarian como indicadores la capacidad de “Estimulacién de la respuesta a interferén en
cultivo celular de salmén”, la “Bioactividad del interferon sobre la expresion de los genes Mx y
PKR”, y la “Resistencia a la infeccién por IPN virus”. Para el primer indicador se propuso para
el gen Mx y PKR una meta de 20 E, lograndose obtener para Mx una valor de 252 E y para
PKR un valor de 63 E, ambos valores superan las metas propuestas. En el caso del segundo
indicador se propuso como meta valores de 6 UA tanto para Mx como para PKR., lograndose
obtener valores de 13 UA para Mx y 11 UA para PKR. Como se aprecia en ambos casos de

6



super6 la meta propuesta. Para el tercer indicador, se planted una reduccion de la carga viral
equivalente a un 99,9% es decir la carga viral debia reducirse en al menos 1000 veces en
aguellos cultivos pre-tratados con interferén. Nuestros resultados mostraron que bajo las
condiciones analizadas en el proyecto se logré reducir como maximo la carga viral en un
99,7% lo que equivales a alcanzar la meta propuesta en un 99,79%. A pesar de no alcanzar la
meta propuesta, se logré reducir efectivamente la carga viral en los cultivos tratados con
Interferén producido por Lactococcus lactis. Este valor méximo se logré luego de 168 horas
de cultivo, tiempo en el cual se puso fin al experimento, sin embargo, la progresién de la
infeccién viral en los cultivos tratados con interferén indicaba que la carga viral deberia
disminuir aiin mas, esto implica que probablemente la meta propuesta se lograria después de
las 168 horas post infeccion.

El tercer objetivo especifico planteaba “Validar in vivo, sobre Salmo salar, las propiedades
terapéuticas e inmunoestimulantes de la cepa de Lactococcus lactis productora de Interferén
I” para este objetivo especifico se plante6 como resultado esperado obtener “Cepas
recombinantes de Lactococcus lactis que luego de ser administradas oralmente a Salmo
salar, permitan la expresiéon de interferén in situ inmunoestimulandolo”, para evaluar el
cumplimiento de este resultado esperado, se establecieron dos indicadores: 1.-
“Imunoestimulacion del pez”, la cual seria evaluada por la capacidad de estimular la expresion
de Mx y PKR, y 2.- Generar “resistencia a la infeccion por IPNV”. Se planteé como meta
estimular la expresion de Mx y PKR en 20 veces y generar una resistencia a la infeccion que
permitiera la sobrevivencia de al menos un 65%. Nuestros experimento permitieron estimular
como maximo la respuesta de Mx en 85000 veces, Yy la respuesta a PKR en 10 veces. Para el
caso de Mx se alcanzé el valor propuesto, superandolo varias veces. Para el caso de PKR se
logré la estimulacién solo 10 veces, aunque menor a lo esperado, el gen de PKR codifica para
una enzimas cuyos hiveles de induccion de expresién son mucho menores a Mx. El producto
del gen Mx se requiere que interactie directamente con el RNA viral por lo tanto su nivel de
induccion debe ser mayor para contrarrestar la replicacion viral. En literatura, para PKR se
observan niveles de induccion in vivo entre 6 y 30 veces, por esa razon en la formulacién del
proyecto se escogi6 valor intermedio de 20 como meta propuesta. Basado en esto a pesar de
no lograr el valor propuesto se considera exitosa la estimulacion de PKR.

Respecto a la resistencia a infecciones por IPNV, se planteé el indicador de sobrevida como
una prueba directa de la funcionalidad del producto para evitar muertes ocasionadas por
infecciones virales. Se propuso IPNV, pues es un virus ubicuo, de impacto en la acuicultura, y
factible de ser manejado en laboratorio. Otros indicadores para evaluar la resistencia a
infecciones virales podria ser el efecto de la bacteria productora de interferén sobre el titulo
viral. Se desarrollaron tres experimentos de desafio en el cual no se logré mortalidad producto
de la infeccién viral, esto a pesar de realizar experimento de animalizacién para incrementar
la virulencia de los aislados de IPNV. Como no se logré producir mortalidad con IPNV en
peces, se procedi6 a usar como marcador alternativo el efecto de la administracion de la
bacteria productora de interferén sobre el titulo viral en peces infectados con IPNV. Usando
esta aproximacion se logré reducir en un 80% la carga viral, lo que equivale a una reduccion
de 5 veces. Experimentos utilizando vacunas orales han mostrado una reduccion de 12,25
veces en la carga viral como consecuencia del proceso de vacunacion|4]. Considerando que



esta reduccion se logra con un solo tratamiento, es esperable que la aplicacion de 2
tratamientos podria disminuir la carga viral en 25 veces superando los resultados de vacunas
orales o inyectables [4].

Respecto al objetivo especifico 4 “Realizar la transferencia tecnoldgica para la produccion de
las cepas de Lactococcus lactis productoras de interferén |, con fines de comercializacion” se
estableci6 como resultado esperado- la "Produccién a escala piloto de Lactococcus lactis
productor de Interferon I” Se establecieron dos indicadores: 1.- Escalamiento productivo
piloto, 2.- Evaluacién de la produccion y actividad de interferén producido por Lactococcus
lactis, 3.- Transferencia a ActivaQ de protocolos y cepas para el crecimiento a escala piloto de
Lactococcus lactis productor de Interferon 1, y 4.- Difusion de resultados. El primer indicador
proponia alcanzar una densidad de cultivo a 600 nm de 1,5, para producir 10 millones de
dosis por m3 de medio cultivado. Nuestros resultados de escalamiento usando el servicio de
la empresa Biopolis nos permitieron alcanzar una OD de 14,2 lo que se traduce en alrededor
de 150 millones de dosis por m3, superando ampliamente la meta propuesta (Anexo ).
Respecto al segundo indicador se propuso lograr una expresion de Interferon que alcance
unos 500 ng por dosis, el cual se traduciria en una sefial de interferon de al menos 10 veces
superior respecto a la bacteria no productora de interferén. Con actividades de estimulacion
(E) para Mx y PKR superiores a 20 y con una bioactividad tanto para Mx o PKR superiores a
6UA. La administracién del liofilizado no logré estimular la respuesta de Mx y solo estimulo la
respuesta a PKR en 3 veces. La cantidad de interfer6n producido no pudo ser evaluado por la
carencia de anticuerpos contra Interferén |, los cuales recién estan disponibles a partir de
Enero de 2016. La ausencia de estimulo por parte de la bacteria liofilizada probablemente se
deba a los efectos metabdlicos del proceso de liofilizacién sobre la bacteria que impide que
exprese adecuadamente el interferén | al interior del tracto gastrointestinal. Por otra parte la
fermentacion de la bacteria se realiz6 en ausencia de Nisina, y se dejo solo a cargo del
promotor P1. Probablemente la actividad del promotor P1 no es suficiente para alcanzar los
niveles de interferobn necesarios para alcanzar un efecto bioldgico. Nuestros resultados
también apuntan a que seria necesario estimular con Nisina la expresién de Interferén
durante el proceso de fermentacion.

El tercer resultado esperado proponia como indicador obtener al menos una “Autorizacion
para la comercializacion de Lactococcus lactis productor a Interferédn I”. Por normativa de la
USACH, toda licencia de algun producto desarrollado en la universidad de Santiago, tiene que
pasar por un proceso de proteccion de propiedad intelectual. El 31 de Diciembre se presento
en la INAPI la solicitud de patente N° 3797-2015, titulada "Bacteria &cido lactica transformada
para producir IFN, plasmidio, alimento probiético para peces que la comprende, método para
inmunoestimular peces y método para preparar alimento probio6tico”, en la cual la empresa
ActivaQ tiene una participacion del 20%. El ultimo resultado esperado del cuarto objetivo
especifico contempla las actividades de difusion. Se plantearon inicialmente difundir los
resultados obtenidos en 2 presentaciones nacionales cada uno con mas de 300 participantes,
1 presentacién internacional en una reunién que congregara a mas de 1000 personas, y un
seminario en el cual participaran empresas dedicadas al cultivo de salmones. Todas las
metas propuestas en este item se cumplieron a cabalidad.



3. Aspectos metodoldgicos del proyecto:

3.1.- Descripcién de la metodologia efectivamente utilizada.

Objetivo 1: Establecer en Lactococcus lactis un sistema de expresion y liberacién de
Interferon | por sus propiedades inmunoestimulantes sobre Salmo salar. Mediante
sintesis in vitro de DNA, enzimas de restriccion y clonamiento en el vector pNZ8149, se
generd una construccion que contiene: 1.- el origen dependiente de la proteina A (RepA), 2.-
El gen de Interferén | de S. salar (optimizado al uso de codones de L. lactis), bajo el promotor
P1 (constitutivo) de L. lactis y fusionado en marco con el péptido lider de la proteina USP45.
3.- Una cola de Histidina fusionada al carboxilo terminal del interferon (3.5.1, 3.5.2, 3.5.3). El
plasmidio se transformd mediante electroporacion sobre L. lactis NZ3900 y seleccionado por
su capacidad de conferir crecimiento en medio M17 suplementado con lactosa 0,5% (3.5.4,
3.5.5, 3.5.6, 3.5.7). Se evalué la produccién de Interfer6n | mediante western blot y ensayos
de ELISA, utilizando extractos de proteinas totales de L. lactis conteniendo el gen de
Interferon |, versus extractos de proteinas de L. lactis carentes del plasmidio (3.5.8, 3.5.9,
3.5.10, 3.5.11).

Objetivo2: Validar in vitro las propiedades bioldgicas y funcionalidad del Interferén |
producido por la cepa recombinante de Lactococcus lactis. A partir de cultivos de
Lactococcus lactis NZ3900 que expresa Interfer6n | se prepararon extractos proteicos del
citoplasma los cuales fueron utilizados para estimular cultivos de células de Salmén CHSE214
a diferentes cantidades (10, 100 y 500 ng) . Mediante RT-PCR en tiempo real se evalué la
expresion de los genes Mx y PKR los cuales incrementan su expresion en presencia de
Interferon | funcional. Estos datos se utilizaron para calcular los valores de Epxr Y Eux que
miden el grado de Estimulacion de respuesta a interferén | por cada ml que contiene 10’ UFC
de bacteria. La funcionalidad del interferon también se determiné calculando su Bioactividad
(UA) respecto a la induccién de la expresion de Mx y/o PKR. Como control negativo se utilizo
extractos proteicos provenientes de Lactococcus lactis NZ3900 y como control positivo células
estimuladas con poli I:C (3.5.12, 3.5.13).

Para determinar si el interferébn recombinante confiere un estado resistente a la infeccion
viral, se evalud el efecto del interferén sobre el titulo viral de IPNV en cultivos de células
CHSE214. La células fueron pretratadas con interferén y posteriormente infectados con IPNV
a una moi de 0,1. El titulo viral se evalué mediante RT-gPCR. Como control negativo se uso
extractos proteicos de Lactococcus lactis NZ3900, y como control positivo poli I:C. El grado de
proteccién se establecié como el porcentaje de inhibicion de replicaciéon de IPNV I™Y=100-
Ripnvx100 donde Ripnv es la razon entre el titulo viral obtenido en las células tratadas con
interferén versus el titulo observado en cultivos CHSE214 sin tratar (Ripnv=UFP(es)/UFP(c))
(3.5.14, 3.5.15, 3.5.16).

Objetivo 3.: Validar in vivo, sobre Salmo salar, las propiedades terapéuticas e
inmunoestimulantes de la cepa de Lactococcus lactis productora de Interferon I. Se
estimé el grado de estimulacion de los peces evaluando la expresion de Mx y PKR en los
tejidos inmunoldgicos (Rifion, Bazo). Grupos de 15 peces de 10 gr fueron alimentados
durante 5 dias con 10’ UFC por dia de Lactococcus lactis productor de Interferén | (3.5.17).
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Una vez iniciado el experimento se sacrificaron peces 1, 3 y 10 dias post tratamiento a los
cuales se extrajo RNA total de los tejidos indicados. Mediante real time se evalud la expresion
de Mx y PKR (3.5.18).

La resistencia a la infeccién se evalu6 mediante ensayos de desafio (3.5.21) y analizando la
carga viral presente en los érganos inmunoldgicos (bazo y rifiébn) en peces tratados con la
bacteria productora de interferon e infectados con IPNV (3.5.19, 3.5.22, 3.5.23). En ambos
casos grupos de 15 peces, fueron alimentados durante 5 dias con 10" UFC/dia de L. lactis
productor de interferon I. Para los ensayos de desafio se realizaron experimentos de
animalizacion para incrementar la virulencia del aislado utilizado (3.5.20).

Objetivo4. Realizar la transferencia tecnolégica para la produccion de las cepas de
Lactococcus lactis productoras de interferén |, con fines de comercializacién. Un paso
critico para alcanzar una produccion de bajo costo consistié en incrementar las densidades de
los cultivos de Lactococcus lactis, el cual depende del pH del Medio. El escalamiento a escala
pilota fue realizado en la compafiia Bipolis SA, la cual optimiz6 las condiciones de cultivo
(3.5.25). Se analiz6 la sobrevida de las bacterias liofilizadas mediante el método de la
microgota (3.5.26). A partir del liofilizado se prepararon extractos proteicos mediante
sonicacion (3.5.27). Estos extractos fueron utilizados para estimular in vitro células CHSE214,
evaluando la expresion de Mx y PKR, mediante RT-gPCR. Los valores de expresion fueron
utilizados para calcular Eyx Epkr, UAwx Y UApkr (3.5.28). Los liofilizados fueron también
utilizados para estimular in vivo la expresion de Mx y PKR. Grupos de 10 peces de 20 gr
fueron tratados con alimentos suplementado con 10’ UFC de la bacteria productora de
interferon liofilizada. Luego de 5 dias de tratamiento, los peces fueron sacrificados a los dias
1, 3y 10 post infeccién. A partir de los 6rganos inmunoldgicos se extrajo RNA total, el cual fue
utilizado para realizar reacciones de RT-qPCR (5.3.29).

10



3.2.- Principales problemas metodoldgicos enfrentados

3.2.1.- Generacion de una plataforma basada en la construccién de un plasmidio que
confiere la capacidad de crecer en sacarosa como unica fuente de carbono. Una de las
primeras actividades consistia en desarrollar un nuevo vector que confiriera la capacidad de
crecer en presencia de sacarosa. A pesar de que el casete necesario para metabolizar
sacarosa fue sintetizado in vitro exitosamente, el casete no pudo ser clonado en el vector
pNZ8148. Solo se logré obtener clones que contenian alguna de las regiones del casete que
confiere la capacidad de metabolizar sacarosa. Por otra parte aunque en literatura se reporta
que Lactococcus lactis no puede metabolizar sacarosa, determinamos que bajo las
condiciones que se realizaron estos estudios, la cepa NZ9000 crece eficientemente usando
sacarosa como Unica fuente de carbono, situacion que imposibilité generar el nuevo
plasmidio, siendo reemplazado por el vector pNZ8149.

3.2.2 Bajos niveles de expresion de proteinas. Originalmente se pens6 (basado en la
literatura) que Lactococcus lactis era un buen productor de proteinas recombinantes, donde
seria posible visualizar la sobreexpresiéon de proteinas mediante SDS-PAGE tefiidos con azul
de coomasie o plata, tal como ocurre en Escherichia coli. Sin embargo los niveles de
expresion de proteinas resultaron bajos (aun cuando se optimizé codogénicamente el gen de
interferén). No se pudo observar diferencias a nivel del patrén de proteinas expresadas en las
bacterias que contenian el sistema productor de interfer6n respecto a aquellas que no lo
tiene. Esta situacion razén por la cual fue necesario usar otro método, como western blot e
induccion con nisina para incrementar la deteccion. La ausencia de anticuerpos contra
interferén de salmon obligdé a modificar el gen de tal manera de introducir un epitopo en el
carboxilo terminal que pudiera ser reconocido por anticuerpos disponibles comercialmente.

3.2.3.- Susceptibilidad de peces a lainfeccién con IPNV. El proyecto planteaba determinar
mediante ensayos de desafio la actividad antiviral in vivo de la bacteria productora de
interferén. A pesar de los varios intentos realizados, y de ensayos de animalizacion, no se
logré obtener mortalidades que pudiesen ser atribuibles a la infeccién viral, razén por la cual
no pudo ser evaluada la capacidad de Lactococcus lactis productor de interfer6n de generar
resistencia a la mortalidad ocasionada por el virus IPN.

3.2.4 Funcionalidad del interferon producido por los liofilizados y Deteccién de
Interfer6n en liofilizados. No se logré obtener actividad inmunoestimulatoria a partir de
extractos proteicos de las bacterias liofilizadas. El liofilizado estuvo detenido en la aduana de
Chilena por un periodo superior a dos meses. Mediciones de la viabilidad del liofilizado arrojan
una reduccion de las UFC de al menor un orden de magnitud. Es probable que el proceso de
liofilizacion altere la produccion de interferon. Por otra parte el disefio original contemplada un
Interferon sin cola de Histidina. Esta construccion fue la que se envié a fermentar, se
esperaba tener anticuerpos contra interferon (proveidos por el laboratorio de Ménica a Imarai
en la USACH, sin embargo ellos presentaron retrasos en la produccion del anticuerpo, lo que
impidi6 la cuantificacion del interferon presente en los liofilizado.
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3.4.- Adaptaciones o modificaciones introducidas durante la ejecucion del
proyecto, y razones que explican las discrepancias con la metodologia
originalmente propuesta

3.4.1. La primera adaptacion metodologica efectuada fue clonar el casete productor de
interferébn en el vector pNZ8149. Esta estrategia fue propuesta inicialmente como una
alternativa en el caso de no resultar la construccion del vector propuesto originalmente. Se
utilizé pNZ8149 pues es un vector que replica en Lactococcus lactis y no contiene genes de
resistencia a antibidticos, lo que permite su aplicacion en el conjunto con alimentos.

3.4.2. Como fue indicado anteriormente, contrario a lo esperado la sobreexpresion en
Lactococcus lactis no logro producir cantidades de proteinas detectables mediante SDS-
PAGE tefiidos con Azul de coomasie o plata. Ademas la ausencia de anticuerpos contra el
interferén de Salmo salar obligo a modificar el gene y agregar una cola de histidina la permita
detectar la produccién de proteina recombinante ya sea por western blot o Elisa. Esta
aproximacion permitié detectar y cuantificar la cantidad de interferén producido. También se
detecto una baja cantidad de interferon producido en el extracelular, lo que obligo a usar el
interferon intracelular para realizar los ensayos utilizando cultivo celular.

3.4.3 En la resistencia a la infeccion viral in vitro se propuso como indicador a Rjyn, este
indicar resulto engorroso de interpretar y se decidi6 cambiar a 1™ el cual evalta el
porcentaje de resistencia e incorpora a Ri,. ™" es equivalente a 100-R;,,x100. Este
indicador permitié establecer que el interferon recombinante producido por Lactococcus lactis
logra proteger en un 99,7%.

3.4.4 La susceptibilidad a la infecciébn por IPNV se evaluaria mediante cambios en la
mortalidad ocasionada por el virus. Debido a que no se logré producir una mortalidad
asociada al virus, se evalud el efecto antiviral evaluando la cantidad de particulas virales en
6rganos inmunolégicos de salmoén. De ser exitoso nuestro producto se deberia observar una
menor cantidad de virus en aquellos peces tratados con la Lactococcus lactis productor de
interferén. Tal como fue esperado estos peces mostraron una menor cantidad de particulas
virales (reduccion del 80%). Comparado con vacunas contra IPNV, la reduccién observada en
nuestro proyecto en menor, sin embargo dos tratamientos de 5 dias cada uno podrian reducir
la carga viral observada a valores inferiores a los presentes en peces vacunados con IPNV
logrando asi ser un producto equivalente al disponible actualmente.

3.4.5 Funcionalidad biolégica del interfer6n producido por los liofilizados. Como fue
indicado, no se logré obtener un efecto in vitro usando extractos proteicos provenientes de las
bacterias liofilizadas. Se estimé que el proceso de liofilizacion sumado a la reduccion de las
UFC podria ser el responsable de esta ausencia de actividad inmunoestimulatoria. Se decidio
cambiar de aproximacion y probar directamente en peces. La incorporacion del liofilizado en
el alimento daria tiempo a la bacteria para que recupere su metabolismo y produzca suficiente
interferén para estimular la respuesta inmunolégica. Como se esperaba se logré una baja
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inmunoestimulacion de Mx y PKR en rifidn. La baja en la intensidad de la inmunoestimulacién
podria ser responsabilidad de la reduccion de las UFC iniciales del liofilizado.

e 3.5.- Descripcion detallada de los protocolos y métodos utilizados, de manera
que seafacil su comprension y replicabilidad.

3.5.1 Disefio del casete de Interferon | optimizado codogénicamente.

Para lograr generar un casete que permita la expresién y exportacion de Interferén | en
Lactococcus lactis, se disefi¢ in silico una secuencia que contiene el gen IFN-I de Salmo
salar, fusionado en marco con la secuencia que codifica el péptido sefial Usp45 de
Lactococcus lactis. La construccibn ademdas contiene el promotor constitutivo P1 de
Lactococcus lactis. La secuencia estd flanqueada por los sitios de restriccion Ncol en el
extremo 5’ y Xbal en el extremo 3". La secuencia de IFN fue optimizada codogénicamente
para ser expresada en Lactococcus lactis. La secuencia silvestre de Usp45 de Lactococcus
lactis se obtuvo de la base de datos del Centro Nacional de Informacion en Biotecnologia
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Acceso GenBank: M35374. La secuencia silvestre del gen de
IFN-1 de Salmo salar se obtuvo de la base de datos del Centro Nacional de Informacion en
Biotecnologia (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), acceso GenBank: NM_001123710.1. La
secuencia del promotor P1 de Lactococcus lactis se obtuvo de la base de datos del Centro
Nacional de Informacion en Biotecnologia (http://www.ncbi.nim.nih.gov/) (CP004884.1
1775802-1775887). El servicio de sintesis y optimizacion codogénica fue realizado en la
empresa Genscript (http://www.genscript.com/).

3.5.2 Clonamiento del casete de Interferén en pNZ8149

En una primera etapa, se transformé el plasmidio pUC57/P1-Usp45-IFN (plasmidio en que
Genscript envié el casete sintetizado in vitro) en E. coli MC1061. A partir de las
transformantes se preparé DNA plasmidial, mediante el método de lisis alcalina usando el kit
Favorgene. El plasmidio (aproximadamente 3 pg) fue digerido con la enzima Xbal (10 U, 37
°C durante 1 hora en un volumen final de 20 pl). Este procedimiento permitié linealizar el
plasmidio. Luego de purificar el plasmidio linealizado mediante el kit Gel/PCR purification
(Favorgene), el DNA fue nuevamente digerido con la enzima Ncol (10 U, 37 °C durante 1 hora
en un volumen final de 20 pl). La segunda digestion permitié la liberacion del casete,
generando un fragmento con extremos cohesivos para Ncol y Xbal.

El plasmidio pNZ8149 fue preparado de manera similar, digiriendo aproximadamente 3 ug de
plasmidio pNZ8149, primero con 10 U de Xbal y luego Ncol.

El casete conteniendo el gen de interferén y el plasmidio pNZ8149, ambos digeridos con Xbal
y Ncol fueron ligados durante toda la noche a 4 °C con 400 U de ligasa T4 (New England
Biolabs). La ligacion se realiz6 en un proporcion inserto:vector, 3:1. Posterior a la ligacion la
muestra fue dializada contra H,O destilada usando membrana de didlisis de 0,02 ym
(Millipore). La ligacién fue transformada sobre células electrocompetentes de Lactococcus
lactis NZ3900, y seleccionadas sobre placas Elliker suplementada con lactosa 0,5%. Los
clones recombinante se identificaron mediante PCR de colonia, usando los partidores pNICEF
5 TTA GAT ACA ATG ATT TCG TTC GAA GG 3" y pNICER 5" CAA GCC TTG GTT TTC
TAATTT TGG 3'. La identidad de los clones fue corroborada mediante secuenciacion.
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3.5.3 Adicion de la cola de Histidina

Este plasmidio fue posteriormente modificado para, dar origen a pLACINFSS-1 agregando la
secuencia que codifica para el péptido GGGHHHHHH en el extremo carboxilo del gen de
interferon mediante PCR inverso utilizando los partidores primero pNZIFN-HisF 5° TCT TAA
TAA AGA ATT CAT AGT CTA GAG AGC TCA AGC 3" y pNZIFN-HisR 5° TTA TTA AGA
CGA ATT CTT AAT GAT GAT GAT GAT GAT GTC CAC CTC CAT ACATTT GTG CAG CAA
GAA T 3. El partidor pNZINF-HisR, hibrida en el extremo 3 del gen de interferén |
(optimizado codogénicamente), y reemplaza el codén de término por una secuencia que
codifica para el péptido GGGHHHHHH. Seguido de esta secuencia, el partidor incorpora un
coddn de término y un sitio para la enzima de restriccion EcoRI. Por otra parte el partidor
PNZINF-HisF hibrida en el plasmidio pNZ8149 en la region correspondiente al sitio Xbal e
Incorpora un sitio EcoRI en su extremo 5’. Luego de la amplificacién el producto de PCR fue
digerido con la enzima EcoRI, purificado mediante sistemas comerciales y ligados con la
enzima T4-ligasa. El producto de ligacién fue luego transformado en Lactococcus lactis
NZ3900.

3.5.4 Preparacién de Escherichia coli MC1061 electrocompetentes:

Para la preparacion de células electrocompetentes se crecié un precultivo de 5 ml de
Escherichia coli MC1061 en medio LB (Luria Bertani) a 37 °C con agitacion a 180 rpm
durante toda la noche. Luego, el precultivo se utiliz6 para inocular 100 ml de medio LB, que
fue crecido a 37 °C con agitacion a 180 rpm hasta una ODgy de 0,6. Luego de alcanzar la
densidad Optica, el cultivo fue depositado en tubos de centrifuga de 50 ml y centrifugado a
4.500 rpm durante 15 min a 4 °C. Luego de descartar el sobrenadante el pellet se lavé tres
veces con 40 ml de una solucion fria de glicerol al 10%. Finalmente, después de la dltima
centrifugacion, el pellet fue resuspendido en 2 ml de glicerol 10% frio y guardado a -80 °C en
alicuotas de 100 pl.

3.5.5 Transformacion de Escherichia coli MC1061.

La transformacion de Escherichia coli MC1061 fue realizada mediante electroporacion.
Aproximadamente 50 pl de Escherichia coli MC1061 electrocompetentes fueron mezclados
con 2-15 ul de DNA (plasmidial o ligacion dializada) en una cubeta de electroporacion de 2
mm previamente enfriada en hielo. Luego de aplicar a las cubetas un pulso de 2,5 kV, las
células fueron recuperadas a 37 °C en 1 ml de medio LB durante 1 hora con agitacién. Para la
seleccion de los transformantes, las células electroporadas fueron sembradas en placas LB
Ampicilina (100 pg/ml), las cuales se cultivaron a 37 °C durante toda la noche.

3.5.6 Preparacion de células electrocompetentes Lactococcus lactis.

La preparacion de células de Lactococcus lactis NZ3900 electrocompetentes se realizd segun
el siguiente protocolo: La bacteria Lactococcus lactis fue separada en placa M17-Lactosa
0,5%, para luego crecer una colonia en 5 ml de medio SG-GM17 (Medio M17 que contiene
sacarosa 0,5 M, Glicina 2,5%, y glucosa 0,5%, agregada después de la esterilizacion del
medio SG-M17) durante la noche a 30°C sin agitacion. El cultivo se inocul6 en 40 ml de medio
SG-GM17 y se creci6é durante la noche a 30 °C sin agitaciéon. Al dia siguiente este cultivo se
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inoculd en 400 ml de medio SG-GM17 y se creci6 hasta una OD600 entre 0,2 y 0,3.
Posteriormente el cultivo fue centrifugado a 6.000 rpm durante 20 min a 4 °C en tubos de
centrifuga de 50 ml. El pellet fue lavado tres veces con amortiguador de lavado frio (sacarosa
0,5M, glicerol 10%, 4 °C). En el primer lavado se utilizé un volumen de 50 ml por tubo. En el
segundo lavado el amortiguador fue suplementado con EDTA a una concentracion final de 50
mM en un volumen final de 40 ml por tubo. El tercer lavado utiliz6 20 ml de amortiguador de
lavado. En cada paso el pellet fue colectado mediante centrifugacion a 6.000 rpm durante 20
min a 4 °C y resuspendido mediante vortex en el amortiguador correspondiente. Después del
ultimo lavado el pellet fue resuspendido en 3 ml de amortiguador de lavado, y alicuotado en
fracciones de 200 pl, las cuales fueron almacenadas a -80°C hasta su uso.

3.5.7 Electrotransformacién de Lactococcus lactis.

Los plasmidios y/o reacciones de ligacion fueron transformados en Lactococcus lactis por
electroporacion a 2000 V en cubetas de 2 mm. Previo a la trasformacién, las reacciones de
ligacion fueron dializadas contra H,O destilada durante 30 minutos, usando membranas de
dialisis (Millipore 0,2 um). Luego de la transformacion, las células fueron recuperadas en 1 ml
de medio M17-Lactosa 0,5% durante 2 horas a 30 °C sin agitacion, para posteriormente
sembrar y seleccionar las transformantes en placas de medio M17-Lactosa 0,5%. Las placas
fueron incubadas a 30 °C durante 24 horas. Las colonias obtenidas fueron repicadas en
placas Elliker lactosa 0,5%. Se escogieron las colonias capaces de crecer en este medio
produciendo el viraje del indicar purpura de bromocresol desde azul a amarillo, indicativo de la
capacidad de usar lactosa como Unica fuente de carbono.

3.5.8 Evaluacion de la produccion de Interferdn intracelular mediante western blot.

La presencia de Interferon | en el citoplasma de Lactococcus lactis fue evaluada mediante
Western blot. Para esto se crecié un cultivo de Lactococcus lactis NZ3900 pLacINFSS-1 a
30°C, sin agitacién. Luego de alcanzar una una densidad 6ptica a 600 nm de entre 0,6 y 0,8,
el cultivo fue inducido con nisina 10 ng/ml durante 2 h. Posteriormente las bacterias fueron
colectadas por centrifugaciéon a 6.000 rpm durante 20 min a 4°C. El pellet bacteriano fue
resuspendido en 1 ml de PBS 1X suplementado con Inhibidor de proteasas 1 mM. La
concentracion de proteinas totales fue determinada por el método de Bradford. Luego las
proteinas fueron separadas de acuerdo a su masa mediante electroforesis en geles
desnaturantes de poliacrilamida (Gel concentrador: 8% Acrilamida/Bisacrilamida 29:1, pH 6,8;
Gel separador: 10% Acrilamida/Bisacrilamida 29:1, pH 8,8). Se cargaron 10 ug de extractos
de proteinas totales de Lactococcus lactis NZ3900 pLacINFSS-1 y Lactococcus lactis NZ3900
pNZ8149 (control) en un gel de poliacrilamida (Concentrador 8%, Separador 10%) (Tricina
10%), junto al estandar de proteinas BenchMark™ His-tagged Protein Standard. Las
muestras fueron sometidas a electroforesis durante 90 min a 100 V y las bandas de proteina
fueron electrotransferidas a una membrana de nitrocelulosa a 300 mA durante 2 h a 16°C.
Posteriormente la membrana se bloque6 durante 1 hora con una solucién de BSA 2 % y se
lavé 3 veces con PBS 1X-Tween 20 (0,5%). Después se incub6 con una dilucion 1/5000 del
anticuerpo policlonal anti-His (Abcam) durante 1 hora a 37 °C y se lavo tres veces con PBS
1X-Tween 20 (0,5%). Después se incubd con una solucién 1/5000 del anticuerpo policlonal
anti rabbit IgG conjugado a peroxidasa de rabano durante 1 hora a 37 °C. Luego se lavo 3
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veces con PBS 1X-Tween 20 (0,5%) y se reveld incubando durante 8 min con 10 ml de una
solucion de revelado quimioluminiscente, que contiene luminol y amortiguador peroxido de
hidrégeno. Posteriormente la membrana se expuso a un film fotogréfico durante 30 seg, para
luego revelar con amortiguador de revelado y de fijacién. La intensidad de las bandas fue
cuantificada mediante densitometria usando el programa ImageJ a partir de las imagenes de
los films de western blot.

3.5.9 Evaluacién de la produccion de Interferén extracelular

La presencia de Interferdén en el sobrenadante de los cultivos de Lactococcus lactis se evalu6
mediante dot blot. Cultivos de clones de Lactococcus lactis NZ3900 pLacINFSS-1 fueron
crecidos sin agitacion en medio M17 lactosa 0,5% hasta una densidad 6ptica a 600 nm de
entre 0,6 y 0,8. Una vez alcanzada la densidad 6ptica los cultivos fueron inducidos con nisina
10 ng/ml durante 2 h. Posteriormente el pellet se separ6 del sobrenadante por centrifugacion
a 6.000 rpm durante 20 min a 4 °C. Las proteinas presentes en el sobrenadante fueron
precipitadas con &cido tricloroacético (10% final). Luego de incubadar durante 30 min en hielo,
las proteinas precipitadas fueron colectadas por centrifugacion a 9.000 rpm durante 30 min a
4 °C. El pellet obtenido fue lavado dos veces con Acetona y secado a temperatura ambiente
durante 30 min. El pellet fue resuspendido en 1 ml de PBS 1X suplementado con Inhibidor de
proteasas 1 mM. La concentracién de proteinas totales fue determinada por el método de
Bradford, obteniendo extractos con concentraciones entre 12 y 24 ng/ul. Los extractos de
proteinas totales del sobrenadante se cargaron en una membrana de nitrocelulosa, en
fracciones de 10 pl hasta completar 1 pug de proteina total. El dot blot fue revelado mediante
quimioluminicencia utilizando como primer anticuerpo un policlonal anti-His (Abcam) (dilucién
1/5.000) y como segundo anticuerpo un policlonal anti rabbit IgG conjugado a peroxidasa de
rabano (dilucién 1/5.000). Previo a la aplicacion del primer anticuerpo, la membrana cargada
con las muestras fue bloqueada durante 1 hora con una solucién de BSA 2%. Después del
blogqueo y de la aplicaciéon de cada anticuerpo, la membrana se lavé 3 veces con PBS 1X-
Tween 20 (0,5%). Tanto el primer como el segundo anticuerpo fueron hibridados durante 1
hora a 37 °C. El dot blot fue revelado incubando durante 8 minutos la membrana con 10 ml de
solucion de revelado quimiolumiscente (Pierce™ ECL Western Blotting Substrate) y
exponiendo a film fotogréaficos durante 30 segundos.

3.5.10 Cuantificacién de la cantidad de Interfer6n producido por Lactococcus lactis.
Para la cuantificacién de la concentracién de Interferén presente en el extracto citoplasmatico,
se utilizé la siguiente férmula:

OD450-0,0685
0,0035

IFN =

Donde IFN es la concentracion Interferon en nM, OD450 es la absorbancia a 450 nm del
ensayo de ELISA. El ensayo de ELISA se realizé utilizando entre 1 y 0,1 u ug de extracto
citoplasmatico. Las placas fueron activadas durante toda la noche a 4°C utilizando
amortiguador PBS 1X en presencia del extracto citoplasmatico. Los pocillos fueron
bloqueados con BSA 2% en amortiguador PBS 1X durante 1 hora a 25 °C. Se utiliz6 como
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primer anticuerpo policlonal anti-His Tag preparado en conejo (AbCam). El primer anticuerpo
se incubo a 37 °C durante 1 hora a una dilucion de 1/5.000 en PBS 1X-Tween 20 0,5%. El
segundo anticuerpo utilizado fue un policlonal Anti IgG de conejo, preparado en cabra,
conjugado a peroxidasa de rabano (HRP), el cual se incub6 a una dilucién de 1/5.000 durante
1 hora a 37 °C. Entre cada paso las placas fueron lavadas 3 veces con 200 yl PBS 1X-Tween
20 0,5%. La presencia de anticuerpo unido fue determinada mediante revelado con 100 ul de
la solucion de revelado comercial TMB one-solution (promega). Luego de 15 minutos de
incubacién a 37 °C, la reaccion se detuvo agregando 100 ul de HCI 1N. El producto obtenido
se cuantificd por medicién de absorbancia a 450 nm. La normalizacion respecto a la dosis se
logré calculando la razén entre la cantidad total de ng de interferén presentes en el extracto
dividido por la cantidad de dosis a partir de la cual se preparé el extracto.

3.5.11 Preparacion de extractos de Lactococcus lactis productor de Interferén
recombinante.

Los extractos conteniendo el Interferon recombinante fueron preparados a partir de cultivos de
la cepa de Lactococcus lactis NZ3900 conteniendo el plasmidio productor de IFN
(PLACINFSS-1). Esta cepa fue crecida en 40 ml de medio M17-Lactosa 0,5% a 30°C sin
agitacion. El crecimiento de la bacteria en el medio de cultivo fue evaluado mediante
espectrometria, registrando la densidad éptica del cultivo a 600 nm. Luego de alcanzar una
densidad 6ptica entre 0,6-0,8 los cultivos fueron inducidos con 10 ng/ml de nisina, durante 2
horas. Las células se colectaron mediante centrifugacion, y fueron resuspendidas en 1 ml de
amortiguador fosfato salino (PBS)-Inhibidor de proteasas (1 mM). Para su ruptura, las células
resuspendidas fueron mantenidas en hielo y sonicadas (ultrasonic processor, Sonic Vibracell)
durante 2 minutos repartidos en 8 pulsos (130 watts, 20KHz, 100%, vastago Cv188 de 2 mm)
de 15 segundos con intervalos de 1 minuto entre ellos. Después del tratamiento, el debris
celular fue separado por centrifugacion (13.000 rpm, durante 10 min a 4 °C). El sobrenadante
fue removido y almacenado a -20°C. La concentracion de proteinas totales fue determinada
por el método de Bradford y la concentraciéon de IFN presente en el citoplasma se determiné
mediante ELISA, con anticuerpos contra la cola de histidina.

3.5.12 Evaluacién in vitro de la actividad inmunoestimulante de Interferon
recombinante.

La determinacion de la actividad inmunoestimulante del interfer6bn recombinante se evalué por
la capacidad de inducir la expresién de los genes Mx y PKR. Ambos genes son parte del
sistema antiviral activado por Interferén | y actGan como marcadores esta respuesta.

Cultivos de la linea celular de embrién de salmén CHSE-214 fueron crecidos hasta una
confluencia del 80%, para luego ser tratadas durante 24 horas con diferentes dosis de
Interferén recombinante (10, 100 y 500 ng) provenientes de extractos citoplasmaticos de la
cepa productora de Interferdn. La concentracion de proteinas totales se igual6 a la condicion
donde se tiene mayor cantidad de proteinas totales la cual también corresponde a la
condicion con mayor cantidad de IFN (500 ng). El ajuste para igualar la cantidad de proteinas
totales se realiz6 agregando extractos de proteinas totales proveniente de la cepa de
Lactococcus lactis que contiene el plasmidio pNZ8149 (Extracto control).
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Como control negativo se utilizd PBS y extractos de Lactococcus lactis NZ3900, Lactococcus
lactis NZ3900 conteniendo el plasmidio pNZ8149 (Vector). El control positivo consistio en la
incubacién con poli I:C (10 pug/ml), el cual fue transfectado con 3 pl de reactivo de transfeccién
FUGENE (Promega), bajo las instrucciones establecidas por el fabricante. Después de la
estimulacion, las células fueron cosechadas, se extrajo el RNA total usando el kit E.Z.N.A.
total RNA kit (Omega biotek) y se realizd cuantificacion de la expresibn de Mx y PKR
mediante RT-gPCR.

3.5.13 Cuantificacion de la expresion de Mx y PKR

Los cambios en la expresion de Mx y PKR fueron cuantificados y evaluados mediante RT-
gPCR. Una vez extraido el RNA, su integridad fue evaluada mediante geles de agarosa (1%,
TAE 1X) y su cantidad determinada mediante absorbancia a 260 nm, utilizando el equipo
Tecan Infinite 200 PRO o un lector de multipocillos Synergy™ 2.0 (Biotek). La reaccion de RT
fue realizada a partir de 1 ug de RNA total utilizando 100 Unidades de transcriptasa reversa
MMLYV (Invitrogen, USA) y 4 pmoles de oligo-dT 18 mer. La reaccion de RT fue desarrolla
primero a 25 °C durante 10 minutos, luego a 42 °C durante 1 hora y finalmente inactivada por
desnaturacion a 65 °C durante 10 minutos. La reaccion de Q-PCR se desarrollé utilizando el
kit SYBR Fast Universal Q-PCR kit (Kapa Biosystem USA), en 20 pl, utilizando 2 pl de la
reacciéon de RT. Para detectar y cuantificar Mx se utilizd los partidores Mx-Fw: 5° TGT AAC
ACG ATG CCC TCT CG 3 y Mx-Rv: 5 GAC GTC AGG GGA GCC AAT C 3'. El programa
térmico utilizado consistié en 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C, 15 segundos a 60 °C y 30
segundos a 72 °C. La expresion de PKR se cuantificé utilizando los partidores PKR-Fw: 5’
CAA TGA CCG ATT CCA GCT CC 3’y PKR-Rv: 5 CCC TTA TTT ATG CTAA TCC AG 3.
Para PKR se utiliz6 un programa similar al utilizado con Mx, variando la temperatura de
apareamiento a 54 °C.

Como normalizador se utilizé el RNA ribosomal de 18S (partidores 18S-Fw: 5° CCT TAG ATG
TCC GGG GCT 3y 18S-Rv: 5 CTC GGC GAA GGG TAG ACA 3)). El programa de
amplificacién utilizado contempl6 40 ciclos de 15 segundos a 95 °C, 15 segundos a 58 °C y 30
segundos a 72 °C.

Las reacciones de gPCR fueron realizadas en duplicado en un equipo Stratagene Mx3000P.
El grado de estimulacion de Mx y PKR por parte del interferén | utilizado, se determiné
normalizando las veces de induccién por la cantidad de dosis necesarias para producir la
cantidad de interferon usado en el ensayo. La bioactividad se calculo de una manera similar,
pero normalizando respecto a 50 ng de interferén.

3.5.14 Evaluacién de la actividad antiviral in vitro del Interferén recombinante

Se determind el efecto del interferon recombinante producido por Lactococcus lactis sobre la
carga viral de IPNV. Para esto, se prepararon cultivos de la linea celular SHK-1 (Sigma-
Aldrich) hasta confluencia de 80% en medio L15 suplementado con glutamina 4 mM y suero
fetal bovino 5%. Estos cultivos fueron incubados con extractos citoplasmaticos de
Lactococcus lactis que contienen 10, 100 y 500 ng de IFN durante 24 h. La concentracion de
proteinas totales también se igual6 a la condicién donde se tiene mayor cantidad de IFN (500
ng/ml) con el extracto de proteinas de la cepa control de Lactococcus lactis que comprende el
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plasmidio pNZ8149. Como control positivo se utilizé Poli I:C 10 ng/ml el cual fue transfectado
de acuerdo a lo indicado anteriormente.

Terminado el tiempo de incubacion, se infect6 con virus IPN a una M.O.l de 0,1 y
posteriormente se extrajo el sobrenadante de cultivos a las 0, 6, 24, 48, 72, 120 y 168 horas
post infeccibn y se cuantificé la carga viral. El efecto del interferon se establecio
normalizando la cantidad de particulas virales del sobrenadantes respecto a la infeccion sin la
adicion de interferon (Ripnv = UFP(s/UFP(). El porcentaje de inhibicion se calculé usando la
siguiente formula 1'™=100-R;,,,x100.

3.5.15 Cuantificacion de carga viral en sobrenadantes de cultivo.

La carga viral presente en los sobrenadantes de cultivo fue determinada bajo la siguiente
metodologia. A partir del sobrenadante colectado mediante micropipeta, se extrajo RNA total
desde los sobrenadantes usando el kit EZNA total RNA (Omega Biotek). La reaccion de RT y
Q-PCR fue desarrollada utilizando el sistema SYBR Fast One-Step g-RT-PCR (Kappa
Biosystems), 1 ug de RNA total y los partidores VP2F 5 GAA GTC TTT CTG AGG TGG AGA
G 3 yVP2R 5 ATT CCT TTG GTC ACT AGT TGG T 3, que amplificaron un segmento de
100 pb. Para expresar nuestro resultado en nimero de copias de genes virales, se establecio
una curva de calibracion, basada en el gen VP2 clonado en el vector pGEM-T. Para construir
la curva de calibracion se utilizé un rango entre 1x10% a 1x10® copias del constructo.

3.5.16 Preparacion de Virus IPN y determinacién del titulo viral.

El virus de la necrosis pancreatica infecciosa (IPNV) se propagé en monocapas de células
CHSE-214 crecidas en medio MEM suplementado con 2% con suero fetal bovino. La
infeccion se realizé a una M.O.l de 0,1 unidades formadora de placa por célula (UFP/célula).
Luego de 1 h de adsorcion, las celulas fueron lavadas con medio MEM y puestas nuevamente
en medio MEM suplementado con 2% con suero fetal bovino. Posteriormente se incubd
nuevamente a 16 °C hasta observar la presencia de un efecto citopatico visible,
aproximadamente 48 a 72 horas post infeccion.

El titulo viral presente en el sobrenadante del medio de cultivo fue determinado mediante el
método de placas de lisis. Para esto, a partir del medio proveniente de los pocillos infectados
se prepararon diluciones seriadas con el medio MEM, desde 10" a 10™**. Posteriormente las
diluciones de los sobrenadantes fueron utilizadas para infectar células CHSE 214. Luego de 1
h de adsorcion las células fueron lavadas dos veces con PBS y mantenidas por 72 h en medio
semisélido que contiene MEM suplementado y 0,5% p/v de agarosa de bajo punto de fusién.
Posteriormente, para fijar las células se agregé 1 mL de formamida al 37% v/v y se incubé
durante otros 30 min. Para revelar la presencia de placas de lisis se removio la agarosa y se
agreg6 1 mL de cristal violeta (cristal violeta 1%, etanol 20%) en cada pocillo. Luego de 30
minutos de incubacion se elimind el exceso de cristal violeta y se realizé la cuantificacién de
las placas de lisis formadas.

3.5.17 Mezcla de bacterias &cido lacticas con el alimento.

Las bacterias fueron administradas a los peces junto con el alimento, para esto las bacterias
fueron colectadas mediante centrifugacion a 6.000 rpm durante 10 minutos a 4°C. El pellet fue
lavado con un 1 ml de medio M17, y nuevamente colectado por centrifugacion a 6.000 rpm
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durante 10 minutos a 4 °C. El pellet lavado fue resuspendido en medio M17 en un volumen
equivalente a un 1/10 del volumen del cultivo original. La suspension de bacterias fue
mezclada con aceite comestible en una proporciéon 2:1, y emulsionada mediante vortex. La
emulsion obtenida se mezclé6 con el alimento y se homogeneizd por agitacibn en un
contenedor de plastico. Para el calculo de del volumen de cultivo necesario a utilizar en la
preparacion del alimento se utilizé la siguiente férmula:

Vit = Npx D x FP
CIB
CIB = 95 oD™

Donde Vu es el Volumen de cultivo utilizado, Np es el nimero de peces a alimentar con la
bacteria, D corresponde a la dosis administrada por cada peces (10’ UFC), FP es el factor de
pérdida producido al mezclar la bacteria con el alimento (generalmente 10), CIB es la
concentracion inicial de bacterias presentes en el cultivo (UFC/ml). CIB es funcion de la
densidad optica del cultivo y es calculado a partir de la curva mostrada en la Figura.

Los cultivos utilizados fueron preparados de la siguiente manera: Aislados de colonia de las
cepas productoras de interferon o de la cepa conteniendo el plasmidio sin inserto (pNZ8149),
fueron utilizados para inocularon 10 ml de Medio M17 lactosa 0,5%. Este pre-cultivo fue
incubado a 30 °C durante toda la noche, sin agitaciéon. Luego este precultivo se utilizé para
inocular 40 ml de medio Medio M17 lactosa 0,5%. Este segundo cultivo fue incubado a 30 °C,
sin agitacion hasta que su densidad éptica a 600 nm alcanzé un valor entre 0,6 y 0,8. Una
vez alcanzada esta densidad, el cultivo fue inducido con Nisina 10 ng/ml a 30 °C durante dos
horas. Posteriormente este cultivo fue almacenado a 4 °C durante todo el periodo de
alimentacién de los peces.

3.5.18 Evaluacion de la actividad inmunoestimulante in vivo

La evaluacion de la actividad inmunoestimulante in vivo se realizé determinando el efecto de
la administracion de la bacteria productora de interferén sobre la induccion de los genes para
Mx y PKR, en los principales érganos inmunoldgicos de salménidos: bazo y rifién anterior. En
el experimento se prepararon tres grupos de 15 peces (de 10 g cada uno), los cuales fueron
alimentados al 1% durante 5 dias. El primer grupo fue alimentado con alimento suplementado
con 10" UFC de bacteria productora de interferén. El segundo grupo se alimento con 10" UFC
de Lactococcus lactis NZ3900 transformado con el plasmidio pNZ8149 y el tercer grupo
recibi6 alimento sin suplementar.

Luego, 5 peces de cada grupo fueron sacrificados al dia 1, 3 y 10 post tratamiento. Los
organos inmunoldgicos bazo y rifién anterior fueron extraidos, recolectados en tubos
criogénicos y almacenados en nitrégeno liquido. A partir de cada érgano inmunoldgico se
extrajo RNA total, usando TRISURE (Bioline) o el kit E.Z.N.A Total RNA (Omega Biotek) y
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posteriormente se cuantificd el RNA total de cada extraccion mediante absorbancia a 260 nm.
La integridad del RNA fue evaluada mediante electroforesis en gel de agarosa.

La reaccién de RT-gPCR fue desarrollada de la misma manera que la utilizada para evaluar la
expresion de Mx y PKR en cultivo celular. Brevemente, el RNA total fue usado para realizar
reacciones de transcripcion reversa utilizando 1 pg de RNA total, 4 pmoles de partidores
dirigidos a la cola Poli-A y 100 Unidades de transcriptasa reversa MMLV (Invitrogen USA).
Las reacciones de cuantificacion de la expresién de los genes Mx y PKR fueron realizadas
utilizando SensiMix SYBR Hi-ROX One-Step (Bioline). La expresion de los genes fue
normalizada respecto a la condicién control, que corresponde a la dieta con Lactococcus
lactis con el plasmidio pNZ8149 y la expresion del gen de 18S utilizando el método AACt
descrito por Pfaffl[5].

3.5.19 Resistencia a Infeccién por IPNV.
La resistencia a la infeccion por IPNV fue evaluada mediante ensayos de desafio y mediante
la reduccion de la carga viral en los érganos inmunolégicos de los peces.

3.5.20 Animalizacion de virus IPN.

La animalizacion se realiz6é en dos etapas. En la primera, se utilizaron tres cepas de virus IPN
(IPNV_N2, IPNV_414P2 y IPNV_23R-15i), que fueron utilizados para infectar cultivos
celulares de CHSE-214 crecidos en botellas T175 hasta el desprendimiento de la monocapa.
El sobrenadante de estos cultivos fue concentrado, desde 40 ml hasta 1,5 ml para cada cepa.
La concentracion del virus se realizé utilizando PEG al 10%. Después de precipitar durante la
noche a 4 °C los virus se concentraron mediante centrifugacion a 13.000 rpm durante 90 min
a 4°C. Posteriormente el pellet se lavo y resuspendié en 1 ml de medio MEM. Después de
titular el virus mediante el método de placa de lisis, se inyectd intraperitonealmente 10°
UFP/pez. En el ensayo se utilizaron 12 peces Salmo salar de 20 g cada uno. La mortalidad se
sigui6 por un periodo de dos semanas.

A partir de los peces muertos, se recuperaron los 6rganos bazo, higado y rifién. Estos
o6rganos se depositaron en tubos y posteriormente fueron homogenizados utilizando un
equipo OMNI TM125-220 dispuesto a 10.000 rpm. La homogenizacion se realizé en presencia
de 500 pl de medio de cultivo MEM. Posteriormente el homogenizado fue centrifugado a
3.000 rpm durante 10 minutos, y el sobrenadante obtenido fue separado y mezclado con
Fungizona y Gentamicina (Concentracion final de 40 ug/mly 100 ug/ml, respectivamente).

El proceso de animalizacion se repiti6 por segunda vez. Para esto, los extractos de los
organos provenientes de los peces muertos por infeccién con IPNV se utilizaron para infectar
células CHSE-214 usando una dilucion 1/100 o 1/500. Luego del desprendimiento de la
monocapa aproximadamente 72 horas post infeccion, el virus fue titulado mediante placas de
lisis y concentrado usando polietilen glicol 10%, y resuspendido en 1 ml de MEM. A partir de
extracto concentrado del virus se inyectaron 10° UFP por pez. En la segunda animalizacion se
utilizaron 3 peces por cada virus usado. La mortalidad de cada infeccion fue registrada
durante un periodo de dos semanas.
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3.5.21 Ensayos de desafio.

El virus IPN cepa 23R-15i (de mayor mortalidad en la segunda animalizacion) fue propagado
en cultivo de células CHSE-214, las cuales fueron crecidos en botellas t175. Después de 72
horas, cuando se desprendié la monocapa, el medio de cultivo fue centrifugado para eliminar
los restos celulares. A partir del sobrenadante obtenido se determiné el titulo viral mediante el
método de placas de lisis. Luego, grupos de 15 peces Salmo salar de 10 g fueron infectados
con 10® PFU de virus, y se les sigui6 la mortalidad en el tiempo.

3.5.22 Efecto de la administracion de Lactococcus lactis productor de Interferon sobre
la replicacién viral de IPN.

El efecto de la administracion de bacterias productoras de interferén sobre la replicacién in
vivo de IPNV se determiné evaluando la carga viral de IPNV en los érganos inmunoldgicos de
peces tratados y no tratados con Lactococcus lactis NZ3900 pLACINFSS-1. Para esto se
prepararon 3 grupos de 10 peces de 10 gr (Salmo salar). Un grupo fue alimentado durante 5
dias al 1% de su peso, con alimento suplementado con 10’ UFC de la cepa productora de
IFN. Los otros dos grupos funcionaron como controles y fueron alimentados al 1% con
alimento suplementado con 10" UFC de Lactococcus lactis NZ3900 pNZ8149 y alimento sin
suplementar. Al dia siguiente, después del periodo de alimentacién, los peces fueron
infectados con 10® PFU de virus IPN. Los peces fueron sacrificados al dia 6, 15 y 32 post
infeccion y sus 6rganos inmunoldgicos, Bazo y Rifién anterior, fueron utilizados para extraer
RNA total y realizar RT-gPCR

3.5.23 Determinacion de la carga viral in vivo.

La carga viral in vivo fue determinada mediante RT-gPCR a partir de RNA total obtenido
desde los 6rganos inmunolégicos de los peces. El RNA total fue extraido utilizando TRISURE
(Bioline) o el kit E.Z.N.A Total RNA (Omega Biotek). La integridad del RNA se evalud por
geles de agarosa y su concentracion se determind mediante absorbancia a 260 nm. La
reaccion de RT-qPCR se realizé a partir de 1 ug de RNA total mediante el kit SensiMix SYBR
Hi-ROX One-Step (Bioline), bajo el mismo protocolo descrito para la determinacién de carga
viral en cultivo celular.

3.5.24 Evaluacién de laresidencia de Lactococcus lactis en el tracto gastrointestinal.
Por otra parte, se evalué la permanencia de Lactococcus lactis en el tracto gastrointestinal
(TGI) de salménidos. Para esto se aliment6 al 1% (p/p) durante 10 dias 15 ejemplares de
Onchorynchus mykiss (Trucha Arcoiris) de 50 gramos cada uno, con 107 UFC de
Lactococcus lactis que contiene el plasmidio pMV158GFP que permite la expresion la
proteina fluorescente verde (GFP). Esta cepa fue cultivada en medio M17 suplementado con
Maltosa al 2% para permitir la expresion de la proteina GFP codificada en el plasmido. Como
control se alimentaron 15 ejemplares de O. mykiss (50 gr) con una cepa de Lactococcus lactis
gue no expresa la proteina GFP.

Terminado el periodo de alimentacion, se retiraron 2 peces desde el dia 0 (Ultimo dia de
alimentacién) hasta el dia 6. Los peces fueron anestesiados con benzocaina y muertos por
desnucamiento rapido, posteriormente a partir de cada uno se extrajo el intestino
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inmediatamente y se recuperd las heces fecales, que fueron mantenidas a -20°C hasta su
observacion. Posteriormente, las heces fueron mezcladas con amortiguador PBS 1X en
proporcion 1:2 y se colocd sobre un portaobjetos un volumen de 10 pl de la suspensién. La
muestra se incub6 a 30 °C durante 30 min para favorecer la evaporacion del agua en la
muestra y se agregd 5 pl de solucion DABCO (1,4-diazabiciclo[2.2.2]octano) preparada en
glicerol 90%. Luego se colocé un cubreobjeto sobre la muestra, retirando el exceso de
estabilizante y se sell6 con esmalte. Las muestras fueron posteriormente visualizadas en un
Microscopio Confocal (Zeiss) con un Laser de Argdn que proyecta una Luz Incidente de 488
nm y un filtro ajustado que permite una emisiéon entre 505 y 550 nm. La profundidad del
campo fue de 1 um y el equipo se ajusté a un aumento de 40x, con un zoom de 2,4. Los
resultados indicaron que la bacteria administrada en la dieta permanece durante 4 dias en el
TGI de salménidos (Figura 5A).

Asimismo, a partir de la resuspension de heces en PBS 1X en proporcion 1:2, se midi6 la
emision de fluorescencia. Para esto se midieron volimenes de 100 pl de las muestras desde
el dia 0 al 6, de cada suspension en triplicado para las suspensiones de heces con
Lactococcus lactis pMV158GFP y Lactococcus lactis. Las muestras fueron depositadas en
una microplaca de fluorescencia, excitadas a una longitud de onda de 480/20 y detectadas a
una longitud de onda de emisién de 540/40. Los valores de Intensidad de fluorescencia,
expresados como unidades arbitrarias de emision de fluorescencia, fueron calculados
restando el valor de emisién de la muestra control a la muestra que contiene Lactococcus
lactis pMV158GFP.

3.5.25 Escalamiento

El escalamiento de la produccién de Lactococcus lactis productor de Interferdn se realizé en
la empresa Biopolis SA. Las condiciones iniciales fueron establecidas para la cepa de
Lactococcus lactis sin el plasmidio productor de interferén y utilizando medio BRFS/MRS 1:1
glucosa 0,5% pH 6,3. El cultivo fue realizado en un fermentador Applikon con una agitacion de
100 rpm, a una temperatura de 37 °C, bajo condiciones de anaerobiosis durante un periodo
de 15 horas. Una vez optimizado el crecimiento, mediante ajuste de pH. Las condiciones
fueron utilizadas para crecer la cepa de Lactococcus lactis productora de interferén, pero
reemplazando la glucosa por lactosa 30 g/l a un pH de 5,3

3.5.26 Viabilidad de células liofilizadas

Con el objetivo de cuantificar la bacteria liofilizada enviada desde la empresa Biopolis, que
realizo el escalamiento del cultivo para la cepa de Lactococcus lactis productor de IFN, se
realiz6 un cultivo en placa y se determin6 la UFC del liofilizado a través de la técnica de
Microgota. Para cumplir este objetivo, se realizaron dos resuspensiones con 10 y 50 mg de
bacteria liofilizada en 1 ml de medio M17. Posteriormente se realizaron diluciones seriadas,
desde una dilucién 10 hasta una dilucién 10® para ambas condiciones. Posteriormente, las
diluciones fueron sembradas en placa M17-Lactosa 0,5% en un volumen de 3 pl, en triplicado.
Las placas fueron incubadas a 30°C durante la noche, y al dia siguiente se realiz6 el conteo
de la colonias crecidas en las microgotas de cada dilucién.
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3.5.27 Preparacion de extractos citoplasmaticos de la cepa liofilizada

Con el objetivo de preparar extractos citoplasmaticos de la cepa liofilizada productora de IFN,
se resuspendieron 50 mg del liofilizado que contiene la bacteria en 1 ml de amortiguador PBS
1X-Inhibidor de proteasas 1 mM. Posteriormente la resuspension se sometié a 8 ciclos de
sonicaciéon de 15 segundos, con pausas de 2 min en hielo entre cada ciclo, en un sonicador
Ultrasonic Processor (modelo Sonics Vibracell), de 130 W a 20 kHz, con un vastago modelo
CVv188 de 2 mm. Posteriormente, el producto de sonicacién se centrifug6 a 12.000 rpm
durante 10 min y el sobrenadante fue transferido a otro tubo, que fue almacenada a -20 °C
hasta su uso.

3.5.28 Inmunoestimulacién in vitro usando liofilizados

Se evalud la induccién de Mx y PKR en cultivos celulares a partir de extractos citoplasmaticos
de la cepa liofilizada productora de IFN. Para cumplir este objetivo, se estimo la concentracion
del IFN contenido en los extractos citoplasmaticos de la cepa liofilizada, comparando con el
IFN cuantificado desde extractos citoplasmaticos de la cepa de Lactococcus lactis que
expresa IFN marcado con Histag que fue cuantificado por ELISA y que preparado en las
mismas condiciones. Posteriormente se prepararon cultivos celulares de la linea celular
CHSE-214 en medio MEM, suplementado con Suero Fetal Bovino 2% y Glutamina 4mM en
placas de 6 pocillos hasta una confluencia de 80%. Luego se agreg6 extracto, que de acuerdo
a la estimacion, permitié realizar incubaciones con concentraciones de 10, 100 y 500 ng/ml de
IFN del liofilizado. Como control positivo se transfectd con Poli I:C 10 ng/ml, y como control
negativo la cepa de Lactococcus lactis que contiene el plasmidio pNZ8149 y PBS 1X

3.5.29 Inmunoestimulacién in vivo usando liofilizados

Se evalud la induccion de Mx y PKR en los 6érganos inmunoldgicos Bazo y Rifion anterior en
peces alimentados con la cepa liofilizada productora de IFN. La bacteria se resuspendié en 40
ml de medio M17 y ajusté a una densidad 6ptica a 600 nm de 1,2 (10" UFC). Posteriormente,
1,8 ml de la suspension bacteriana fueron concentradas por centrifugacion a 6000 rpm por 20
min, hasta un volumen de 180 pl, para posteriormente administrar 10’ UFC por cada pez. Los
peces fueron alimentados en tres grupos de 10 ejemplares de Salmo salar de 20 g, a una tasa
de alimentacion del 1%. El primer grupo alimentado con 10’ UFC de la cepa productora de
IFN. El segundo grupo control fue alimentado con 10’ de la cepa de Lactococcus lactis que
contiene el plasmidio pNZ8149 y el tercer grupo fue alimentado con alimento normal. Los
peces fueron alimentados durante 5 dias y posteriormente se extrajeron los o6rganos
inmunoldgicos Bazo y Rifion, a los dias 1, 3y 10.

24



4. Descripcion de las actividades PROGRAMADAS y tareas EJECUTADAS para la
consecucion de los objetivos, comparacion con las programadas, y razones que
explican las discrepancias. (ANALISIS DE BRECHA).
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Actividades

Analisis

de
de

Sintesis
Fragmentos
DNA

Esta actividad consistié en el disefio de un casete que
permitiera la expresion de Interfedn I, bajo el promotor P1 y en
marco con el péptido lider de la proteina USP45 para facilitar
la exportacion del IFN al espacio extracelular. Esta actividad
se realiz6 de la misma manera que estaba planificada, con
leves retrasos debido a que los fondos de parte de FIA
llegaron algunos meses desfasados

Implementacion de
Técnicas de
Biologia Molecular

Las técnicas de biologia molecular se implementaron sin
problemas. Extraccion de DNA, digestién con enzimas de
restriccion, electroforesis de proteinas en geles desnaturante,
tincion con comasiee, plata, electroforesis de acidos nucleicos,
western blot, ELISA son todas técnicas implementadas para el
desarrollo de este proyecto. No se apreciaron diferencias
importantes entre la actividad planificada y su desarrollo.

Construccioén de

plasmidios

La metodologia propuesta originalmente propuesta para
construir los plasmidios consistia primero en reemplazar en el
vector pNZ8148 el casete de resistencia a antibidticos por un
segmento de DNA que contienes los genes necesarios para
metabolizar sacarosa. Este fragmento de DNA se amplificaria
por PCR a partir del DNA cromosomal de la cepa Lactococcus
lactis KF147. Mediante PCR no se pudo amplificar este
segmento por lo tanto se decidi6 enviarlos a sintetizar a
Genscript basado en a secuencia reportada en el genomas de
Lactococcus lactis KF147. Mediante PCR y enzimas de
restriccion se intento clonar en el el case de sacarosa en el
sitio de multiple clonamiento de pNZ8148. Ninguno de los
clones obtenidos arrojo tener la secuencia del casete de
sacarosa completo. Se intenté reemplazar el casete de
resistencia a cloranfenicol por el case de crecimiento en
sacarosa, pero se dio un resultado parecido. Se evalué la
capacidad de Lactococcus lactis de crecer usando sacarosa
como Unica fuente de carbono en ausencia del casete
proveniente de la cepa KF147. Como se observo que era
capaz de crecer, se opto por clonar el casete productor de
interferon en el vector pNZ8149, que confiere la capacidad de
crecer en lactosa a la cepa NZ3900.Como fue indicado
anteriormente, para facilitar su deteccion posteriormente se
adicioné mediante PCR una cola de histidina.
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Transformacién del

plasmidio en
Lactococcus lactis
y seleccién por
capacidad de

crecer en sacarosa
o lactosa

La estrategia originalmente planteada es seleccionar sobre
placas de medio M17 suplementado con sacarosa. Por los
antecedentes expuestos anteriormente, la transformacion se
llevo a cabo mediante electroporacién de la cepa NZ3900 y se
plagued sobre medio Elliker suplementado con lactosa. Bajo
estas condiciones se obtuvieron colonias amarillas, los cuales
es un indicativo de Lactococcus lactis NZ3900 transformado
con un plasmidio que le confiere la capacidad de metabolizar
lacosa. Los protocolos montados fueron exitosos y la actividad
marcho de acuerdo a lo esperado, con excepcion de los plazos
estipulados retrasados por los inconvenientes encontrados.

Evaluacion y
cuantificacion de la
presencia de
Interferon | en

cultivos de L. lactis
recombinantes

La cuantificacion de la presencia de Interferén se habia
planificado realizar mediante SDS-PAGE tefiidos con azul de
coomasie o plata. No fue posible observar una banda atribuible
a la sobreexpresién del gen de interferén. La ausencia de
anticuerpos contra interferén llevo a modificar el gen de
interferon | de tal manera de agregar una cola de histidina que
pudiese der detectada mediante western blot. Finalmente
gracias a la adicion de esta cola de histidina se pudo detectar
la presencia de interferén producido por Lactococcus lactis
mediante el uso de western blot , dot blot, y la cuantificacién se
realizé6 mediante ensayos de ELISA.

Implementacion de
cultivos celulares

Los cultivos celulares de las lineas CHSE214 y SHK1 se
implementaron de acuerdo a los planificado.

Implementacion de

cultivos de
Lactococcus lactis
recombinantes con
el plasmidio
productor de
Interferén I.

Los cultivos de Lactococcus lactis productor de interferén se
montaron de acuerdo a lo planificado, usando medio M17
suplementado con lactosa 0,2%. Se adiciono Nisina 10 ng/ml
como inductor de la expresién del gen de interferén.

la
de

Verificacion de
presencia
Interferéon | en el
sobrenadante  de
cultivo incubado
con Lactococcus
lactis que contiene
el plasmidio
productor de
Interferén I.

La deteccion de la presencia de Interferén | en el
sobrenadante se planificoé originalmente mediante SDS-PAGE
tefiidos con azul de comasie o plata. Como ninguno de los dos
métodos arrojé un resultado positivo se evalué mediante
ensayos de dot blot a partir de sobrenadante precipitados con
TCA al 10% final. Lactococcus lactis secreta una muy pequefia
cantidad de interferén por lo tanto fue necesario concentrar el
sobrenadante del cultivo con TCA 10%. A pesar de concentrar,
la cantidad de interferén presente en el extracto es muy
pequefia por lo tanto no se podia cargar directamente en un
gel de poliacrilamida. Por lo tanto se recurri a la técnica de
dot blot usando anticuerpos que reconocen la cola de histidina
y anticuerpos conjugados a HRP que reconocen el anticuerpo
contra la cola de histidina. Esta nueva técnica result6 mucho
mas sensible que las anteriormente ensayadas.
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Evaluacion de Ila
estimulacion de Mx
y PKR en cultivos
celulares

La evaluacion de la estimulacién de Mx y PKR se realizé de
acuerdo a lo planificado. Cultivos de células CHSE-214 fueron
tratados durante 24 horas con diferentes cantidades de
interferon (10, 100 y 500 ng) durante 24 horas. La expresion
de Mx y PKR fue evaluada mediante RT-gPCR a partir de RNA
total extraido de los cultivos de células CHSE-214 tratados.

incubados con
Lactococcus lactis
productores de
Interferén I.
Evaluacion de la
actividad  antiviral
de los cultivos
celulares
incubados con
Lactococcus lactis
productores de
Interferén I.

Esta actividad se desarrollé de acuerdo a lo planificado.
Cultivos de células CHSE-214 fueron pretratados con 10, 100
y 500 ng de interferon durante 24 horas, luego fueron
infectados a una moi de 0,1 con virus IPNV y se sigui6 la carga
viral presente en sobrenadantes durante un periodo de 168
horas. La carga viral fue evaluada mediante RT-gPCR. Las
diferencias con el protocolo establecido originalmente guardan
relacion con la extension de la cinética y la cantidad de
interferon utilizado.

Evaluacion de la
inmunoestimulacio

n en Peces
alimentados con
Lactococcus lactis
productores de
Interferén I.

Esta actividad se llevd a cabo de acuerdo a lo planificado, sin
embargo a diferencia de la actividad propuesta originalmente
se redujo el nimero de peces, para adecuar el experimento a
la infraestructura disponible. Otra diferencia respecto a la
actividad propuesta originalmente guarda relacion con los
tiempos de muestreo. De acuerdo al plan operativo se
sacarian muestras de peces cada 5 dias, durante un periodo
de 1 mes. En el protocolo implementado las muestras fueron
tomadas 1, 8y 15 dias post tratamiento.

Evaluacién de la
seguridad del
producto

A diferencia de lo propuesto originalmente donde se establecia
gue la seguridad iba a ser evaluada en grupos de 60 peces los
cuales serfan alimentados con 2x10” UFC/dia durante 5 dias, y
evaluados en su sobrevida durante un periodo maximo de 60
dias. En el proyecto se utilizaron los peces tratados con
Lactococcus lactis productor de interferén, los cuales no
mostraron mortalidad. También se realizé un analisis necrésico
luego del sacrificio. Este andlisis arrojé que no hay diferencias
en el aspecto y morfologia de los 6rganos internos de los
peces tratados respecto al control sin tratar.

Desafio con virus

IPN a peces
alimentados con
Lactococcus lactis
productores de
Interferén |

El ensayo de desafio se llevo a cabo de acuerdo a lo
planificado reduciendo el nimero de peces para ajustarlos a
las condiciones disponibles en el laboratorio. Al no observar
mortalidad asociada a la infeccion viral, se decidi6é evaluar la
carga viral en los peces tratados con la bacteria productora de
interferon. Esta metodologia permitié identificar que la
administracion de Lactococcus lactis productor de interferon
durante 5 dias previo a la infeccién con IPNV logra reducir la
carga viral en al menos 12 veces después de 20 dias de la
infeccion.
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Ajuste de las
condiciones de
crecimiento de
Lactococcus lactis
para el
escalamiento de

productivo piloto

El ajuste de las condiciones de crecimiento para el
escalamiento productivo se realizé en la compafiia Biopolis, la
cual se dedica a producir cultivos lacteos a grandes escalas
(1500 litros). Se prefirio esta estrategia respecto a la
estandarizaciéon en el laboratorio, pues se pretende que la
compafiia Biopolis sea la encargada de producir a gran escala
el prototipo producido en este proyecto

Validacion a escala

piloto de las
condiciones de
crecimiento

establecidas

En el proyecto original se establecio que la escala piloto
utilizada seria de 50 litros, sin embargo la compafiia Biopolis
S.A,, realiza el ajuste en escala de 1 L y esas condiciones son
aplicadas a fermentadores de 1500 litros. La bacteria fue
posteriormente liofilizada y su funcionalidad evaluada
mediante ensayos sobre cultivos celulares de salmén y en
peces a través de la alimentacion con 10” UFC/pez.

Transferencia  de
los protocolos de

Por protocolo interno de la USACH, es necesario proteger
intelectualmente mediante una solicitud de patente la
tecnologia y/o producto generado por el proyecto. Este paso
es previo a la transferencia oficial de los procedimientos
establecidos para el crecimiento de Lactococcus lactis
productor de interferén. Se logré enviar una solicitud de
patente en Diciembre de 2015, con la tecnologia desarrollada
en el presente proyecto.

crecimiento de
Lactococcus lactis
productor de
Interferén |

Transferencia  de
las cepas
generadas

Por protocolo interno de la USACH, la transferencia de las
cepas seran entregadas a ActivaQ luego de establecido un
acuerdo de licenciamiento a ActivaQ para la produccion y
comercializacion de la bacteria genera en este proyecto.

Lanzamiento de

El lanzamiento del proyecto se realizé de acuerdo a lo

proyecto establecido por FIA

Actividades de

difusion a nivel

nacional 1 Realizada de acuerdo a lo establecido en el proyecto
Actividades de

difusion a nivel

nacional 2 Realizada de acuerdo a lo establecido en el proyecto
Actividades de

difusion a nivel

internacional Realizada de acuerdo a lo establecido en el proyecto
Seminario con

empresas

Salmonicultoras

Realizada de acuerdo a lo establecido en el proyecto
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5. Resultados del proyecto: descripcion detallada de los principales resultados del
proyecto, incluyendo su analisis y discusion; utilizando graficos, tablas, esquemas
y figuras y material grafico gque permitan poder visualizar claramente los
antecedentes que sustentan las conclusiones y recomendaciones relevantes del

desarrollo del proyecto.
Esta seccion el informe se debera abordar conforme a los siguientes aspectos:

5.1 Resultados parciales obtenidos

El principal resultado parcial obtenido tiene relacion a los ensayos de desafio que no pudieron
ser llevados a cabo con mortalidades asociados a la infeccion viral. También se observa como

resultado parcial la ausencia de cuantificacion de Interferén en liofilizados. Actualmente se

esta trabajando para detectar el interferon mediante el uso de anticuerpos contra Interferén de

Salmo salar. Esto imposibilito el calculo de E.,0 Epxr 0 las UA asociadas a Mx o PKR.

5.2 Logro de Hitos. Se debera hacer un completo y detallado analisis y reflexion en cuanto
al avance, cumplimiento o eventual atraso del hito definido para el periodo. (ANALISIS
DE BRECHA DE HITOS)

Hitos criticos

Fecha programada
de cumplimiento

Cumplimiento
(SI'/NO)

Generacion de Plasmidio
Recombinante

Abril, 2013

Sl

Generacion de Cepas de
Lactococcus lactis
capaces de expresar
Interferén In Vitro.

Agosto, 2013

Sl

Lograr un efecto
inmunoestimulatorio y
protector contra la
infeccion viral del
Interferén | producido por
Lactococcus lactis ex vivo.

Julio, 2014

Sl

Validar en peces el efecto
inmunoestimulatorio y
protector contra
infecciones de IPN del
alimento suplementado
con Lactococcus lactis
productor de Interferén |

Septiembre 2014

Si

Lograr la densidad de
cultivo y producciéon de
Interferén requerida
(OD600 = 1,5)

Enero, 2015

Sl
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Todos los hitos del proyecto se cumplieron a pesar de los retrasos observados en alguno de
ellos. Debido al retraso inicial del proyecto la mayor parte de los hitos se lograron en una
fecha posterior a la propuesta originalmente. Sumado a esto estan las dificultades propias de
iniciar un proyecto sin experiencia previa. En particular el cuarto hito critico mostré un retraso
de 1 afo. Las razones que explican este retraso son varias: 1.- Como los hitos estan
encadenados, el retraso en una etapa anterior repercute en el inicio y desarrollo de la nueva
etapa. Por otra parte los experimentos de desafio y animalizacion tomaron varios meses en
su realizacion, sin tener resultados positivos.
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5.3 Actualizar analisis econémico con y sin proyecto

La demanda por los inmunoestimulantes orales para salmones esta conformada por las
empresas productoras de salmén localizadas en Chile. En 2015 la produccion alcanzé
aproximadamente 800.000 toneladas brutas, siendo estimado un escenario similar para 2016.
Para 2030 Chile deberia producir alrededor de 1.200.000 toneladas de Salménidos. Este
mercado esta conformado por mas de 60 empresas, donde las 10 principales tienen un 77,0%
de participacion en la produccion en el 2015, destacando Marine Harvest en primer lugar,
luego Salmones Multiexport, Empresas AquaChile, Cermaq, Pesquera los fiordos,
Camanchaca, Blumar, Australis Seafood, Salmones Humboldt y Cooke Aquaculture[6]. En
2014, la estructura de la industria en términos de produccion puede verse en la tabla 1:

Tabla 1 Ingresos y volimenes de produccién en 2014 [7]

Nombre empresa Ingreso por exportacion | Volumen exportado
(MM USS$) (7 USD/Kg) (tons)
Marine Harvest 4725 67.500
Salmones Multiexport 379.4 54.200
Empresas AguaChile 364.0 52.000
Cermaq 343.0 49.000
Pesquera los fiordos 329.0 47.000
Total 1,887.9 269.700
Total Industria 3,672 524.610

El principal costo en la produccion de salmones es el alimento (70% aprox.). Basado en la
tasa de conversion de los Salménidos (1,54)[8], el tamafio de este mercado en Chile fue de
aproximadal.200.00 tons. durante el 2015, cifra que signific6 un aumento del 70% respecto
de las 700.000 tons. comercializadas en el 2010. De acuerdo al Anual Report de Ewos,
empresa dedicada a la venta de alimento a la industria salmonera, y la cual tiene un area de
negocios especializada en alimentos medicados, el porcentaje de “Functional Feed”, respecto
al total de las ventas aument6 de un 16% en 2008 a un 25% en 2009, 35% en 2010, y a un
40% en 2011[9,10]. Estas cifras estan claramente influenciadas por el efecto del virus ISA en
nuestro pais, donde se ha verificado el aumento por la demanda de aditivos alimentarios
como forma de proteccion sanitaria en desmedro del uso de antibidticos que ha se visto
disminuida en los ultimos afios. Por ejemplo, considerando que las ventas de alimento en la
industria durante el afio 2010 fueron equivalentes a US$529 millones, las ventas de alimentos
medicados el afio 2010 se podrian estimar en US$185 millones.

Mercado de los Inmunoestimulantes orales: Los alimentos medicados de acuerdo a
entrevistas con la industria presentan un delta de precio respecto de los alimentos sin aditivos
de entre un 6 a 10%, esto daria un mercado aproximado para los aditivos de alimentos de
entre US$30 y 40 millones al afio. Este mercado incluye los inmunoestimulantes, probiéticos,
vitaminas, minerales, entre otros aditivos alimentarios. Por otro lado, si consideramos el
precio promedio de estos aditivos de US$100 de gasto en aditivo por tonelada de alimento
comercializado, y en promedio el 30 a 40% de los alimentos comercializados son medicados,
dada la tendencia de la industria salmonera a bajar el uso de antibiéticos y aumentar el uso
de estos aditivos considerados mas saludables y no dafiinos al medio ambiente, es estima un
mercado para los aditivos de entre US$21,9 a 28,8 millones. Por lo tanto, se estima el
mercado de los inmunoestimulantes entre US$10 a 15 millones de délares en Chile, con tasas
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de crecimiento equivalentes a la tasa con que crece el mercado de los alimentos medicados,
es decir, un 40% en el 2011 (Annual Report Ewos 2010).

A pesar de esto no se dispone en la actualidad de un alimento funcional que estimule
especificamente la respuesta antiviral. Esto ha provocado que los brotes de enfermedades
virales sean un gran riesgo para la Salmonicultura. Como ejemplo en 2008 el brote de virus
ISA provoco el cierre de méas del 90% de los centros productores. Actualmente el virus IPNV
es considerado endémico, sin embargo se estiman que es responsable de pérdidas
equivalentes a 120 millones de USD (12% de la produccion)[11,12] ya sea por su efecto
directo o por la inmunosupresion que provocall3,14]. En el escenario con proyecto, Si
estimamos que se puede aumentar la sobrevida en un 20% de lo que se reduce la carga viral,
es posible reducir las pérdidas en 24 millones de délares anualmente.
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5.4 Andlisis de impacto logrado a la fecha medido y diferenciando en al menos
los siguientes aspectos: descripcidon y cuantificacion de los impactos obtenidos,
y estimacion de lograr otros en el futuro, comparacion con los esperados, y
razones que explican las discrepancias; ventas y/o anuales ($), nivel de empleo
anual (JH), namero de productores o unidades de negocio que pueden haberse
replicado y generacion de nuevas ventas y/o servicios; nuevos empleos
generados por efecto del proyecto, nuevas capacidades o0 competencias
cientificas, técnicas y profesionales generadas.

Proyecto ha impactado de varias maneras, desde el punto de vista de formacion de recursos
humanos, ha permitido formar un profesional Bioquimico, Un Magister en Bioquimica, y un
futuro Doctor en Biotecnologia, con un total de 5 empleos entre personal técnico y
administrativo. El proyecto permitio abrir una linea completamente nueva en la Universidad de
Santiago, relacionada al uso de Bacterias &cido lactica como vehiculos de secrecion de
péptidos inmunoestimulantes. Hasta donde conocemos somos el tnico grupo en el Pais que
trabaja directamente en esta linea. También nos permitié establecer contacto con el Doctor
Bermudez-Humaran (INRA-FRANCIA) con el cual se postuldé a un proyecto de cooperacion
internacional de formacion de redes (CBA-USACH, INRA). Desde el punto de vista
académico, la linea de investigacién aplicada generada por el proyecto, es uno de los tépicos
que se ensefia a los estudiantes del Doctorado en Biotecnologia de la USACH. Desde la
perspectiva del ampliar a otras problematicas la estrategia planteada en el proyecto FIA, en
2013 el CBA-USACH gano un concurso de formacién de consorcios tecnholdgicos para formar
un centro de Sanidad Acuicola. Dos subproyectos de esta iniciativa estan basados en la
experiencia ganada durante el desarrollo del proyecto FIA PYT20120056. Producto del
proyecto también se generd una solicitud de patente para proteger la propiedad intelectual
sobre la creacion de sistemas inmunoestimulantes para salménidos basado en bacterias
acido lacticas. También producto del proyecto se han presentado dos presentaciones a
congresos cientificos nacionales, dos presentaciones a congresos cientificos internacionales y
un seminario de difusién con Salmonicultores. La tecnologia propuesta en el proyecto FIA
PYT20120056 ha mostrado ser atractiva para los productores de salmones. Este apoyo se ve
reflejado en la participacion en los seminarios de difusién y en el apoyo de los miembros del
Consorcio de Sanidad Acuicola al desarrollo de dos proyectos que usan Lactococcus lactis
como vehiculo de liberacion de citoquinas y antigenos para salmones o sus patégenos, los
cuales deberian terminar en productos dentro del plazo de dos afios. Actualmente se esta
preparando las licencias para la comercializacion y una publicacion en una revista indexada
donde se muestren los resultados obtenidos. Las bacterias generadas ya fueron depositadas
en el Centro Chileno de Recursos Microbianos (INIA-Chillan).
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5.5 Resultados e impactos

El presente proyecto propone el desarrollo de un sistema de expresion y liberacion de
Interferon | de Salmo salar en Lactococcus lactis. El interferébn producido en Lactococcus
lactis deberia ser funcional logrando estimular in vitro la expresiéon de Mx y PKR y reducir la
carga viral de IPN. In vivo se esperaba que la administracién de esta bacteria permitiera
estimular en los érganos inmunoldgicos del salmén la expresion de Mx y PKR, y ademas
reducir la mortalidad ocasionada por el virus. Finalmente la bacteria productora de interferén
deberia ser factible de ser producido a escala piloto conservando sus propiedades.

El primer resultado a obtener fue generar una construccioén que permita en Lactococcus lactis,
la expresion y secrecion de Interferon | de Salmo salar. Después de varios intentos el casete
productor de interferon | de Salmo salar fue clonado en pNZ8149 (Metodologia en 3.5.1,
3.5.2, 3.5.3, 3.5.4, 3.5.5, y 3.5.6). Mediante secuenciacion se logr6 comprobar la generacion
de la construccién esquematizada en la Figura 1A. Esta construccion fue transformada sobre
Lactococcus lactis NZ3900 (Metodologia 3.5.7), confiriendo la capacidad de crecer en
medios conteniendo lactosa como unica fuente de carbono Figura 1B.

Pnis

lacF Neol (203)
=

pLacINFSS-1
3341bp

EcoRI (988)

Xbal (1027)

Figura 1: Construccion pLACINFSS-1. El panel izquierdo muestra el esquema de la
construccion pLacINFSS.1, se aprecia el gen de IFN [, el promotor P1 y el péptido sefal
USP45. El panel de la derecha muestra el crecimiento de Lactococcus lactis NZ3900
transformada con el plasmidio pLacINFSS-1. El color amarillo es indicador de la
metabolizacién de la lactosa.

El siguiente paso en el desarrollo del proyecto fue determinar si efectivamente la bacteria que
contiene el plasmidio productor de interfer6n es capaz de inducir la expresion de interferén el
cual deberia ser detectado en el citoplasma de las bacterias 0 en el sobrenadante. Los
primeros intentos fueron realizados mediante SDS-PAGE utilizando azul de coomassie 0
tincion con plata. Se esperaba que al igual que Escherichia coli, la proteina recombinante se
visualizara facilmente. Utilizando esta estrategia no fue posible obtener una sefial atribuible al
interferén. Por esto se decidié6 modificar el Interferébn agregando una cola de histidina para
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facilitar su deteccion usando anticuerpos comerciales. Usando esta estrategia la presencia
del interferén pudo ser efectivamente determinada, tanto en mediante western blot (Figura 2)
para el caso del interferdn intracelular como dot blot (Figura 3) para sobrenadantes de medio
de cultivo (Metodologia 3.5.8 y 3.5.9).
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Figura 2: Expresion de Interferén. El panel Izquierdo muestra el Western blot utilizando
extractos de la cepa de Lactococcus lactis NZ3900 conteniendo el plasmidio pLACINFSS-1
(A) y la cepa control Lactococcus lactis NZ3900 pNzZ8149 (B). L, corresponde al Ladder
Histag (Life technologies). El panel derecho muestra la cuantificacion mediante densitometria
(ImageJ) de la banda de 21 kDA. La intensidad en cada carril fue normalizada respecto a la
banda de aproximadamente 25 kDA. Se observa una diferencia de 81 veces entre la
expresion de la cepa de Lactococcus lactis conteniendo el plasmidio productor de interferén
(LL-Pro) y el control.
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Figuras 3: Dot blot de extractos sobrenadantes de cultivos de Lactococcus lactis NZ3900
recombinante productora de IFN. En la figura se muestra el control positivo de dot blot (A) que
corresponde a Levosucranasa-Histag. C,D,E y F muestra el resultado del dot blot usando los
sobrenadantes de cuatro clones conteniendo el plasmidio productor de interferébn. B muestra
el resultado del sobrenadante usando extractos extracelulares de Lactococcus lactis NZ3900
conteniendo el plasmidio pNZ8149.

La cuantificacion de la intensidad de la sefial del interferon presente en el citoplasma indicé
gue en las bacterias productoras de interferén existe una sefial 81 veces mas intensa que la
observada en el carril conteniendo los extractos de la cepa control (Metodologia 3.5.10 y
3.5.11). Este resultado super6 en 8,1 veces la meta propuesta. La cuantificacion por el mismo
método no pudo ser realizada para el interferén presente en el sobrenadante, principalmente
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por la gran volumen de extracto que es necesario agregar a una SDS-PAGE para lograr la
deteccion del Interferon.

Una vez lograda la deteccion del Interferén, se procedié a su cuantificacion. La técnica
elegida fue ensayos de ELISA. Un problema que existié fue la carencia de un estandar de
interferon para poder comparar. Para soslayar este problema se utiliz6 un extracto de una
proteina recombinante con cola de histidina, de concentracion conocida. Utilizando la masa
de esta proteina se establecié una curva entre OD450 observada y concentracion molar de
las colas de Histidina. Como la masa de Interferébn es conocida, se pudo transformar la
concentracién molar de colas de histidina en concentracion de interferon expresada en ng/ul.
Los resultados utilizando este método muestran que la cepa conteniendo el plasmidio
productor de interferén logra producir alrededor de 913 ng de Interferén por dosis (10° UFC)
(Figura 4). Este valor supera en un 82% la meta propuesta de 500 ng de interferén por dosis
(Metodologia 3.5.10y 3.5.11).

= N N W W s

vn © 1 © U1 O

A A A A A | |
_|

ng Interferon por dosis
[y
(=}

S “n

LL-PRO

Figura 4: Produccidén de Interferdn: La figura muestra la cuantificacion mediante ELISA de
la expresion de interferon presente en la cepa productora de interferén (LL-PRO). Los valores
obtenidos fueron normalizados de tal manera de expresar en ng de interferén por cada 10’
UFC (una dosis).

Muchas proteinas especialmente pertenecientes a animales necesitan estar modificadas para
ser funcionales. Estas modificaciones son realizadas durante el proceso de sintesis en la
célula que la produce. Las bacterias a diferencia de las células eucaridticas carecen de los
sistemas de modificacién posttraduccional necesarios para producir la proteina funcional. Por
esta razén siempre es necesario evaluar la funcionalidad de la proteina cuando ésta se
produce en modelos bacterianos como Escherichia coli o Lactococcus lactis. Para validad la
funcionalidad del Interferén producido en Lactococcus lactis se propuso evaluar la capacidad
de extractos enriquecidos en esta proteina de inducir la expresiéon de los genes de respuesta
a Interfer6n Mx y PKR.
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Respecto a Mx nuestros resultados muestran que el Interferon producido por LL-PRO es
capaz de inducir la expresion de Mx de una manera dosis dependiente, incrementando su
expresion entre 7 y 330 veces (Figura 5). Nuestros resultados también indican que el
Interferén producido por LL-PRO es capaz de inducir la expresion de PKR entre 16 y 37 veces
(Figura 6). El menor nivel de induccién es acorde con la funcién biolégica de PKR, mientras
Mx actla impidiendo el ensamblaje del virus por unién a la molécula de nucleoproteina, PKR
es una enzima siendo necesaria una pequefia cantidad para producir el efecto bioldgico
(Metodologia 3.5.12 y 3.5.13).
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Figura 5: Estimulacién de Mx. La figura muestra la estimulacién de Mx a diferentes
cantidades de Interferdon. Los experimentos fueron conducidos sobre cultivo de células CHSE-
214 y normalizados respecto a la induccion por parte del control negativo.
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Figura 6: Estimulacion de PKR. La figura muestra la estimulacién de PKR a diferentes
cantidades de Interferon. Los experimentos fueron conducidos sobre cultivo de células CHSE-
214 y normalizados respecto a la induccion por parte del control negativo.

En relacion a los indicadores de actividad de Interferén, para Mx se logré un nivel de
estimulacion por dosis (EMx) entre 248 y 652 Ey,, estos valores superan al esperado (20 Eyy)
en al menos 10 veces. A diferencia de lo observado en el caso anterior no se aprecia una
relacion dosis- efectos (Figura 7). Para el caso de PKR, se lograron valores de induccién por
dosis (Epkr) entre 1493 y 69 (Figura 8). Estos valores superan los valores propuestos en el
proyecto (20E) y los obtenidos en los descritos en el informe anterior. En esta ocasion a
menor concentracion de Interfer6n se observa proporcionalmente una mayor induccién de
PKR. Probablemente al ser PKR una enzima, su mecanismo de induccion es bastante
controlado requiriéndose grandes cantidades de Interferon para incrementar levemente la
expresion de este gen.
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Figura 7: Estimulacion de Mx por dosis. La Figura muestra la estimulacién de Mx por dosis
de LL-PRO usada, las veces de induccién se encuentran normalizadas respecto al control
negativo.
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Figura 8: Estimulacién de PKR por dosis. La Figura muestra la estimulacién de PKR por
dosis de LL-PRO usada, las veces de induccion se encuentran normalizadas respecto al
control negativo. Se utilizé una escala logaritmica en Epkg.

La bioactividad del interferén (UAng) también fue evaluada. Definida en este proyecto como el
Logaritmo natural de las veces de induccion de Mx o PKR respecto a 50 ng de interferén, se
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evaluo este parametro 10, 100 y 500 ng de interferon. Para Mx se obtuvieron valores entre 13
y 35 UA (Figura 9). Este valor se encuentra sobre el valor esperado de 6UAy,. Respecto a la
Bioactividad del Interferén para inducir PKR se lograron valores 81 y 3 UApkr (Figura 10). Al
igual que en el caso anterior las UApr disminuyen a medida que aumenta la cantidad de
Interferon, alcanzado el valor propuesto cuando la cantidad de Interferon es menor a 100 ng.
Nuestros resultados indican que respecto a PKR la cantidad éptima implica el uso de
reducidas cantidades de Interferon.
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Figura 9: Actividad especifica del Interferén sobre Mx: La figura muestra la actividad
especifica del interferon sobre la induccion de Mx en células CHSE-214. La actividad fue
normalizada respecto al control negativo.
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Figura 10: Actividad especifica del Interferon sobre PKR: La figura muestra la actividad
especifica del Interferon sobre la indiccion de PKR en células CHSE-214. La actividad fue
normalizada respecto al control negativo.

La actividad antiviral del Interferon producido por Lactococcus lactis también fue evaluada
midiendo el efecto de 10, 100 y 500 ng sobre la cinética de replicacion viral por un periodo de
168 horas. Como control positivo de actividad antiviral se utilizd Poli I:C el cual actla
simulando una infeccidn viral. El efecto del Interferon y poli I:C se hace evidente después de
las 24 horas, alcanzando la maxima diferencia a las 168 horas donde a 500 ng de Interferon
se logra disminuir la carga viral a la cantidad equivalente a la existente al inicio del
experimento (Figura 11). Después de 168 horas, la carga viral ha disminuido a un 0,21% con
500 ng de IFN (disminucién de un 99,79 %), a un 0,8% con 100 ng (disminucién de 99,2 %) y
a un 1,9% con 10 ng (disminucion de un 98,1 %)(Figura 12). En el grafico de la figura 12, el
tiempo O corresponde a las particulas virales en el inicio de la infeccién viral. Con 500 ng de
Interferén, luego de 168 horas, se logra un valor de Ripny de 0,9979, lo que representa un
avance de un 99,79% respecto a lo propuesto en el proyecto. (Figura 13). La carga viral fue
determinada mediante QPCR, pues permite realizar un mayor nimero de andlisis por unidad
de tiempo (Metodologia 3.5.14, 3.5.15.y 3.5.16).
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Figura 11: Cinética de infeccion viral. La figura muestra la cinética de infeccion viral de
células SHK-1 infectadas con IPNV. Las células fueron tratadas con varias cantidades de

Interferon y muestras de medio de cultivo fueron tomadas cada ciertas unidades de tiempo.
Se aprecia un efecto dosis dependiente. Como Gold Standard Antiviral se uso Poli I:C.
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Figura 12: Cinética de la inhibicion de la Replicacion viral: La Figura muestra la cinética
de inhibicion de la replicacion viral de células SHK-1 pretratadas con diferentes dosis de
Interferdn.
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Figura 13: Porcentaje del lpy alcanzado. La Figura muestra el porcentaje de lpny
alcanzado respecto a la meta propuesta, luego de 168 horas.

Una vez establecida la funcionalidad in vitro del Interferon generado se procedio a evaluar in
vivo las propiedades de la bacteria productora de Interferébn recombinante. Al igual que en
cultivo in vitro se evaluaron los niveles de expresion de Mx y PKR como indicadores de la
capacidad de la bacteria productora de interferon de estimular la respuesta antiviral en el pez.
Tres grupos de 10 peces (peso promedio de 10 gramos) fueron alimentados con 10’ UFC de
la cepa de Lactococcus lactis productora de Interferén durante un periodo de 5 dias. Como
control se utiliz6 el mismo disefio experimental; sin embargo, en este caso se administro L.
lactis con el plasmidio pNZ8149 y alimento sin bacterias. Cada grupo fue sacrificado al dia 1,
3 y 10 post tratamiento. De cada conjunto de peces se extrajo RNA de los 6rganos
inmunolégicos bazo y rifidn anterior. Este RNA fue usado para realizar reacciones de
transcripcion reversa las cuales a su vez de usaron para cuantificar la expresion de Mx y PKR
mediante gPCR. La expresion de los genes fue normalizada respecto a la condicién control, la
cual corresponde a la dieta L. lactis con el plasmidio pNZ8149. No se registré mortalidad a
causa del tratamiento administrado y el analisis necrésico de los peces sacrificados no mostro
diferencias entre los distintos grupos analizados. Nuestros resultados mostraron que la
méxima estimulaciéon de Mx se logra en el bazo a un dia post tratamiento con la cepa
productora de interferon alcanzando un nivel de estimulacion equivalente a 85.000 veces.
Posteriormente, la estimulacion de Mx decae rapidamente, alcanzando 1,5 veces a los 10
dias post tratamiento (Figura 14). El valor al dia 1 post tratamiento supera en 4250 veces al
propuesto al inicio del proyecto. En rifién se observa un efecto inverso, en el cual disminuye la
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expresion de Mx al primer dia post tratamiento de 5,4 veces, y luego ésta se incrementa hasta
alcanzar un valor de 4,5 veces al dia 10 post infeccion (Figura 15) (Metodologia 3.5.17,
3.5.18). No esta claro el por qué existe tal diferencia en la estimulacion de bazo y rifidn: una
posible explicacion estaria determinada por el flujo de Interferon a través del torrente
sanguineo el cual se inicia desde los intestinos, continuando por el bazo y finalmente
circulando por el rifion. Es interesante observar la aparente contra regulacion que existe entre
bazo y rifién, pues podria prolongar el efecto protector de LL-PRO al estimular en tiempos
distintos a ambos 6rganos. Otra alternativa que podria explicar la diferencia de induccién en
bazo y rifibn, es la potencial residencia de L. lactis en ambos 6rganos. En experimentos
relativos a encontrar bacterias residentes, se ha encontrado una abundancia mayor en bazo
que en rifién, lo que podria explicar la mayor induccién observada en bazo.
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Figura 14: Induccién de Mx en Bazo. La Figura muestra las veces de induccion de Mx en
bazo a 1, 3y 10 dias post tratamiento (10’ UFC de LL-PRO durante 5 dias). La expresion de

Mx fue normalizada respecto a la expresién de Mx en bazo extraido de peces alimentados
con 10" UFC de L. lactis conteniendo el plasmidio pNZ8149.
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Figura 15: Induccion de Mx en Rifion. La Figura muestra las veces de induccion de Mx en
rifion a 1, 3 y 10 dias post tratamiento (10’ UFC de LL-PRO durante 5 dias). La expresion de
Mx fue normalizada respecto a la expresion de Mx en Bazo extraido de peces alimentados
con 10’ UFC de L. lactis conteniendo el plasmidio pNZ8149.

En relacion a PKR, se observa que el maximo de estimulacion en bazo ocurre al dia tres post
tratamiento con un incremento promedio de 9,1 veces (Figura 16). En rifién se observa una
moderada represion, alcanzando un valor maximo de 0,38 veces y un valor minimo de 0,6
veces al tercer dia (Figura 17). Este es un cambio bastante modesto en relacién a lo
esperado, pero es posible que el maximo de induccién de PKR se encuentre en forma
posterior a los 10 dias de post tratamiento analizados.
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Figura 16: Induccién de PKR en bazo. La Figura muestra las veces de inducciéon de PKR en
bazo a 1, 3 y 10 dias post tratamiento (10’ UFC de LL-PRO durante 5 dias). La expresion de

Mx fue normalizada respecto a la expresién de Mx en bazo extraido de peces alimentados
con 10" UFC de L. lactis conteniendo el plasmidio PNZ8149.
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Figura 17: Induccion de PKR en rifién. La Figura muestra las veces de inducciéon de PKR
en rifién a 1, 3 y 10 dias post tratamiento (10’ UFC de LL-PRO durante 5 dias). La expresion
de Mx fue normalizada respecto a la expresion de Mx en bazo extraido de peces alimentados
con 10’ UFC de L. lactis conteniendo el plasmidio PNZ8149.

Una vez determinado el efecto in vivo de la bacteria productora de interferon sobre la
expresion de los genes antivirales se iniciaron las pruebas de desafio. Originalmente se
plante6 analizar el efecto antiviral directamente evaluando el incremento de la sobrevida. Este
experimento no resulté tan sencillo, elevadas mortalidades de los controles sin infeccion
sumado a ausencia de mortalidad asociada a la infeccion viral imposibilitaron determinar si la
administracion de Lactococcus lactis productor de Interferbn aumenta la sobrevida a la
infeccion por IPNV. Dado este escenario se decidié cambiar de estrategia y esta vez evaluar
si la administracion de Lactococcus lactis productor de interferén logra reducir la carga viral en
los 6rganos inmunoldgicos. Experimentos preliminares indicaron que 5 dias de tratamiento
con 10’ UFC logran reducir la carga viral en un 45% en bazo (Figura 18) y un 75% en rifion
(Figura 19), al dia 6 post infeccion. Experimentos realizados por un periodo de tiempo mas
largo 60 dias post infeccibn mostraron resultados similares (Figura 21 y 22) (Metodologia
3.5.19, 3.5.20, 3.5.21, 3.5.22 y 3.5.23)
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Figura 18: Efecto de las administracion de Lactococcus lactis productor de interferén
sobre la carga viral en bazo, al 6 dia post infeccion. El grafico muestra las copias/ug de
virus IPN en diferentes condiciones de alimentacion. Alimento sin suplementar con
Lactococcus lactis (Sin Aditivo), Alimento suplementado con 10” UFC de Lactococcus lactis
productor de interferén (L. lactis IFN) y Alimento suplementado con 10’ UFC de Lactococcus
lactis pNZ8149.
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Figura 19: Efecto de las administracion de Lactococcus lactis productor de interferén
sobre la carga viral en Rifidn al 6 dia post infeccidn. El grafico muestra las copias/ug de
virus IPN en diferentes condiciones de alimentacion. Alimento sin suplementar con
Lactococcus lactis (Sin Aditivo), Alimento suplementado con 10" UFC de Lactococcus lactis
productor de interferon (L. lactis INF) y Alimento suplementado con 10’ UFC de Lactococcus
lactis pNZ8149.
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Figura 20. Deteccion de IPNv en peces tratados con L.lactis productor de interferén dia
25 postinfeccién. El grafico muestra las copias/ug de virus IPN en diferentes condiciones de
alimentacion. Alimento sin suplementar con Lactococcus lactis (Sin Aditivo), Alimento
suplementado con 10’ UFC de Lactococcus lactis productor de interferon (L. lactis INF) y
Alimento suplementado con 10” UFC de Lactococcus lactis pNZ8149. Los resultados fueron
analizados con ANOVA de una via no paramétrico (Kruskal Wallis) y un post test de
comparacion multiple de Dunn. *P<0.05.
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Figura 21. Deteccion de IPNv en peces tratados con L.lactis productor de interferén dia
60 post infeccidn. El grafico muestra las copias/ug de virus IPN en diferentes condiciones de
alimentacién. Alimento sin suplementar con Lactococcus lactis (Sin Aditivo), Alimento
suplementado con 10’ UFC de Lactococcus lactis productor de interferon (L. lactis INF) vy
Alimento suplementado con 10’ UFC de Lactococcus lactis pNZ8149. Los resultados fueron
analizados con ANOVA de una via no paramétrico (Kruskal Wallis) y un post test de
comparacion maltiple de Dunn. *P<0.05.

Una vez determinado que la administracion in vivo de Lactococcus lactis productor de
interferén confiere un estado de resistencia a la infeccién viral, se procedié a escalar las
condiciones de cultivo. Se contact6 a la empresa Biopolis SA (Espafia) con amplia
experiencia en la fermentacion de bacterias. Se solicité ajustar las condiciones de crecimiento
de tal manera de optimizar la biomasa. El ajuste del pH y medio de cultivo permitié lograr una
OD méaxima a 600 nm, de 14,2, lo que equivale a 150 millones de dosis por m?, superando los
10 millones de dosis por m® a la meta propuesta.

Se intentd cuantificar la cantidad de interferon mediante ELISA. No se obtuvieron resultados,
probablemente porque el proceso de liofilizacion afecta la sintesis de proteinas. Por otra parte
experimentos con diferentes cantidades de extractos citoplasmaticos de la bacteria liofilizada
(enviada desde Biopolis), no mostraron efectos sobre la induccion de la expresién de Mx o
PKR (Metodologia 3.5.27 y 3.5.28). Cuantificacion de la viabilidad de las células después de
3 meses de almacenamiento indic6 que se habia reducido en dos 6rdenes de magnitud
(Figura 22) (Metodologia 3.5.26). Dado que la liofilizacion pudo afectar la produccién de
interferén, se decidié administrar el liofilizado a los peces junto con el alimento (Metodologia
3.5.29). Esto permitiria a las bacterias recuperarse y expresar el interferon. Nuestros
resultados mostraron que el liofilizado logra inducir la expresion de Mx principalmente en
Rifién (4 veces, al tercer dia). Para PKR se observé un incremento en la expresion, aunque
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los valores del control también se mostraron elevados especialmente 1 dia después de
terminado el tratamiento (Figura 23, 24, 25, 26 y 27).

En relacién a la comercializacion se logré enviar una solicitud de patente nacional N°: 3797-
2015: "Bacteria &cido lactica transformada para producir IFN, plasmidio, alimento probiético
para peces que la comprende, método para inmunoestimular peces y método para preparar
alimento probiético" Este paso es previo al inicio al licenciamiento a la empresa ACTIVAQ.
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Figura 23. Concentracion de UFC en liofilizado. La figura muestra la concentracion de
unidades formadoras de colonia (UFC) presentes en el liofilizado de Lactococcus lactis
productor de interferén. En A se muestra la concentracion informada por Biopolis y en B, la
concentracion determinada después de tres meses de almacenamiento.
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Figura 24. Estimulacién de Mx en Bazo. La figura muestra la expresion de Mx en Bazo
relativa a los peces tratados con alimento normal. Se evalu6 la expresién a 1, 3, y 10 dias

terminado el tratamiento.
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Figura 25. Estimulacién de Mx en Rifién. La figura muestra la expresion de Mx en Rifién
relativa a los peces tratados con alimento normal. Se evalu6 la expresiéon a 1, 3, y 10 dias
terminado el tratamiento.
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Figura 26. Estimulacién de PKR en Bazo. La figura muestra la expresion de PKR en Bazo
relativa a los peces tratados con alimento normal. Se evalu6 la expresién a 1, 3, y 10 dias
terminado el tratamiento.
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Figura 27. Estimulacion de PKR en Rifién. La figura muestra la expresion de PKR en Rifién
relativa a los peces tratados con alimento normal. Se evalu6 la expresién a 1, 3, y 10 dias
terminado el tratamiento.

Después de evaluar el efecto biol6gico de la administracion de la cepa de Lactococcus lactis
productora de IFN, se evalué la capacidad de la bacteria de resistir la barrera gastrointestinal
y establecer su residencia en el tracto gastrointestinal (TGl) (Metodologia 3.5.24). Los
resultados de andlisis de las heces de salménidos microscopia confocal (Figura 28) indican
gue la bacteria permanece por un periodo de 4 dias en el TGI. Este resultado es coherente la
fluorescencia de las muestras de heces (Figura 29), donde se detecto fluorescencia hasta el
dia 4 post tratamiento.
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Figura 28. Observacion de Lactococcus lactis en heces fecales. La figura muestra la
observacion mediante microscopia confocal de Lactococcus lactis que contiene el plasmidio
pPMV158GFP, presente en las heces. El dia O corresponde a la muestra del Ultimo dia de
alimentacién. Luego desde el dia 1 al 6, se administr6 alimento normal. DPF: Dias post-
alimentacién (Tasa de alimentacion al 1%). La fila superior corresponde a L. lactis
pMV158GFP. La fila inferior a L. lactis control.
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Figura 29. Cuantificacion de fluorescencia en heces fecales. La figura muestra la
cuantificacion de la fluorescencia a 540 nm presente en las heces de peces alimentados con
Lactococcus lactis pMV158GFP y medidas hasta 6 dias posterior al término del proceso de
alimentacién de los peces. La intensidad de fluorescencia (IF) se expresa en unidades

arbitrarias.
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6. Fichas técnicas y analisis econdémico del cultivo, rubro, especie animal o tecnologia
gue se desarroll6 en el proyecto, junto con un anédlisis de las perspectivas del rubro
después de finalizado el proyecto.

Actualizacién de Fichas Técnicas elaboradas

Se seguiré el mismo modelo de Diagrama-del-Modelo-de-Negocios-del-Proyecto.q
negocio establecido en el proyecto
original.

Desarrollador Productor

Una vez desarrolladas las etapas de Neocio Tecnoldgico Negocio Productivo
investigacion, ensayos y pruebas en
laboratorio, se realizara el
empaguetamiento y transferencia
tecnolégica a la empresa ActivaQ.
Para esto ya se realiz6 una solicitud
de patentamiento por parte de la
USACH respecto al producto obtenido
en este proyecto. ActivaQ serd la
desarrolladora de los cultivos iniciales,
gque seran entregados a las empresas
magquiladoras para su produccién en
escala y posterior liofilizacion. El producto seco empaquetado con marca ActivaQ sera
entregado a la empresa comercializadora para su venta a empresas salmoneras. La empresa
asociada ActivaQ sera la encargada de la comercializacion del producto a las empresas
productoras de salmones, localizadas principalmente entre la X y XII Regién. Las empresas
salmoneras entregaran este producto a las empresas de alimentos como Ewos, Nutreco, i-
mar, etc. para que sea afiadido al alimento. No se descarta que este producto pueda ser
exportado y administrado en salmones de otros paises productores como son Noruega,
Escocia, Dinamarca, EE.UU o Canad4, o en su defecto licenciado a una empresa productora
de inmunoestimulantes en el extranjero. En el siguiente diagrama se propone el modelo de
negocios del proyecto. Estrategia de productos: Se considera el desarrollo de un producto
seco, liofilizado, comercializado en paquetes de 5, 10, y 50 kilos que seran comercializados
en el mercado chileno de manera directa con la marca ActivaQ. En el extranjero la
comercializacion se hara a través del licenciamiento del paquete tecnolégico o de la
exportacion del producto seco, lo que se evaluard en una segunda etapa. Estrategia de
precios: La estrategia propuesta es la igualar el precio promedio de los inmunoestimulantes
mas especificos presentes en el mercado y ganar cuota de mercado a través de demostrar la
efectividad de los inmunoestimulantes propuestos. El precio por tratamiento propuesto es de
US$0,18 el tratamiento de 7 dosis que se compara con el precio promedio de la dosis de
vacuna tradicional. El costo estimado de produccién de un tratamiento basado en el prototipo
generado es de 0,21 pesos (0,0003 USD). Estos valores dejan un amplio margen de
ganancias que pueden ser usado para posicionarse en el mercado y disminuir los costos de
tratamiento actualmente usados.

Usuario Final Complementador

Contrato por
licancia

Inmunoestimulates
empaqutadns

sssss

Empresas de
3 Nutricion
Animal

Empresas
Salmoneras.

Cultive
Iniciales

Inmunoestimulamss

Productores
(escalamiento y

liofilizado)}
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Estrategia de posicionamiento y difusion: Para la introduccion del producto se hara
durante el proyecto pruebas que permitan validar el producto, lo cual servira para difundir el
producto en el resto del mercado. Ademas, se complementara con el posicionamiento que se
hara a través de la participacién en seminarios especializados de la industria salmonera como
AquaNor, y otros; la publicacion de articulos en revistas especializadas como Aqua, y la
aparicion en prensa a través de gestion con medios de la empresa ActivaQ y la solicitud de
reuniones de presentacion y venta con las empresas salmeras que actualmente son parte del
portafolio de clientes de ActivaQ: Pacific Star, Landcatch, y cultivos marinos Chiloé, por
nombrar algunos. También se hard un trabajo de difusiébn orientada a las empresas de
alimentos que actualmente son parte de la red de ActivaQ para que éstas recomienden a sus
clientes, la adicién de los inmunoestimulantes en sus alimentos. Estrategia de distribucion:
La distribucién de estos productos la realizard de manera directa la empresa asociada
ActivaQ para lo cual utilizard dos modos de comercializacion: 1) Venta de producto de manera
directa; 2) Venta del producto como parte de un programa de maneja integral sanitario que
incluye ademas consultoria y otros servicios anexos que ofrece ActivaQ a sus actuales
clientes productoras de salmaén.
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FICHA TECNICA
LL-PRO

Soluciones Innovadoras para la Industria Acuicola

PRESENTACION

Investigadores del Laboratorio de Meta-gendmica Bacteriana perteneciente a La Universidad
de Santiago han desarrollado LL-PRO es un suplemento alimenticio de naturaleza probidtica,
con el fin de aportar con una solucién para la Industria Salmonera Nacional, este
complemento busca fortalecer a los peces ya sea Salmones o Truchas las especies de mayor
demanda a nivel mundial, ante la infeccion de diferentes patdgenos infecciosos,
principalmente virales que afectan los peces en centros de cultivos.

¢QUE SON LOS PROBIOTICOS?

Etimoldgicamente el término probidtico deriva del griego “pro” que significa “a favor” y
“bidtico” que significa “vida”. LL-PRO se une a una larga historia de probidticos dirigidos a
diferentes organismos, ya sea como en este caso enfocado a la prevencidn de enfermedades
de peces, hasta el tramiento y prevencion de afecciones humanas.

A principios de 1900, el ruso Metchnikoff, premio Nobel y profesor del Instituto Pasteur
postula Ique las bacterias acido lacticas (LAB, por sus siglas en inglés) ofrecian beneficios para
la salud de sus consumidores. Este cientifico afirmé que “la dependencia de los microbios
intestinales con respecto a los alimentos hace posible adoptar medidas para modificar la flora
de nuestro organismo y sustituir los microbios nocivos por microbios Utiles”.

Posteriormente, Henry Tissier, observd que los nifios con diarrea tenian en su intestino un
escaso numero de bacterias “bifidas”. Tissier sugirié que la administracion de estas bacterias
en pacientes con diarrea podia facilitar el restablecimiento de una flora intestinal sana. No
fue hasta 1965 cuando se divulgé el término “probidtico” acufiado por Lilly y Stilwell, que lo
definieron como “aquel factor de origen microbioldgico que estimula el crecimiento de otros
microorganismos”.

La investigacion sobre probidticos se ha desarrollado notablemente, llegandose a caracterizar
cultivos concretos que justifican las propiedades saludables atribuidas a su consumo. La
Organizacion Mundial de la Salud propone una definicién mas sencilla: “microorganismos
vivos que cuando son administrados en cantidad adecuada confieren un efecto beneficioso
sobre la salud del huésped”. Muchas de estas bacterias probidticas han sido catalogadas por
la FDA (Food and Drugd Administration) como Generalmente Reconocidas como seguras
(GRAS, por sus siglas en ingles).

UdeSantiag
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CARACTERISTICAS

LL-PRO es consta de una Bacteria Acido Lactica también
clasificada como GRAS que capaz de sintetizar moléculas
estimulantes del sistema Inmune de los peces
1" confiriendo a estos un grado mayor de resistencia a
diferentes patégenos infecciosos, principalmente a virus,
causantes de una gran cantidad de muertes sobretodo
en la etapa. Esta bacteria es capaz de alojar en el
intestino de los peces durante alrededor de 5 dias, pero

‘ ‘ sus efectos se ven prolongados 10 dias posteriores a la
N S alimentacion con esta.

VENTAIJAS
Las principales ventajas de utilizar LL-PRO son:
e La facil administracion en comparacién con otros métodos de vacunacion, ya que solo
necesitas ser adicionada al alimento que se les esté administrando a los peces.
e Estimula el sistema Inmune en los peces, fortaleciéndolo la respuesta ante el ataque
de Infecciones principalmente virales.
e Esta Bacteria al ser GRAS proporciona seguridad bioldgica, es decir, no es causante de
enfermedades ni lesiones para las personas que lo manipulan ni para los peces, no
origina infecciones.

DOSIS A ADMINISTRAR

La dosis de administracion de LL-PRO es 10’ UFC/pez diarios, las cuales son adicionadas
alimento independiente la cantidad de este. Las bacterias son tratadas con un recubrimiento
oleoso y se realiza una emulsion, esta se agrega al alimento mediante la mezcla mecanica de
estos.

CONSERVACION

El cultivo de LL-PRO es almacenado en un frasco estéril, sin aeracion a 4°C, y su duracion es
de una semana (7 dias).

UdeS
de Chile
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7. Problemas enfrentados durante la ejecucién proyecto (legal, técnico, administrativo, de

gestion) y las medidas tomadas para enfrentar cada uno de ellos.

Descripcién de problemas

Consecuencia para el
cumplimiento de objetivos

Ajustes realizados para
abordar problemas

El primer problema
enfrentado en el desarrollo
del proyecto guardo
relacién con la tardanza de
la llegada de los fondos, 4
meses después de haber
iniciado el proyecto. Esto
implicé que la Bioguimico
Javiera Norambuena
renunciara al proyecto.
Implic6 ademas no poder
adquirir todos los insumos
presupuestados en el
periodo establecido.

A pesar de esta dificultad, el
proyecto avanzo de acuerdo
a lo planificado pero se
redujo el tiempo de reaccion
para futuros imprevistos.

Se contratd al Bioquimico
Carlos Mufioz en reemplazo
de Javiera Norambuena. Se
han comprado los reactivos
e insumos a deuda del
proyecto.

Segun lo establecido en las
reuniones de negociacion
las actividades de difusion
debian ser realizadas en
conjunto entre los tres
proyectos FIA adjudicados a
la USACH y ActivaQ. Hasta
el momento el presente
proyecto es el unico al cual
se han transferido los
fondos.

Se produjo el retraso en la
realizacion de la ceremonia
de lanzamiento.

Se espero a la espera de
gue llegada de los fondos
de los otros proyectos para
iniciar esta actividad.

La amplificacion por PCR a
partir de DNA de la Cepa L.
lactis KF147 del casete que
permite el crecimiento de L.
lactis en sacarosa resulto
infructuosa.

Se retraso el término de
esta actividad, relacionada
con las construccion del
plasmidio.

Se envib a sintetizar a la
compafia Genescript el
casete que permite el
crecimiento de L. lactis en
Sacarosa.

No se pudo detectar la
presencia de interferén
recombinante mediante
SDS-PAGE teiiido con azul
de coomasie o plata.

Retraso en el término de la
actividad relacionada con la
validacion de L. lactis como
sistema productor y de
liberacién de Interferén.

Se implementaron técnicas
de western blot para la
deteccién y cuantificacion.

Falta de coordinacién con
los otros proyectos FIA
adjudicados a la USACH.

No se ha podido cumplir
con la realizacién del
lanzamiento.

Se ha logrado establecer
una fecha para el
lanzamiento en agosto de
2013. En este eventos
participaran autoridades de
FIA, USACH y Sernapesca.

No fue posible detectar INF-
l. El andlisis minucioso de
del problema y de las

Debido a la necesidad de
generar nuevas
construcciones se retraso el

Esto obligo a adquirir
nuevamente Nisina, colocar
el gen de INF-I
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secuencias indic6 que tres
posibles causas: a) Falta de
traduccién debido a un
deficiente inicio de
traduccion, b) Sistema de
deteccién poco sensible, c)
Inductor (Nis) degradado.

clonamiento del casete de
sacarosa en el vector
pNZ8148. Actualmente se
estan generando las
construcciones en E. coli
para ser transformadas en
L. lactis.

directamente bajo el
promotor Nis y adquirir un
sistema de deteccion mas
sensible (Western blot
guimiluminicente). Estas
tres medidas lograron
producir y secretar INF-I a
concentraciones de 100 ng
por 10" UFC.

La deteccion y
cuantificacion de la
expresion del gen INF-I de
Salmo salar ha cursado sin
problema, sin embargo al
deteccién de la expresion
de Mx y PKR ha tenido
problemas técnicos. Los
primeros utilizados resultan
en una amplificacién
inespecifica.

Este inconveniente ha
impedido probar la
funcionalidad del INF-
recombinante con los genes
comprometidos en el
proyecto en el plazo
estipulado.

Se han enviado a sintetizar
nuevos partidores.

Se presentaron mutaciones
en el gen de interferon.

A 100 ng de interferén el
Interferdn proveniente del
plasmidio pNZ8149
presenta 4 veces menos
actividad.

Se re-clonaré el gen de
interferon. Usando corte con
enzima de restriccion en
vez de PCR.

Solo se redujo a un 10% la
cantidad de IPNV en
infecciones de células
CHSE214.

No se logré la meta
propuesta, probablemente
debido que la replicacion
viral solo se evaluo hasta 48
horas después de iniciar la
infeccion.

Se incrementara el tiempo
de observacion hasta 10
dias.

En rifién no se observa un
efecto. Se iniciaron los
ensayos de desafio con
IPNV.

La ausencia de estimulacion
en rifién puede ser normal,
o producto del uso de una
ventana de tiempo muy
corta para el analisis.

Se repetira el experimento
evaluando la expresion de
Mx y PKR y Bazo y Rifio, al
6, 9, 12 y 15 dias post
iniciado el tratamiento.

Los controles sin
tratamiento no mueren a
causa del virus, aun cuando
han transcurrido dos meses
y se incrementara 100
veces la dosis de virus IPN.

No se puede evaluar si el
producto confiere proteccion
contra el virus IPN, pues los
peces controles no mueren
a consecuencia de la
inyeccion del virus.

Se estan consiguiendo
peces mas pequefios y
susceptibles al virus,
ademas se esta
animalizando el virus en el
laboratorio de la Dra. Ana
Maria.

La falta de la construccion
que expresa Interferén en
pNZ8149, impide seguir
adelante. Ademas los
retrasos en el pago a

No se ha podido iniciar el
escalamiento a nivel piloto
(1500 1.

No se ha podido evaluar la

Se esta reclonando el
Interferon en pNZ8149.

Se esta gestionando el
pago a Biopoalis.
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Biopolis por parte de la
USACH, dificulta el envio
desde Biopolis de los
cultivos liofilizados.

sobrevida del L. lactis en el
liofilizado después de un
prolongado periodo de
almacenamiento.

El uso del indicador
Resistencia tal como fue
definido originalmente
dificulta la comprension de
la actividad inhibitoria de la
replicacion viral que posee
IFN, imposibilitando el
célculo directo del
porcentaje de avance.

No se pudo calcular
adecuadamente el
porcentaje de avance del
proyecto, informando que
solamente se alcanzé un 33
% de avance.

Se modificé el indicador de
Resistencia a la Infeccion
viral por uno que refleje el
porcentaje de inhibicion de
la replicacion viral, el cual
contempla el indicador
previamente propuesto.

I""NV=100-RppyXx100

Bajo esta formula el
indicador previamente
propuesto de RIPNV de
0,001 corresponde a un
99,9 % de inhibicion de
replicacion viral. Bajo este
nuevo indicador se alcanzé
un 99,79% de la meta
propuesta.

Durante el verano, entre
enero y mayo de 2015 se
realizaron trabajos de
modificacion de la
infraestructura de
laboratorio de peces. Estos
trabajos produjeron una
serie de inconvenientes que
redundaron en un alto
estrés en los peces, lo cual
pudo ser la causa del
fallecimiento de los
controles, por lo tanto no se
pudieron realizar las
pruebas.

No se ha podido evaluar si
LL-PRO funciona in vivo
para reducir la mortalidad
ocasionada por el virus
IPNV retrasando el
cumplimiento del RE3. Sin
embargo, se logré
determinar que la
administraciéon de LL-PRO
reduce la carga viral de los
peces, resultado bastante
promisorio, pues aungque no
se ha logrado probar que
reduzca la mortalidad,
nuestros resultados si
indican que los peces
reducen su carga viral. Esto
indicaria que los peces
debiesen disminuir su
susceptibilidad al stress,
impidiendo que infecciones
virales latentes comiencen
su ciclo de replicacion
ocasionando la mortalidad.

Se estd repitiendo el
experimento de curva de
sobrevida, pero también se
evaluard el efecto de
disminucion de carga viral a
distintos dias post infeccion.
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Los protocolos de
crecimiento de las bacterias
estan siendo trasmitidos a
ActivaQ. Se estaala
espera del licenciamiento
para la produccion.
Problemas de la burocracia
interna de la Universidad
han impedido terminar este
proceso.

Retraso en el término de
etapa.

Se ha iniciado un estudio de
factibilidad de proteccion de
la propiedad intelectual
sobre la cepa de
Lactococcus lactis
productora de Interferén.

No se logro iniciar la Ultima
actividad de difusion pues
estabamos a la espera de
los resultados de la
capacidad de LL-PRO para
reducir la mortalidad a
causa de la infeccién por
IPNV, y el estudio de
protecciéon de propiedad
intelectual.

Retraso en el término de

este resultado especifico.

Para cumplir con los
tiempos del proyecto, una
vez obtenido los resultados
de sobrevida se planea
realizar una actividad de
difusion a través de
periodicos. La Universidad
de Santiago tiene convenio
con el periodico “Las
ultimas noticias” y “La
segunda” para sacar
insertos que ayuden a la
difusion de los resultados
obtenidos por académicos
de la Universidad.
Alternativamente, se puede
realizar una actividad de
difusion con salmonicultores
pero una vez terminados los
ensayos de desafio y los
estudios de proteccion de
propiedad intelectual.

Liofilizados no estimulan la
actividad antiviral in vitro.

No se puede estimar la
capacidad de
inmunoestimular.

Se realiz6 el ensayo in vivo
suponiendo que es
necesario reactivar el
metabolismo de
Lactococcus lactis después
de la liofilizacion.
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8. Difusion de los resultados obtenidos adjuntando las publicaciones realizadas en el marco
del proyecto o sobre la base de los resultados obtenidos, el material de difusion preparado
y/o distribuido, las charlas, presentaciones y otras actividades similares ejecutadas
durante la ejecucion del proyecto.

Tipo de N° Perfil de los Medio de
Fecha Lugar Actividad participantes | participantes Invitacién
Redes sociales,
invitacion
Investigadores y [directa, medios
Empresarios de la USACH
Marzo-2013 | USACH | Lanzamiento 50 asociados al (radio Usach),
area de medios
desarrollo del especializados
proyecto (Mundo
acuicola) (Anexo
1))
| | Difusion Revista Cientificosy | jpr6 Editorial
Julio-2013 Chile Mundo Acuicola >1000 empresarios (Anexo 1)
biotecndlogos
Diciembre- Difusion en Cientificos y Libro resumen
Chile Congreso 300 empresarios
2013 . . . (Anexo V)
nacional biotecnodlogos
C La Difusion en Cientificos y ,
Diciembre- ) Libro resumen
Serena |Congreso 300 empresarios
2014 . . . . (Anexo V)
Chile nacional biotecnélogos
, Difusion en . L, .
Noviembre- : Microbidlogos y [ Libro resumen
2014 Colombia Congreso >1000 biotecnologos (Anexo VI)
internacional
Invitaciones Correo
Septiembre- | Puerto Difusién con . . electrénico y
. 10 Afiches, Material )
2015 | Montt salmoniculotores afiches (Anexo
de respaldo Vil
. Deposito de Certificado de
Diciembre- - Bacterias en .
Chillan . Deposito (Anexo
2015 cepario
. VIII)
Internacional
Diciembre- Santiado Solicitud de ::nosré?iuggg de
2015 9 Patente P
(Anexo 1X)
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9. Productores participantes

Antecedentes globales de participacion de productores

REGIO| TIPO PRODUCTOR GENERO GENERO ETNIA TOTALES
N FEMENINO MASCULINO (INDICAR SI
CORRESPOND
E)

RM [PRODUCTORES 1 1
PEQUERNOS

PRODUCTORES
MEDIANOS-GRANDES

PRODUCTORES
PEQUENOS

PRODUCTORES
MEDIANOS-GRANDES

Antecedentes especificos de participacién de productores

NOMBRE UBICACION PREDIO Superficie | Fecha
Regién Comuna Direccion Postal Has ingreso  al
proyecto

ActivaQ RM NA Agosto 2012
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10. Conclusiones

El presente proyecto planteé como objetivo desarrollar una plataforma para la produccién in
situ de proteinas inmunoestimulantes en Salmoénidos. A pesar de los retrasos observados en
el cumplimiento de muchas etapas, las mayor parte de las actividades fue desarrollada,
logrado las metas propuestas. En términos generales el proyecto ejecutado logré desarrollar
su objetivo final que es producir una cepa de Lactococcus lactis, carente de resistencia a
antibiéticos que pueda actuar como antiviral, reduciendo la carga viral en peces infectados.
De los resultados obtenidos en el proyecto es posible concluir que:

1.- Lactococcus lactis puede actuar como una plataforma eficiente para la produccion de
citoquinas o péptidos inmunoestimulantes en Salmoénidos.

2.- El interferon | recombinante, producido en Lactococcus lactis es funcional, logrando
estimular la respuesta inmune antiviral in vitro, reduciendo la carga viral

3.- La administracion de Interferdn via liberacion in situ al interior del tracto gastrointestinal de
los peces, permite estimular la respuesta inmune antiviral sistémica.

4.- Lactococcus lactis productor de interferon puede ser producido a escala industrial a
precios competitivos.

5.- La administracién de Lactococcus lactis a Salménidos es segura.

6.- EI maximo efecto inmunoestimulante se logra dentro de la primera semana post
administracion.

7.- El uso de Lactococcus lactis como sistema de produccién de otras citoquinas o
interleukinas se abre como una promisoria herramienta para modular la respuesta inmune en
Salmonidos.

11. Recomendaciones

Basado en el desarrollo del proyecto se recomienda optimizar las condiciones de
almacenamiento y administracion de liofilizados de tal manera de incrementar su sobrevida al

proceso de almacenamiento

12. Otros aspectos de interés
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Biotecnologia

BTC-21

Expresion heteréloga de péptidos inmunoestimulantes de Salmo salar en una bacteria acido lactica.
Heterologous expression of immunostimulating peptides from Salmo salar in a lactic acid bacteria.
Muioz, C'. Arriaza, F2.,Espinoza , C2.,Sandino, AM2.,Tello, M>2.

'Biologia, Facultad de Quimica y Biologia, Universidad De Santiago De Chile.

2Biologia, Quimica y Biologia, Universidad De Santiago De Chile.

Introduccion: Las proteinas inmunoestimlantes ejercen un potente efecto modulando sobre la respuesta inmune. La
administracion de éstas en forma recombinante ha permitido su uso terapéutico para combatir infecciones virales o incrementar
la respuesta inmune contra bacterias patdégenas. En acuicultura no se dispone de sistemas de produccion heterdloga de
proteinas inmunoestimulantes funcionales que permitan su uso terapéutico. Las bacterias acido lacticas, son organismos
GRAS (“Generally Regarded as Safe”), que en virtud de esta clasificacion han sido utilizadas como sistemas de vacunacion y
liberacion de moléculas terapéuticas. Hipotesis: Una bacteria acido lactica puede ser usada para expresar y secretar proteinas
inmunoestimulantes funcionales en Salmo salar. Metodologia: Mediante biologia sintética se disefi¢ y sintetizé un gen
codificante para una proteina inmunoestimulante de Salmo salar optimizada codogénicamente, con un péptido de secrecion y
una cola de 6xHis. El gen fue clonado en un vector de expresion. La produccién de la proteina heterdloga se determiné a través
de Western blot y su funcionalidad fue determinada mediante bioensayos.Resultados: La bacteria acido lactica logré producir
y secretar la proteina heterdloga. La proteina se ubico principalmente en la fraccion citoplasmatica. Los bioensayos mostraron
que esta proteina es funcional al estimular la expresion de genes inmunoldgicos. Conclusion: La bacteria acido lactica es un
eficiente sistema de produccion heteréloga de proteinas inmunoestimulantes funcionales de S. salar.

Financiado por Proyecto FIA PYT 2012-0056.
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USO DE BEACTERIAS ACIDO LACTICAS PARA LA
LIBERACION /N SITU DE CITOQUINAS
ANTIVIRALES EN SALNMONIDOS

Fundacién para la
Innovacian Agraria

( LACTIC ACID BACTERIA AS VEHICLE TO IN SiTU DELIVERY OF
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ANTIVIRAL CITOKINES IN SALMONOIDS

Gonzélez, Josuéld, Muiioz,'Carlos'3,, Arriaza, Franciscold, Leyton, Rodrigol?, Esplnoza, Carolinald,, Sanding, Ana Maria?,, Tello,

Mario*2,
Laboratorio de h Smik lana, Centro de Bl logla Acufcal
de Virclogia, Cantro de Bl logia Acuieola, Depar

del Canto N2 450, Providencla, Santlago, Chile,

Introduccién: En marmiferos y peces los citoquinas anfivirales
tienen un potente efecto solbre Io replicocidn viral. En Humanos la
cdministracion citoguinas antivirales se utiliza ferapéuticamentes
confra diversos virus. En acuicultura, la aplicacion o gran escaa
de cifoguinas antivirales se ve impedida por el alto costo de
purificacién, por lo tanto es necesario descrrollar sisternas
dternativos de liberacion. Las bacterios deido Idcticas (LAB) son
boctercs Gram-positiva, GRAS (generally regarded as safe|,
habituclmente presentes en el fracto gastrointestinal de los
salmoénidos. En maomiferos, estas bacterias se han utlizade para la
liberacién i st de citoquinas v péptidos inmunizantes. En este
tfrabajo plantearmos como Hipdtesis En Salmonidos, |as bacterias
deido |doticos pueden ootuar come vehfculo de liberacidn i stu
de citfoguinos antivirales, produciendo la estimulacion de la
respuesta inmune innata. Metodelogia. Mediante técnicos de
DNA recombinante se generd una cepa de LAB productora de
citoquing antiviral. Los propiedaodes inmunossimulantes de esto
cepa fueron estudiadocs #r vivo, administrando una dosis oral a
Trucha arcoiris. La inmunoestimulacién se evclud cucntificanda
por QRT-PCR los mRNA de genes Mx y PER en Bazo v Rifidn. Como
confrol de expresidn se utiizd (RNA 18s v para evoluar toxicidad se
registrd la mortalidod v los corccterktices morfoldgicos de los
organos. Resultadeos. |la administracion de 1o LAB productora de
citoguings anfivirales no tuvo efectos sobre lo sobrevido de los
peces, registrdndose una mortdidod de 0%. En Bozo, lo expresidn
de Mxy PKR cumentd 2,5 y 4 veces, respectivaments. En rifidn, los
niveles de expresion de esstos genes no mostraron camibios. El
andlisis de lo expresion de PKR mostd resultados similares. Los
drgonos inmunoldgicos no mostraron cambios en su morfologlia
luego del frotamiento. Conelusiones: La administracion oral de
una LAB productora de citoquinas antivirales se presenta como
una clternativa teropéutica no invosiva v de bajo coste en o
industria salmonera para el fratomiento profildctico de
infecciones virales.

INTRODUCCION

El control de enfermedades corstituye un gran problema en la
industric ccufcola, con costos asociados a los U100
millones(Datos SERMNAPESCA, 2013). En acuicultura, los cultivos
intensivos presenton una alta fcea de fransferencio de ogentes
infecciosas, lo cual se traduce en una alta canfidad de wso ds
vacunas. Diversas estrategics han sido investigodas para modular
la composicidn de la microbiota intestinal en especies de culfiva,
con el objetiva de lograr un mejor crecimiento, o bien para
incrementar la respuesta inmune y resistencia a enferm edades.
Las bacterios deido Ideticas (LAB) son microorganismos utilizados
en o industria alimentficia. Su estado de organismo GRAS, |as
convierte en un afractivo sisterna para la expresion de proteinas y
generacidén de vacunos (Garcfo-Fruitds E., 2012; Bermidez-
Humaran L., 2009). La modulacidn del sisterma inmune es uno de
los beneficios mds requeridos de los probidticos, por lo que en &l
Ultimo fiempo los estudios hon sido enfocados en los efectos
inrmunomoduladores de los probidticos (McBeath AJA, ef af
2012]. Este frabajo presenta a las bacterics dcido [dcticos como
un maodelo de proteccion inmunogénico no invasivo y aplicable a
gran escaa en la salmonicultura, capaz de incrementar los
sisternas de inmunizacién actuales.

Departamento de Blolegfa, Quimica y Blologla, Universidad De Santiago De Chile. 2Laboratorlo
de Blologia, Quimica y Blologfa, Universidad De Santlago De Chile. #Blclogfa, Ictio Blotechnologies, General

MATERIALES Y S

Una bacteria acido Ibactica generado por clonamiento fue
utiizada para estudicor sus propledades  inmunosestimulantes.
Durante § dics, se administrd oralmente o construccidn o frucha
arcoftls v @ salmdn del afldnfico. Posteriormente, lo fotalidad de
individuos fue sacrificada y a cada gjemplar se le exfrgjo bozo ¥
fifdn.

$e obluvo cDMNA de cada muestra a partr de RNA, v éste fue
analizado mediante gPCR.
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Figura 1: Expresion relativa obtenida mediante PCRen
tiempo real. Estimulacion en bazo de (4] Mx y (B] PKR
con distintos suplementos orcles en Oncorfynchus

mykiss
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Figura 2: - Act obtenidos mediante PCRen tiempo real.

Estimulacion en bazo de (4) Mx vy (B) PKR con distintos
suplementos orcles en Sadmo mifar.

Figura 3: BExtraccién de érganos Loz &rgonos
inmunoldgicos no mostraron cambios en su morfologia
luego del fratamiento

CONCLUSIONES

Lo administrocion oral de LAB productora de citoguinas antivircles
se presenfa como una alternativa ferapautica no invasiva v de
bajo coste en la industric salmonera.

Agradecimientosy Ainanciamiento: Proyecto AA Cadigo: PYT2012-0056; Proyecto CORFO INNOVA 13 CT-21527
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Anexo VI

Uso de Bacterias acido lacticas para la liberacion in situ de Citoquinas antivirales en
Salménidos.

Lactic Acid Bacteria as vehicle to /n situ delivery of antiviral citokines in Salmonoids.

Gonzélez, Josu&™., Mufioz, Carlos™,Sandino, Ana Maria*2,Tello, Mario™2,'Laboratorio de Metagendmica Bacteriana, Centro
de Biotecnologia Acuicola, Departamento de Biologia, Quimica y Biologia, Universidad De Santiago De Chile.?Biologia Ictio
Biothecnologies, General del Canto N° 460, Providendia, Santiago, ChileLaboratorio de Virologia, Centro de Biotecnologia
Acuicola, Departamento de Biologia, Quimica y Biologia, Universidad De Santiage De Chile. (Patrocinado por Dr. Mario Tello
Reyes).

Introducclon. En mamiferos y peces las citoquinas antivirales tienen un potente efecto sobre la replicacion viral. En Humanos
la administracién citoquinas antivirales se utiliza terapéuticamente contra diversos virus. En acuicultura, la aplicacién a gran
escala de citoquinas antivirales se ve impedida por el alto costo de purificacién, por o tanto es necesario desarrollar sistemas
alternativos de liberacion. Las bacterias acido |acticas {LAB) son bacterias Gram-positiva, GRAS (generally regarded as safe},
habitualmente presentes en el tracte gastrointestinal de los salménidos. En mamiferos estas bacterias se han utilizado para
la liberacifin in situ de citoquinas y péptidos inmunizantes. En este trabajo planteamos comao Hipdtesis En Salménidos, las
bacterias acido lacticas pueden actuar como vehiculo de liberacién in situ de citoquinas antivirales, produciendo la estimulacién
de la respuesta inmune innata. Metodologia Mediante técnicas de DNA recombinante se generd una cepa de LAB productora
de citoquina antiviral. Las propiedades inmunoestimulantes de esta cepa fueron estudiadas /n vive, administrande una dosis
oral de 1x107UFC/dia a Trucha arcoiris. La inmunocestimulacién se evalud cuantificando por QRT-PCR los mRNA de genes Mx
¥ PKR en Bazo y Rifidn. Come control de expresion se utilizd rRNA 18s y para evaluar toxicidad se registrd la mortalidad y las
caracteristicas morfologicas de los drganos. Resuftados. La administracion de la LAB productora de citoquinas antivirales no
tuvn efectos sobre la sobrevida de los peces, registrandose una mortalidad de 0%. En Bazo, la expresién de Mx y PKR aumentd
3,5 v 4 veces, respectivamente. En rifidn, los niveles de expresién de estos genes no mostraron cambios. El andlisis de la
expresidn de PKR mostrd resultados similares. Los Grganos inmunolbgicos no mostraron cambios en su morfologia luego
del tratamiento. Conclusfones: La administracion oral de una LAB productora de citoguinas antivirales se presenta como una
alternativa terapéutica no invasiva y de bajo coste en la industria salmonera para el tratamiento profilactico de infecciones
virales.
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DIRECTORA
MARGARITA MONTOYA KUNSTING

Bioguimica de la Universidad de Santiago de Chile y Doctor en Ciencias Biomédicas de la
Universidad de Chile. Investigadora del Laboratorio de Bioenergética y Estrés Oxidativo,
Centro de Biotecnologia Acuicola, Facultad de Quimica y Biologia, Universidad de Santiago
de Chile. Su linea de investigacion se centra en estudio de los mecanismos bioenergéticos
de la célula, bajo distintas condiciones fisiologicas.

CONTROL DEL ESTRES EN SALMONES

Desarrollo de una formulacion a base de extractos de plantas destinado al control del estrés y a mejorar la
sobrevida de salmones durante el proceso de esmoltificacion.

(PROYECTO FIA PYT 2012-0023)

Durante el proceso productivo del salmon, los peces viven una serie de eventos que resultan altamente estre-
santes que producen una serie de alteraciones fisiologicas en los peces. Es asi, como altos niveles de estrés
son capaces de afectar significativamente al sistema inmune de los salmones, produciendo una importante
inmunosupresion, la cual podria ser uno de los responsables de la baja efectividad de las vacunas y la aparicion
de patogenos cada vez mas agresivos y abundantes en la salmonicultura.

Intervenir en el control del estrés durante el cultivo del salmén, podria generar mejoras sustantivas en la
sobrevida de estos peces. Con este proyecto, generamos un formulado de bajo costo en base a extractos de
plantas con capacidad antioxidante, reguladora del sistema nervioso e inmunoestimulante, que ha mostrado
ser capaz proteger sobre el 90% a Salmo salar frente a infeccion por Yersinia ruckeri. Ademas, el formulado
produjo un aumento significativo en el crecimieto de los salmones. Por otro lado, los peces mostraron también
mejoras significativas en en sus barreras antioxidantes, lo que indica que se encuentran mejor preparados para
enfrentar nuevos desafios. De esta forma, este formulado permite obtener peces de mejor calidad, que a la
larga sean peces con mejor calidad en su carne.

Este nuevo formulado, posee la ventaja adicional de ser un producto natural, amigable con el medio ambiente.
Los mercados mundiales estan cada vez mas exigentes, requiriendo una produccion con menor uso de medi-
camentos y tratamientos. Este formulado apunta en esa direccion, lo que permitiria generar un producto de
mejor calidad y de mejor entrada en mercados de alta exigencia.

DIRECTOR
MARIO TELLO REYES

Biogquimico y Doctor en Bioquimica de la Universidad de Chile. Investigador y Jefe del La-
boratorio de Metagenomica Bacteriana, Centro de Biotecnologia Acuicola, Facultad de Qui-
mica y Biologia, Universidad de Santiago de Chile. Su linea de investigacion esta compro-
metida en investigar como los microorganismos modulan la fisiologia de los salménidos.

PROTEINA INMUNOESTIMULANTE

Plataforma para la produccion in situ de proteinas con actividad estimulante de la respuesta inmune en
Salménidos.

(PROYECTO FIA PYT 2012-0056)

La immunoestimulacion de los salmononidos es una estrategia fundamental para prevenir enfermedades cau-
sadas por patégenos virales y bacterianos. Un sistema de inmunosetimulacion ideal deberia ser de facil admi-
nistracion, de bajo costo y estimular la respuesta inmune contra virus y/o bacterias patogenas. Los probioticos
reinen muchas de estas caracteristicas sin embargo carecen de la capacidad de estimular la capacidad natu-
ral del pez de combatir infecciones virales.

Durante los altimos tres anos hemos trabajado en la generacion de un suplemento alimenticio basado en un
probiotico con la capacidad de producir in situ proteinas con actividad inmunoestimulante que incrementen
la capacidad natural del pez de depurar infecciones virales.

Este trabajo nos llevo a desarrollar LL-Pro, un suplemento alimenticio que estimula a las células de Salmones
y truchas y permite reducir in vivo la carga viral de los peces hasta en un 75%. Este producto permitira a la
industria salmonicultora tener un suplemento alimenticio de bajo coste, que permita controlar infecciones
virales prevalentes y/o prevenir la presencia de brotes en los centros de produccion.

DIRECTOR
MARCELO CORTEZ SAN MARTIN

Bioguimico de la Universidad de Santiago de Chile y Doctor en Bioguimica'y Biologia Mole-
cular de la Universidad de Santiago de Compostela. Investigador Principal del Laboratorio
de Virologia Molecular del Centro de Biotecnologia Acuicola de la Facultad de Quimica y
Biologia de la Universidad de Santiago de Chile. Su linea de investigacion esta ligada a la
biotecnologia y al control de patégenos virales en animales de produccion mediante la
aplicacion de herramientas de punta en Biologia Molecular.

NUEVA VACUNA CONTRA VIRUS ISA

Desarrollo de un sistema basado en inmunoterapia celular para mejorar la respuesta inmune de las vacunas
veterinarias: una oportunidad para controlar.

(PROYECTO FIA PYT 2012-0022)

Chile llego a disputar con Noruega el primer y segundo lugar de la produccion mundial de salmonidos, hasta
ocurrida la crisis del salmon causada por el virus de la Anemia Infecciosa del Salmon (ISAV). Aunque los niveles
de produccion se han recuperado, el riesgo de enfermedades infecciosas al que estan expuestos los sistemas
intensivos de cultivo se mantiene vigente.

Una de las herramientas mas potentes para el control de las infecciones es la prevencion de la enfermedad
mediante la aplicacion de vacunas, especialmente con las virales, que no tienen tratamiento. En la mayoria de
los casos el desarrollo de vacunas eficientes para el control de las infecciones virales no es facil, sobre todo en
los peces, tanto por la variabilidad de los virus, como por la complejidad de su infeccion, asi como la naturaleza
de la respuesta inmune. Esto se ha visto reflejado con el bajo nivel de proteccion que tienen las vacunas en
condiciones de terreno.

Durante la ejecucion de este proyecto se la logrado desarrollar un método para aplicar la inmunoterapia ce-
lular a la generacion de una nueva formulacion vaccinal para salmonidos. Especificamente se ha logrado la
formulacion de una vacuna piloto para controlar el virus ISA, la cual es segura en los salmones y medioam-
biente acuatico, y ademas permite inmunoestimular a los peces para resistir la infeccion de un virus ISA tras
un desafio en condiciones controladas.

Este producto es el primero que incorpora elementos de inmunoterapia celular al desarrollo de productos para
salmonicultura y es el primero que permite demostrar que es posible aplicar un nuevo modelo de vacuna que
excluye el uso de adjuvantes oleosos, lo que resulta en un producto con menos efectos adversos en los peces.

En la ejecucion de este proyecto trabajo un grupo de investigadores multidisciplinario, con carreras conso-
lidadas, pero sobre todo comprometidos con el desarrollo tecnolégico del pais y apoyados por instituciones
de renombre.
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CERTIFICADO DE DEPOSITO

La Coleccion Chilena de Recursos Genéticos Microbianos (CChRGM), en su estatus de
Autoridad Internacional de Depdsito (IDA), certifica que la cepa Lactococcus lactis es un
cultivo puro y viable en el tiempo, el cual se encuentra depositado bajo el cédigo de
acceso RGM2265, en el Banco de Recursos Genéticos Microbianos, por un periodo de 30
afos a contar desde la fecha de depdsito y de acuerdo a los requerimientos que establece
el Tratado de Budapest, sobre el reconocimiento internacional de depdsitos de
microorganismos para fines de procedimientos en materia de patentes.

Se consigna que este depdsito fue realizado con fecha 30 de Diciembre del afio 2015 por
la Universidad de Santiago de Chile a través de sus investigadores Sres. Mario Tello y
Carlos Muiioz.

Se establece que la CChRGM se hace responsable del mantenimiento de la cepa en
condiciones 6ptimas por el plazo mencionado, asi como de la entrega de informacién y
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Curador de la Coleccion Chilena de
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{ 71 ] SOLICITANTE Apellido Patemo, Apeliido Matemo, Nombre o Razén Social
RUT: DIRECCIGN {Calle, Namero) SEXO
1: Masculino
TIPO CRIDAD REGION PAIS 2: Femenino
4: Persana Natural |:I
2: Inst. Investigacién
3: Universidad D E-MAIL TELEFONO
4: Otz persona Jurldica
71 1 SOLICITANTE Apellido Paterno, Apellido Matemo, Nombre o Razén Social
RUT: DIRECCION (Caile, Numero) SEXO
1: Masculino
TiIPO CIDAD REGIGN PAIS 2: Femenina
1: Persona Natural D
2: Inst. Investigacin
3: Universidad D EMAIL TELEFONO
4: Otra persona Juridica
71 l SOLICITANTE Apellida Paterno, Apellido Matamo, Nombre o Razén Social
RUT: DIRECCION (Calle, Numaro) SEXO
‘:
TIPO CUDAD REGION PAIS % Femenino
1: Persana Natural D
2: Inst. Investigacién
3: Universidad D E-MAIL TELEFONO
4 Otra persona Juridica

72 | INVENTOR O CREADOR

Apeliido Paterno, Apellido Matermo, Nombre o Razén Social

TELLO REYES, Mario César Gerardo

RUT: DIRECCION (Calle, Numero) SEXO
1: Masculino
TIPO CIUDAD REGION PAS  CHILE 2: Femenino
1: Persona Natural
s [7] []
3: Universidad E-MAIL TELEFONO
4: Otra persona Juridica
I 72 I INVENTOR O CREADOR Apellido Patema, Apellido Matemo, Nombre o Razén Social
RUT: DIRECCION (Calle, Nimero) SEXO
1: Masculino
TIPO CUDAD REGION PAIS Z Femening
1: Persona Natwral D
2: Inet. Investigaciin
3: Universidad D E-MAIL TELEFONO
4: Otra persona Juridica
72 INVENTOR O CREADOR DIRECCION (Calle, Nidmero)
RUT: Apellido Paterno, Apallido Materna, Nombre o Razén Social SEXO
1
TIPO CIUDAD REGION PAIS 2 Femenina
1: Persona Natural D
2: Inst. Investigacién
3: Universidad D E-MAIL TELEFONO
4: Otra petsona Juridica
I 72 INVENTOR O CREADOR Apellido Paterma, Apeliido Materno, Nombre o Razén Social
RUT: DIRECGION (Galle, Nimera) SEXO
41: Masculino
TIPO CIUDAD REGION PAIS 2: Femenino
1: Persona Natural []
2: Inst. Investigacién
1: Universidad D E-MAIL TELEFONO
4: Otra persona Juridica
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