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RESUMEN

RESUMEN

El virus de la enfermedad infecciosa de la bolsa (IBDV) es el agente causal de una
enfermedad aguda, altamente contagiosa y de distribucion mundial denominada
enfermedad de Gumboro. Se caracteriza por la destruccién de linfocitos B inmaduros en
la bolsa de Fabricio (BF) que culmina con la atrofia de dicho drgano e induce
inmunosupresion. Entre la tercera y sexta semana de vida la BF se encuentra en su
maximo desarrollo siendo este periodo el de mayor susceptibilidad a IBDV. Los programas
de vacunacidn, junto con la limpieza y desinfeccion de la granja y estrictas medidas de
bioseguridad, son la base del control de esta enfermedad. Las vacunas utilizadas para el
control de IBDV son las convencionales inactivadas o vivas atenuadas, las de complejos
inmunes y las vectorizadas (recombinantes). Todas las vacunas vectorizadas expresan la
proteina VP2 de IBDV, componente mayoritario de la cadpside viral y antigeno principal

contra el cual estd dirigida la respuesta inmune del hospedador.

En este trabajo de Tesis se evalud la eficiencia de la inmunizacién de vectores virales no
replicativos que expresan la proteina VP2 de IBDV en pollos SPF (certificados como libres
de patdgenos especificos). Se utilizaron vectores basados en el virus vaccinia Ankara

modificado (MVA) y en adenovirus humano tipo 5 (AdHu5/AE1-AE3).

En primer lugar, se confirmé que el vector viral basado en MVA no infecta
productivamente a los pollos. Esto se determiné a través del estudio de biodistribucién
luego de la aplicacién de MVA por via subcutdnea en el ala (no indujo formacién de
lesiones nodulares) o por via intramuscular en la pata (se detecté el genoma viral

Unicamente en el sitio de inoculacidon y hasta las 24 h post infeccion).

El vector MVA-VP2 fue obtenido previamente en nuestro laboratorio, y en este trabajo se
obtuvo el adenovirus recombinante AdHu-VP2. Para ello, se implementé el sistema de
dos componentes: i) el vector de expresiéon pAd/CMV/V5/DEST™Yy, ii) las células HEK 293A.
Los virus recombinantes obtenidos son incompetentes para la replicacién en la mayoria
de las células de mamiferos o aves debido a la ausencia de los genes que codifican para
las proteinas esenciales E1 y E3, pero en el laboratorio se amplifican en cultivos de células

HEK 293A (aportan en trans las dos proteinas indispensables para la replicacion viral).

2|Pagina



RESUMEN

Posteriormente, se evalud la proteccion frente al desafio con IBDV conferida por una
Unica inmunizacion con MVA-VP2 en pollos SPF. Las aves fueron inmunizadas con distintas
dosis (5,2 x 103 UFP u 8 x 10° UFP) por via i.m. La dosis baja protegio parcialmente mientras
qgue la dosis alta indujo proteccién contra IBDV. En este ultimo caso, se observd que el
dafio histopatolégico en BF fue leve (score promedio de 2) y el titulo de IBDV en BF
disminuyd significativamente respecto del cuantificado en el grupo de aves inmunizadas

con virus MVA recombinantes que expresan una proteina no relacionada (MVA-GFP).

Luego, se evalud la proteccién frente al desafio con IBDV con un esquema de inmunizacién
prime-boost heterélogo combinando AdHu-VP2 (dia 1 de edad) y MVA-VP2 (dia 11 de
edad). Se observé que AdHu-VP2 no induce proteccion contra IBDV, pero fue capaz de
primar la respuesta inmune, que fue potenciada por la aplicacidn de la vacunacién de
refuerzo con MVA-VP2. La mayoria (5 de 6) de las aves vacunadas con AdHu-VP2/MVA-
VP2 no presentaron lesiones histopatoldgicas en la BF y en el 50% de las aves de este
grupo no se detectd la presencia del virus de desafio en dicho 6rgano. Finalmente, con el
propdsito de mejorar ain mas los niveles de proteccidon contra IBDV, se realizé un
esquema de inmunizacion similar donde se aumentd 200 veces la dosis de AdHu-VP2 (1,5
x 10° UFP) aplicada al dia de edad (prime) y se mantuvo constante la dosis refuerzo (boost)
con MVA-VP2 (8 x 10° UFP). Los resultados obtenidos mostraron que el aumento de la

dosis del prime con AdHu-VP2 no mejord los parametros de proteccidn contra IBDV.
En las aves protegidas no se detectaron anticuerpos especificos anti-IBDV.

En conjunto, los resultados obtenidos indican que el vector viral MVA-VP2 induce una
respuesta inmune especifica que protege contra IBDV cuando el desafio se realiza a los
27 dias de edad, momento en que las aves presentan la mayor susceptibilidad a dicho
patégeno. Los pardmetros de proteccién (definidos como cantidad de IBDV vy lesiones
histopatoldgicas en BF) mejoraron cuando se realizé un esquema de dos dosis heterdlogas

combinando los vectores AdHu-VP2 (6,6 x 10 UFP) y MVA-VP2 (8 x 10° UFP).

A futuro, se evaluara la potencialidad del candidato vacunal MVA-VP2 para la prevencién
de la enfermedad de Gumboro al aplicarlo por las vias de inmunizacién masivas usadas

en la industria avicola (in ovo o al dia de edad).
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ABSTRACT

Evaluation of immunogens based on
non-replicative viral vectors for the
prevention of Gumboro disease

ABSTRACT

The infectious bursal disease virus (IBDV) is the causative agent of an acute, highly
contagious and globally distributed disease called Gumboro disease. It is characterized by
the destruction of immature B lymphocytes in the bursa of Fabricius (BF) that culminates
in the atrophy of that organ and induces immunosuppression. Between the third and sixth
week of life, BF is at its maximum development, this period is the one with the greatest
susceptibility to IBDV. Vaccination programs, together with farm cleaning and disinfection
and strict biosecurity measures, are the basis for controlling this disease. The vaccines
used to control IBDV are the conventional inactivated or live attenuated vaccines, those
of immune complexes and the vectored (recombinant). All vectored vaccines express the
VP2 protein of IBDV, a major component of the viral capsid and the main antigen against

which the host's immune response is directed.

In this thesis work, the efficacy of the immunization of non-replicative viral vectors
expressing the VP2 protein of IBDV in SPF chickens (certified as specific pathogens free)
was evaluated. Vectors based on modified vaccinia Ankara virus (MVA) and human

adenovirus type 5 (AdHuU5 / AE1-AE3) were used.

First, it was confirmed that the MVA-based viral vector does not productively infect
chickens. This was determined through the biodistribution study after the application of
MVA subcutaneously in the wing (it did not induce formation of nodular lesions) or
intramuscularly in the thigh (the viral genome was detected only in the inoculation site

and up to 24 h post infection).
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The MVA-VP2 vector was previously obtained in our laboratory, and in this work the
recombinant adenovirus AdHu-VP2 was obtained. For this, the two-component system
was implemented: i) the expression vector pAd/CMV/V5/DEST™ and, ii) the HEK 293A
cells. The recombinant viruses obtained are incompetent for replication in most
mammalian or avian cells due to the absence of the genes that code for the essential
proteins E1 and E3, but in the laboratory they are amplified in HEK 293A cell cultures (they

provide in trans the two proteins essential for viral replication).

Subsequently, the protection against IBDV challenge conferred by a single immunization
with MVA-VP2 in SPF chickens was evaluated. The birds were i.m. immunized with
different doses (5.2 x 103 PFU or 8 x 10° PFU). The low dose partially protected while the
high dose induced protection against IBDV. In the latter case, it was observed that the
histopathological damage in BF was slight (average score of 2) and the IBDV titer in BF
decreased significantly compared to that quantified in the group of birds immunized with

recombinant MVA viruses that express an unrelated protein (MVA-GFP).

Then, protection against IBDV challenge was evaluated with a heterologous prime-boost
immunization scheme combining AdHu-VP2 (day 1 of age) and MVA-VP2 (day 11 of age).
It was observed that AdHu-VP2 does not induce protection against IBDV but was able to
prime the immune response, which was enhanced by the application of the booster
vaccination with MVA-VP2. The majority (5 of 6) of the birds vaccinated with AdHu-
VP2/MVA-VP2 did not present histopathological lesions in the BF and in 50% of the birds
of this group the presence of the challenge virus was not detected in that organ. Finally,
in order to further improve the levels of protection against IBDV, a similar immunization
scheme was carried out with a 200-fold increase of the dose of AdHu-VP2 (1.5 x10° PFU)
applied to the day of age (prime) and the booster dose (boost) with MVA-VP2 (8 x10° PFU)
was kept constant. The results obtained showed that increasing the dose of the prime

with AdHu-VP2 did not improve the protection parameters against IBDV.
Specific anti-IBDV antibodies were not detected in protected birds.

Altogether, the results obtained indicate that the MVA-VP2 viral vector induces a specific

immune response that protects against IBDV when the challenge is carried out at 27 days
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of age, a time when the birds have the highest susceptibility to this pathogen. Protection
parameters (defined as the amount of IBDV and histopathological lesions in BF) improved
when a two-dose heterologous schedule was performed combining the vectors AdHu-VP2

(6.6 x 106 PFU) and MVA-VP2 (8 x 10° PFU).

In the future, the potentiality of the MVA-VP2 vaccine candidate for the prevention of
Gumboro disease will be evaluated when applied by the massive immunization routes

used in the poultry industry (in ovo or at day of age).

KEY WORDS: Viral vector; MVA; Adenovirus; veterinary vaccine; IBDV; Gumboro disease.
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1 INTRODUCCION

1.1 EL SECTOR AVICOLA Y LA PREVENCION DE ENFERMEDADES

La Republica Argentina ocupa el 10° lugar en produccidn de carne de pollo y es el 8°
exportador a nivel mundial (Boletin Avicola 2019 Afio XXII N°82, Ministerio de
Agricultura, Ganaderia y Pesca). De acuerdo con el volumen, las exportaciones avicolas
se distribuyeron principalmente entre los siguientes paises: 35% China, 13% Sudafrica,
8% Chile, 6% Vietnam y 4% Hong Kong, Rusia y Colombia. El 26 % restante corresponde
a Cuba, Arabia Saudita, Angola y Yemen, entre otros. Son mas de 60 paises los destinos
de las exportaciones. La relacién exportacion/produccion para el afio 2019 fue de 15%.
Segin el relevamiento de CONINAGRO (Confederacién Intercooperativa
Agropecuaria), en Argentina hay 6.500 granjas. El 83% de la produccion se desarrolla
en Buenos Aires y Entre Rios. En tanto que la produccién deja 2,1 millones de toneladas
de carne aviar y 1,0 milldn de huevos (Fuente: CONINAGRO, noviembre de 2019). Los
argentinos consumen, en promedio, 43 kilos por afo por habitante de carne aviar y
265 huevos por habitante por afo, valores que se mantienen estables desde el aino

2015.

El sector avicola fue incorporando mejoras tecnoldgicas en diversas areas de la
produccién. La sanidad y la correcta nutricidn constituyen, junto con el desarrollo de la
genética, los pilares sobre los cuales se basa el incremento de la capacidad competitiva
del sector, siendo que nuestro pais mantiene un estatus sanitario éptimo, libre de las
enfermedades de Newcastle e Influenza aviar. Las empresas también participan en el
mejoramiento de la calidad mediante la puesta en marcha de planes de Buenas
Practicas Agropecuarias (BPA), Buenas Practicas de Manufactura (BPM) y de Analisis de
Peligros y Puntos de Control Critico (APPCC o HACCP, por sus siglas en inglés) auditados

por los servicios veterinarios del SENASA.
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Las grandes pérdidas en la productividad debidas a enfermedades infecciosas en aves
son un problema sumamente importante y, por lo tanto, para propiciar un continuo y
robusto desarrollo de la industria avicola se requiere un gran control sanitario. La
vacunacion representa la intervencidon mas rentable para la prevencidn y el control de
enfermedades y, es la herramienta mds utilizada en medicina veterinaria. Es asi que la
comunidad veterinaria aplica el enfoque de Una Sola Salud (One Health) para
proporcionar una proteccion adecuada al conjunto diverso de patdégenos que
amenazan continuamente a todas las especies. El concepto de Una Sola Salud
reconoce que la salud de las personas estd conectada con la salud de los animales y del
medio ambiente. Se trata de un enfoque colaborativo, multisectorial y
multidisciplinario que se aplica con el objetivo de conseguir soluciones éptimas para la
salud teniendo en cuenta la interaccidn entre personas, animales, plantas y el medio
en el que vivimos todos juntos. Si bien la mayoria de las vacunas veterinarias que se
usan actualmente fueron desarrolladas hace varias décadas, como disciplina, el

desarrollo de vacunas enfrenta numerosos desafios.

La presencia de enfermedades infecciosas juega un rol fundamental como limitante del
crecimiento del sector avicola vy, la vacunacién es el método mdas econdmico para la
prevencidny el control. En la actualidad, las aves en las granjas productoras se vacunan
contra muchas enfermedades para prevenir las pérdidas directas (muerte,
sintomatologia clinica, caida de postura) o indirectas (inmunosupresién y consecuente
predisposicion superior a contraer otras enfermedades). Las vacunas que se utilizan
estan basadas en la inactivacion del patégeno (vacunas inactivadas) o en su atenuacion
mediante pasajes sucesivos en animales o cultivos celulares (vacunas atenuadas). Son

efectivas, pero presentan algunas desventajas: composicidon indefinida del antigeno,
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reacciones adversas locales ocasionadas por los adyuvantes de la formulacion,
elevados costos debido a la necesidad de una estricta cadena de frio, riesgos de
reversién a la patogenicidad en individuos inmunocomprometidos y la posibilidad de
transmisién de patdgenos no detectados (virus, bacterias). A pesar de la extensa
cantidad de vacunas veterinarias disponibles, existe la necesidad de disponer de
aquellas que mantengan tanto las mejores caracteristicas de las vacunas a virus muerto
o a subunidad (por ej. la seguridad) como las ventajas de las vacunas convencionales a
virus vivo (por ej. la eficacia). En este contexto, el disefio racional de nuevas vacunas es
fundamental para el control de las enfermedades infecciosas. Los conocimientos
derivados de la biologia molecular, la ingenieria genética y la inmunologia permiten
disefar estrategias para el desarrollo de nuevas vacunas de composicion definida, que
combinan seguridad y eficacia. En particular, las vacunas vectorizadas se basan en
utilizar un microorganismo vivo no patégeno (a menudo un virus o una bacteria) que
tiene la capacidad de transportar y expresar el/los genes que codifican los principales
antigenos protectores del patégeno, sin causar enfermedad. La expresidn del antigeno
“transportado” por el vector induce una respuesta inmune protectora especifica contra

el patégeno contra el cual esta dirigida la vacuna.

Las aplicaciones mas exitosas de las vacunas de vectores virales son en el campo
veterinario. Esto contrasta con el desarrollo de vacunas para uso humano, que implica
requisitos regulatorios mas estrictos, ensayos clinicos escalonados (Fase 1 a 3) y, por
ende, el tiempo que transcurre hasta obtener la licencia y comience el retorno de la
inversidon. Al menos 15 vacunas basadas en vectores virales estan autorizadas para uso

veterinario (Draper and Heeney, 2010)(Tabla 1).

El sector avicola incorpord rdpidamente las denominadas vacunas vectorizadas,
obtenidas por técnicas biotecnoldgicas. En particular, aquellas basadas en los vectores
virales derivados de herpesvirus de pavo (HVT), virus fowlpox (FWPV, viruela aviar) y
virus canarypox (CNPV, viruela de canario). En nuestro pais se utilizan principalmente
las vacunas importadas basadas en HVT o la vacuna nacional vectorizada por CNPV
(Tabla 1). Esta ultima, denominada R-VAC INMUNER IBD, protege contra la Enfermedad
de Gumboro y es la primera vacuna recombinante argentina. Fue desarrollada en el

marco de una colaboracién publico-privada entre el INTA (nuestro grupo de
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investigacion) y Laboratorios Inmuner S.A. Se aplica en monodosis al dia de edad y es

una vacuna efectiva aunque en las aves protegidas no se detecté la induccion de una

respuesta inmune humoral anti IBDV (virus de la enfermedad infecciosa de la bolsa,

agente causal de la enfermedad de Gumboro) (Zanetti et al., 2014, 2016; Novella et al.,

2018).
Vector Viral Aprobada para su
) Patégeno blanco Especies Nombre comercial Distribuidor P P )
Recombinante uso en Argentina
Adenovirus Humano Artemis
. . . Zorros y Onrab .
tipo 5 virus de la rabia Technologies Inc.
" — mapaches
Virus vaccinia Raboral
virus de la influenza equina ProteqFIu—Te (Europe)
caballos Recombitek (USA)
ALVAC (virus \{irus West Nil'e Recombitek Fquine WNV Boehringer
virus de la rabia Purevax Feline Rabies Ingelheim en curso
canarypox) - - - gatos —
virus de la leucemia felina Purevax FelLV si
. . ) perros RECOMBITEK rDistemper si
moquillo (distemper canino) -
hurones Purevax Ferret Distemper
Virus Canarypox virus de la enfermedad de R-VAC INMUNER 1BD* Laboratorios i
(cepa Abbatista95) Gumboro Inmuner
virus de I.a |nf|uerTza aviary Trovac Al HS Boehnnger
viruela aviar Ingelheim
irus de la Enf dad d
W viru vi
Fowlpox virus (FWPV) [(— y‘ o
o viruela aviar virus de la Laringotraqueitis ollos
Infecciosa Aviar y viruela P Vectormune FP-LT CEVA Salud Animal si
aviar
Viruela Avi M |
rueta vu?r Y i ycopiasma Vectormune FP-MG
gallisepticum
Virus de Enf dad
dclanlj\lse eca:tlzr:\leD\j) virus de la Enfermedad de Avime
Wi vimex
" | Newcastle e influenza aviar Vaxigen K-NewH5
cepa La Sota
|‘:|aVIVII"uS ,YFV—N_D virus West Nile caballos PreveNile Intervet
(virus quimérico vivo)
virus de la enfermedad de Boehringer
Marek y de la enfermedad de Vaxxitek HVT + IBD enrl ge si
Ingelheim
Gumboro
virus de la enfermedad de
Herpesvirus de pavo |narek y de la enfermedad de pollos Vectormune HVT — NDV si

(HVT)

Newcastle

virus de la enfermedad de
Marek y de la
Laringotraqueitis Infecciosa
Aviar

Vectormune HVT LT

CEVA Salud Animal

si

* Primera vacuna recombinante argentina desarrollada por INTA y Laboratorios Inmuner.

Tabla 1 - Vacunas veterinarias vectorizadas de uso comercial.

Para su uso en aves de corral, las vacunas recombinantes basadas en FWPV y HVT

poseen la ventaja de ser bivalentes. La respuesta inmunitaria se induce contra el vector

(proteccién contra viruela aviar o enfermedad de Marek, respectivamente) y contra el

antigeno foraneo derivado de otro agente patdgeno. Sin embargo, con las vacunas
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vectorizadas por FWPV es fundamental determinar el momento éptimo de vacunacién
porque se debe sobrepasar lainmunidad pre-existente para garantizar proteccién. Esta
inmunidad pre-existente puede estar originada por el traspaso pasivo de anticuerpos
maternos, por vacunaciones previas de los planteles o por exposiciones a cepas
circulante a campo (Skinner et al., 2005). Las vacunas vectorizadas por HVT o CNPV no
presentan este problema debido a que los vectores virales no son patégenos de pollos.
Por otro lado, por el tipo de vector, algunas de las vacunas de HVT estan formuladas
como virus asociado a células y requieren una estricta cadena de frio (en nitrégeno
liguido) para su almacenamiento y transporte. Actualmente, R-VAC INMUNER IBD
también se comercializa congelada en nitrégeno liquido. Esto determina altos costos
para su transporte desde los puntos de comercializacién hasta las plantas de
incubacién. En el caso particular de nuestro pais, donde la produccion avicola estd
concentrada en una regidn geografica (86% en Entre Rios y Buenos Aires), estas
vacunas son las de eleccién debido a su efectividad y porque se aplican con métodos

de inmunizacion masiva (in ovo o al dia de edad).

1.2 EL SISTEMA INMUNOLOGICO DE LAS AVES

En las aves domésticas la competencia inmunoldgica es especialmente importante para
el desempeio productivo, si los animales estan inmunodeprimidos, la efectividad de
las vacunas y/o de los medicamentos utilizados rutinariamente se reduce vy, asi, se

incrementa la susceptibilidad a enfermedades.

En el ciclo de vida de las aves, el desarrollo de los embriones se realiza nutriéndose del
saco vitelino del cual también se produce la absorcién de anticuerpos maternos (del
tipo 1gG, pero denominada IgY por ser predominante en yema). La resistencia a la
infeccidon durante los primeros dias de vida depende del transporte de la IgY materna
(inmunidad pasiva o MDA del inglés Maternal Derived Antibodies). El huevo fertilizado
contiene IgY en el saco vitelino y luego la albimina adquiere las IgA e IgM durante su
viaje por el oviducto, pero la concentracion de estas ultimas es mas baja que la de IgY
(Figura 1). Al principio, la IgY se une a sus receptores presentes en la membrana

plasmatica y es endocitada para conformar vesiculas recubiertas que a su vez forman
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vesiculas desnudas que se mueven hacia la superficie celular basolateral y descargan
su contenido dentro de la circulacion fetal (Tressler and Roth, 1987). En el ave, la IgY
materna es especificamente secuestrada de la normal circulacion materna por el oocito
en desarrollo y posteriormente se transporta desde la yema de huevo a través de la
membrana del saco vitelino, hacia el embrién en desarrollo, apareciendo en la
circulacién fetal al dia 7 y luego incrementandose a 0,1 mg/mL al dia 15 hasta alcanzar
1,5 mg/mL en los pollos recién nacidos. Estos anticuerpos tienen un tiempo de
permanencia en el animal de aproximadamente 3 semanas otorgando proteccién
mientras que el sistema inmunoldgico se desarrolla (Kowalczyk et al., 1985; Tressler

and Roth, 1987).

Ovario

A
/{ﬂ)\ ﬂ? <— |gY de la sangre

Oviducto

IgA localmente

secretado
IgA en albumina
ingestada por el IgY en la yema es
pollito, protege absorbida dentro del
el intestino torrente sanguineo

Figura 1 - Transferencia de inmunidad al pollito. (Tomado de Rev. Vet. Arg. 2011/12).

El sistema inmunolégico de las aves es dependiente del tejido linfoide, el cual se
clasifica en primario y secundario. El primario esta compuesto por la bolsa de Fabricio
y el timo mientras que el secundario incluye el bazo, las tonsilas cecales, las placas de

Peyer, los nodos linfaticos y la glandula de Harder (Figura 2).
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Nodo linfatico lumbar

Tonsila Cecal

Bolsa de Fabricio s
Nodo linfdatico

cérvico-tordcico

Cloaca

Nodo linfatico
de la pared

intestinal Nodos murales de la pared

de los vasos linfdaticos

Médula Osea

Figura 2 - Organos linfoides de pollo (adaptado de (Jaffredo, Fellah and Dunon, 2006).

La bolsa de Fabricio recibié su nombre en honor al anatomista Italiano Dr. Hyeronimus
Fabricius en el ano 1621, debido a que él fue el primero en descubrir en las aves una
pequeiia bolsa por encima de la cloaca, sin tener conocimiento de su rol. Recién en
1956, donde por serendipia fue descubierta la funcidon precisa del drgano, fue
publicado un articulo en la revista Poultry Science: “La bolsa de Fabricius y la
produccién anticuerpos" por Bruce Glick, Timothy S. Chang, y R. George Jaap (Glick,
Chang and Jaap, 1956) donde fue senalado como el 6rgano productor de linfocitos B.
Por ello, se lo considerd el érgano linfoide primario y de suma importancia en el
desarrollo de la inmunidad en aves jovenes. Actualmente, el articulo escrito por Glick

y col. es considerado un documento histérico de la revista.

La bolsa de Fabricio (BF) es un drgano sacciforme caracteristico de las aves, ubicado
por encima de la cloaca y por debajo del sacro. Se desarrolla a partir del 5° dia de
incubacién como una evaginacién del endodermo del intestino posterior.
Aproximadamente a los 10 dias de incubacion este brote epitelial desarrolla una

cavidad y su pared comienza a plegarse. La cavidad estd revestida por un epitelio
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estratificado que comienza a invaginarse en el mesodermo circundante
aproximadamente a los 12 dias de incubacidn. Las células linfoides serian células
migrantes que poblarian el esbozo bursal (Lawzewitsh, 1984). La pared de la bolsa de
Fabricio tiene una mucosa, que es la mas gruesa de las capas de su pared y se proyecta
hacia el lumen del 6rgano en forma de 12 pliegues denominados folias. En el apice de
cada folia el epitelio es simple cilindrico y se denomina epitelio asociada a foliculos
(FAE, por su sigla en inglés) que recubre el 10% de la superficie de las folias. La cara
interna de los pliegues esta recubierta de epitelio pseudoestratificado cilindrico: el
epitelio interfolicular (IFE, por su sigla en inglés) que cubre el 90% de la superficie de

las folias (Figura 3).

TR

Foliculos

Epitelio columnar
pseudo- estratificado =

Figura 3 - Corte histolégico de la bolsa de Fabricio de un pollo. Adaptado de
http://www.onlineveterinaryanatomy.net/.

Cada pliegue contiene numerosos foliculos linfoides separados unos de otros por
medio de fibras de tejido conectivo. En la red reticular de los foliculos, aparecen
linfocitos apifiados de forma muy densa que ocupa una zona cortical externa los cuales
se encuentran separados de los linfocitos de la zona medular por una membrana basal
y una capa simple de células epiteliales, en donde dichas células se unen con el epitelio

de células cubicas de la mucosa. Las células especializadas presentes en este sitio son
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capaces, mediante pinocitosis, de transferir material (por ejemplo, bacterias) desde la

luz bursal a la médula folicular (Gordon and Jordan, 1985).

Brevemente, el desarrollo de la bolsa de Fabricio puede dividirse en tres fases: A) de
crecimiento rapido, que va desde la eclosién hasta las tres semanas de edad, B)
“plateau” o meseta, que abarca desde las cuatro a las ocho semanas de edad y, C) de
regresion, en la cual la bolsa disminuye su tamafio, ocurriendo antes de la madurez

sexual. (Glick, 1956; Taylor and McCorkle, 2009) (Figura 4).

0 1 2 3 4 5 8 7 8 9 10101 1213 14 15 18 17 18
Edad (Semanas)

Figura 4 - Representacion grafica de las fases en el desarrollo de la bolsa de Fabricio. A: Fase de crecimiento;
B: Fase Meseta; C: Fase de Regresion.

Algunas enfermedades, como las enfermedades de Gumboro y Marek, producen la
destruccion de la bolsa de Fabricio. Si la infeccion sucede a una edad temprana, se
previene la programacion de las células By, si el animal sobrevive, se afectara tanto la
respuesta inmune a otras infecciones como la capacidad de inducir la produccién de

anticuerpos luego de la vacunacién (Butcher and Miles, 1994).

Es importante destacar que, actualmente, la produccion avicola se desarrolla en forma
integrada, intensificandose la crianza del pollo parrillero. Esto conlleva factores que

desencadenan estados inmunosupresivos y aumentan la susceptibilidad de las aves a
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las enfermedades. La inmunosupresion puede ser causada por agentes infecciosos o
no infecciosos. Los agentes inmunosupresores pueden afectar a todos los tipos de
inmunidad y asi, incrementan la susceptibilidad a agentes patdgenos en forma
inespecifica (Hoerr, 2010). La atrofia o cambios en los érganos linfoides, como, por

ejemplo, la bolsa de Fabricio, son indicadores de inmunosupresion.

1.3 EL VIRUS DE LA ENFERMEDAD INFECCIOSA DE LA BOLSA

El virus de la enfermedad infecciosa de la bolsa (IBDV) es el miembro prototipo
perteneciente al género Avibirnavirus de la familia Birnaviridae. Su genoma esta
formado por dos segmentos de ARN doble cadena de diferente tamafio ARN (Midiller,
Scholtissek and Becht, 1979). El segmento A (3,2 kpb) contiene dos marcos de lectura
abiertos (ORF) parcialmente superpuestos. El ORF 1 codifica para la proteina no
estructural, VP5 (17 KDa) que no es esencial para la replicacion in vitro, pero posee un
rol importante en la patogenia (Mundt, Beyer and Muller, 1995). El segundo ORF
codifica para una poliproteina de 110 kDa cuya secuencia aminoacidica, desde el
extremo amino al carboxilo terminal, contiene al precursor de la proteina viral 2y a las
proteinas 4 y 3 (NH2-pVP2-VP4-VP3-COOH; Figura 5). La proteina VP4 es una serin-
proteasa que mediante su actividad autocatalitica cliva a la poliproteina liberando las
proteinas VP3 (32 kDa) y VP4 (28 kDa) y al precursor pVP2 (48 kDa). Este polipéptido
es posteriormente procesado en su regidn carboxi-terminal para formar la proteina
VP2 madura, de 441 aminodcidos (37 kDa) (Lejal et al., 2000; Irigoyen et al., 2009). El
segmento B (2,8 kpb) contiene un uUnico ORF codifica para la que codifica para la
proteina VP1 (97 kDa) que es la replicasa viral, con actividad de ARN polimerasa-ARN
dependiente (RdRp). Esta enzima, que participa de los procesos de transcripcién y
replicacion del genoma viral esta presente en la particula viral en forma libre o asociada

al genoma (VPg; Figura 5) (Tacken et al., 2000; von Einem et al., 2004).
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Segmento A
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Figura 5 —Representacién esquematica del genoma del virus de la enfermedad infecciosa de la bolsa (IBDV)
y del procesamiento de las proteinas codificadas. ORF: marco de lectura abierto. VP2 y VP3: proteinas de
la capside. pre-VP2: precursor de la proteina VP2. VP1: ARN polimerasa viral. VPg: proteina VP1 unida
covalentemente al extremo 5° del genoma viral. VP4: proteasa vial. VP5: Proteina no estructural. Las
flechas curvas indican sitios de escisidn de proteasa. Los niUmeros representan posiciones de aminodcidos.
Adaptado de Virus Taxonomy: International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV).

Los viriones de IBDV poseen una capside proteica icosaédrica de 65-70 nm de didmetro,
formada por 260 trimeros de la proteina VP2, que protruyen hacia el exterior. Los
trimeros de la proteina estructural VP3 se encuentran hacia el interior y estabilizan la

capside (Bottcher et al., 1997; Castén et al., 2001) (Figura 6).
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VP3

VP2

T=13 capsid

Figura 6 - Estructura de IBDV. (extraido de (Payne, 2017)).

La proteina VP2 es el componente mayoritario de la cdpside viral. Es el antigeno
principal de IBDV porque posee los determinantes antigénicos contra los cuales esta
dirigida la respuesta inmune del hospedador. En esta proteina se identificaron epitopes
conformacionales capaces de inducir la producciéon de anticuerpos neutralizantes
contra el virus (Fahey, Erny and Crooks, 1989; Dey et al., 2019). Ademas, esta proteina
posee epitopes, aun no identificados, responsables de inducir una respuesta
inmunitaria protectora de tipo celular. Las vacunas vectorizadas (basadas en virus
fowlpox o canarypox) recombinantes que expresan la proteina VP2 protegen contra
IBDV aun en ausencia de la induccidon de anticuerpos seroneutralizantes (Shaw and

Davison, 2000; Zanetti et al., 2016).

La proteina de capside VP2 es también la responsable de la variacidn antigénica, de la
adaptacion al crecimiento in vitro y de la virulencia del virus (Brandt et al., 2001). De
acuerdo a los cambios aminoacidicos en la region hipervariable (aa 206 a 350) de la
proteina VP2, IBDV se clasifica en siete genogrupos, siendo el genogrupo 1 el que posee

distribucién mundial (Michel, Daral and Jackwood, 2017).
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1.3.1 LA ENFERMEDAD DE GUMBORO Y SU CONTROL POR VACUNACION

El virus de la enfermedad infecciosa de la bolsa (IBDV) es el agente causal de una
enfermedad aguda, altamente contagiosa y de distribucion mundial denominada
enfermedad de Gumboro o enfermedad infecciosa de la bolsa (IBD). Este virus afecta
especialmente a aves jovenes y posee un tropismo selectivo por diferentes células del
sistema inmune, en particular por los linfocitos B que expresan IgM en su membrana,
es por esto que replica mayoritariamente en la bolsa de Fabricio (BF). En las aves
afectadas, IBDV ocasiona linfopenia (inmunosupresién) y consecuentes infecciones
secundarias (Ingrao et al.,, 2013). La severidad del cuadro clinico de IBD esta
directamente relacionada con el nimero de células susceptibles presentes en la BF.
Entre la tercera y sexta semana de vida la BF se encuentra en su maximo desarrollo

siendo este periodo el de mayor susceptibilidad a IBDV (Van Den Berg, 2000).

IBDV es altamente estable en el medio ambiente y es trasmitido por via aérea (Zhao et
al., 2014). Posee gran resistencia a agentes fisicos y quimicos, por lo que persiste en los
ambientes de crianza, incluso después de la limpieza y desinfeccién, infectando las
parvadas subsiguientes (Eterradossi and Saif, 2013). La enfermedad de Gumboro
afecta econdmicamente la produccién de pollos alrededor del mundo de manera
directa (mortalidad) o indirecta (asociada principalmente a wuna severa

inmunosupresion).

Existen dos serotipos distintos de IBDV, designados como serotipos 1 y 2, que
naturalmente pueden infectar pollos, pavos, gallinas, patos, avestruces y gallinas de
Guinea (Eterradossi and Saif, 2013). La patogenia en pollos solo ha sido reportada a
causa del serotipo 1, mientras que los del serotipo 2, aislados de pavos y patos, no son
virulentos para pollos (McFerran et al., 1980). En base a su patogenicidad, los IBDV del
serotipo 1 se clasifican en tres patotipos: cepas clasicas, cepas variantes y cepas
hipervirulentas (Eterradossi and Saif, 2013). Las cepas variantes inducen pocos signos
clinicos (aunque pueden causar lesiones severas en la BF) y baja mortalidad (menor al
20%), las cepas cldsicas pueden causar entre 10 y 50% de mortalidad, mientras que las
cepas hipervirulentas (vwIBDV) pueden inducir desde 50% hasta 100% de mortalidad

(Manual OIE, 2012). La “re-emergencia” de IBDV con variantes antigénicas y cepas muy
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virulentas han sido las razones de pérdidas significativas y alta mortalidad en pollos,
ademas el virus estd en constate evolucidn en el campo lo que genera cambios en la
antigenicidad y virulencia (Dey et al., 2019). En el caso particular de Argentina, Vera et
al. (2015) realizaron un analisis filogenético de 51 aislamientos de campo de IBDV y
determinaron que corresponden a un linaje argentino que contiene un patrdn
particular de aminodcidos, extendido por todo territorio nacional, que causa cuadros

clinicos de leves a moderados.

El esquema de clasificacién actual del IBDV es confuso porque se basa en los tipos
antigénicos, variante y cldsica, asi como en patotipos. Recientemente se propuso un
nuevo esquema de clasificacidon para IBDV basado en seis genogrupos identificados a
partir del andlisis filogenético sobre la region hipervariable de la proteina VP2 de cepas
de todo el mundo (Michel, Daral and Jackwood, 2017). Los genogrupos 1 y 4 son los
gue prevalecen en Sudamérica (Hernandez et al., 2015; Vera et al., 2015; Tomas et al.,
2019). De acuerdo a este nuevo esquema, las cepas cldsicas corresponden al
genogrupo 1y el linaje de IBDV divergente o distinto (dIBDV) corresponde al genogrupo

4.

La primera linea de defensa contra la enfermedad de Gumboro debe ser la
bioseguridad, pero como se menciond anteriormente, el virus es muy dificil de inactivar
y eliminar de los galpones. Por ello, la segunda linea de defensa para proteger a los
pollitos contra la infeccidon es mediante el uso de vacunas que se emplean tanto en los

lotes de reproductoras como en su progenie.

Las vacunas utilizadas para el control de IBDV son las convencionales inactivadas o vivas

atenuadas, las de complejos inmunes y las vectorizadas (recombinantes).

Las vacunas inactivadas generalmente se administran a las aves en la etapa previa a la
postura para inducir altos niveles de anticuerpos y transferirlos, a través de la yema de
huevo, a la progenie (inmunidad pasiva). Estas vacunas pueden ser producidas en
huevos embrionados, cultivos celulares o pollos, utilizando el virus vivo. Los IBDV
cosechados se inactivan (por radiacién, calor o tratamiento quimico) y luego se
formulan con un adyuvante oleoso para aumentar su inmunogenicidad. La calidad de
las vacunas inactivadas varia segin su contenido de antigeno, el proceso de
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inactivacion y la formulaciéon de los adyuvantes (Gardin Y. et al., 2014). Son muy seguras
porque no replican en las aves. En general, estas vacunas se usan en aves reproductoras
qgue recibieron durante las primeras semanas de vida alguna dosis de vacuna viva
atenuada. De esta forma, se induce la producciéon de altos niveles de anticuerpos
neutralizantes en las reproductoras, los cuales se transmiten pasivamente a la progenie
a través de la yema y protegen a la descendencia durante el periodo critico de la

primera a la segunda semana de vida (Eterradossi and Saif, 2013).

En los animales jovenes en general se utilizan las vacunas convencionales vivas
atenuadas. Estas vacunas replican en el érgano blanco (la bolsa de Fabricio), imitan la
infeccion en el hospedador e inducen respuestas inmunitarias de tipo humoral y celular
gue son protectoras. Ademas, no producen reacciones inflamatorias locales porque
no requieren del uso de adyuvantes y se pueden administrar por vias de inmunizacién
masivas tales como la administracidn en el agua de bebida o la aplicacion por aspersion.
Sin embargo, la presencia de anticuerpos maternos neutraliza al virus vacunal, por lo
gue es fundamental determinar el momento dptimo de la vacunacidn. Por lo tanto, la
efectividad de este tipo de vacunas depende de tres factores: el tiempo dptimo de
vacunacion, los niveles de anticuerpos maternos anti-IBDV y la virulencia del virus
vacunal. Las vacunas atenuadas vivas contra IBDV se clasifican en “suaves”: presentan
poca efectividad en presencia de anticuerpos maternos y frente a vvIBDV; e
“intermedias” o “intermedias plus”, las cuales sobrepasan niveles de anticuerpos
maternos moderados o altos, respectivamente. Sin embargo, estas ultimas ocasionan
lesiones moderadas a graves en la BF y, por lo tanto, causan distintos grados de
inmunosupresion (Mazariegos, Lukert and Brown, 1990; Tsukamoto et al., 1995;
Kumar, Singh and Prasad, 2000; Rautenschlein et al., 2005). Una desventaja de las
vacunas vivas atenuadas es la posible reversién de la virulencia y, en consecuencia,
provocar enfermedad y/o pérdidas en la produccién (Mdller et al., 2012). Por lo tanto,
existe un dilema entre seguridad y eficacia, por lo cual en el momento de la vacunacién

es fundamental tener en cuenta los factores mencionados anteriormente.

Las vacunas basadas en complejos inmunes consisten en una suspensién de IBDV
(cepa intermedia plus) que se mezcla con una concentracion adecuada de anticuerpos

policlonales anti-IBDV. El proceso resulta en una vacuna de un complejo virus-
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anticuerpo, que puede ser aplicado in ovo o al dia de edad. La cantidad de anticuerpos
en el complejo es tan pequefia que no incrementa la inmunidad maternal pero es
suficiente para retrasar por varios dias el curso normal de replicacidn del virus vacunal
(Jeurissen et al., 1998). Estas vacunas poseen la ventaja de sobrepasar la inmunidad
materna, pero como la cepa vacunal es del tipo intermedia plus, produce lesiones en
la BF y puede provocar inmunosupresion. Este tipo de vacunas se usa en pollos

parrilleros.

Las vacunas vectorizadas, que combinan las caracteristicas de seguridad y eficacia,
constituyen una de las estrategias mas exitosas para reemplazar las vacunas vivas
atenuadas en la industria avicola. Todas las vacunas vectorizadas expresan la proteina
VP2 como inmundgeno y estdn basadas en vectores virales derivados de virus de las
enfermedades de Marek y Newecastle, fowlpox, canarypox, virus vaccinia Ankara

modificado (MVA), adenovirus aviares y herpesvirus de pavo (HVT).

La vacuna fpIBD1, vector de FWPV que expresa la proteina VP2 fusionada a la enzima
beta galactosidasa, fue una de las primeras que se obtuvo hace casi 30 afios (Bayliss et
al., 1991). Sin embargo, como la eficiencia de fpIBD1 era variable (dependia de la
inmunidad pre-existente contra el vector y de la cantidad o titulo del virus IBDV en el
desafio) se discontinud su uso. Recientemente, en nuestro laboratorio se desarrolld y
evalud un candidato a vacuna vectorizada por FWPV que expresa la proteina VP2
madura. Esta vacuna recombinante protegié parcialmente frente al desafio con IBDV
porque evité el daino histopatoldgico en la BF pero solo disminuyd 100 veces la cantidad

del virus de desafio recuperado de dicho 6rgano (Federico, 2018).

Existen numerosos trabajos publicados sobre el uso de distintos virus para el desarrollo
de vacunas vectorizadas contra la enfermedad de Gumboro, sin embargo, como se
menciond anteriormente, solo algunos de ellos se comercializan como vacunas contra
IBDV (ver Tabla 1). Los vectores virales son capaces de inducir respuestas inmunes
protectoras contra IBDV y como no producen lesiones significativas en la BF se evita el

efecto adverso de las vacunas atenuadas convencionales: la inmunosupresion.

Las vacunas vectorizadas comerciales basadas en vectores de HVT se administran in
ovo o al dia de edad, mientras que la basada en el vector de canarypox (CNPV) estd
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aprobada para su aplicacion al dia de edad. Estas vacunas vectorizadas son capaces de
sobrepasar la inmunidad materna porque no llevan la proteina VP2 en su estructura, la
expresan de novo y, de esta forma, inducen respuestas inmunitarias especificas que
son protectoras frente al desafio con IBDV. En el caso de las vacunas HVT-IBDV, son
bivalentes para pollos porque protegen contra la enfermedad de Marek (por el vector)
y contra IBDV (porque expresan la proteina inmunogénica VP2). Sin embargo, por la
potente respuesta inmune anti-vector que se genera, la aplicacion de dos vacunas
vectorizadas que usan el mismo vector HVT reduce la eficiencia de una o ambas
vacunas (Dunn et al., 2019). Por otro lado, el vector de CNPV es muy seguro porque no
replica en las aves vacunadas (Zanetti et al., 2016) y no se detecta una respuesta
inmune humoral anti vector (resultados no publicados). La desventaja que presentan
estas vacunas es la necesidad de una estricta cadena de frio para su comercializacién
ya que deben ser almacenadas y transportadas en nitrégeno liquido. Esto se debe a
que el virus HVT esta asociado a células, mientras que para los vectores de CNPV se
relaciona con el proceso de produccion (combinacién de dos factores: titulos virales
obtenidos in vitro en infecciones en monocapas celulares y pérdida de viabilidad

durante el proceso de liofilizacion).

Por lo tanto, las vacunas de vectorizadas para la prevencién de la enfermedad de
Gumboro se producen con las ventajas de proteger contra las cepas cldsicas e
hipervirulentas de IBDV, de superar la interferencia con los anticuerpos derivados de
la madre y de disminuir o evitar el efecto secundario no deseado de las vacunas vivas
atenuadas convencionales (inmunosupresién por dafios en la BF) (Mdller et al., 2012;

Prandini et al., 2016).

Sin embargo, es posible desarrollar otros vectores virales que combinen las
caracteristicas antedichas, pero con la posibilidad de producirlos en cultivos en
suspension y/o almacenarlos/transportarlos liofilizados refrigerados (evitando el costo

y la logistica que implica mantener la cadena de frio de nitrégeno liquido).

33| Pagina



INTRODUCCION

1.4  VECTORES VIRALES BASADOS EN VIRUS VACCINIA ANKARA MODIFICADO

Los poxvirus pertenecen a la familia Poxviridae, que comprende a un grupo de virus
ADN complejos que replican en el citoplasma de las células eucariotas infectadas. Son
virus envueltos y poseen la capacidad de producir viriones complejos, de gran tamafio,
gue contienen en su interior enzimas involucradas en la sintesis de los ARN mensajeros
(ARNm) virales. El ciclo de replicacidn se divide en tres etapas: temprana, intermedia y
tardia (Figura 7). En la fase temprana, el aparato transcripcional empaquetado dentro
del core de las particulas permite la sintesis de ARNm virales. Luego de su sintesis son
extruidos a través de los poros presentes en la superficie del core hacia el citoplasma
de la célula infectada. La transcripcion de los genes intermedios y tardios ocurre en el
citoplasma de la célula sélo después de la replicacién del ADN viral. Luego de una
infeccién sincronizada, los ARNm pueden detectarse por aproximadamente 48 h

(Fenner, 1996).
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Figura 7 - Ciclo de replicaciéon de poxvirus. MV: viriones maduros, EV: viriones envueltos, IV: viriones
inmaduros (adaptado de https://viralzone.expasy.org/4399)

El proceso de ensamblaje, maduracion y liberacidon de los poxvirus es muy complejo.
Las proteinas y el ADN viral se acumulan en factorias virales citoplasmaticas, donde se

forman los viriones inmaduros (V). Luego de un proceso de adquisiciéon de proteinas
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estructurales y membranas, se forman los viriones maduros intracelulares (MV). La
mayoria de los MV permanece en el citoplasma y pueden ser infectivos luego de su
liberacion por lisis celular; sin embargo, una fraccién de ellos incorpora una envoltura
de membrana adicional al atravesar el trans-Golgi originando los viriones envueltos
(EV). Los EV se mueven a través de los microtubulos de actina hacia la periferia de la
célula. Al llegar a la membrana plasmatica, la membrana externa de los EV se fusiona
con la membrana plasmatica resultando en la exocitosis de viriones asociados a células
(forma predominante), o virones extracelulares (libres). Los primeros, se acoplan a
filamentos de actina citoplasmatica que los proyectan hacia las células adyacentes
(diseminacién célula-célula) mientras que los segundos son los responsables de la

diseminacion del virus hacia células mas alejadas (Fenner, 1996).

El virus vaccinia Ankara modificado (MVA) es un poxvirus perteneciente al género
Orthopoxviridae. Su genoma estd totalmente secuenciado y posee 178 kpb (Antoine et
al., 1998). Es un virus altamente atenuado obtenido luego de mas de 570 pasajes de la
cepa corioalantoidea del virus Vaccinia Ankara (CVA) en cultivos primarios de
fibroblastos de embrién de pollo (FEP) (Sutter and Staib, 2003). El fenotipo atenuado
del MVA es el resultado de la delecion de grandes porciones del genoma y numerosas
mutaciones que afectaron particularmente a las proteinas que interactian con el
hospedador, a los genes con motivos tipo anquirina y a algunas proteinas estructurales
(Antoine et al., 1998; Blanchard et al., 1998). En 1998, Antoine y col., publicaron la
secuencia completa de MVA. Su genoma contiene 178 kpb, aproximadamente un 15 %
menos que la cepa parental CVA (208 kpb). En el genoma de MVA se mapearon 193
marcos de lectura abierto (ORF, por su sigla en inglés) que corresponden a 177 genes,
25 de los cuales estan parcialmente delecionados y/o sufrieron mutaciones que

originan proteinas truncadas (Figura 8).
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Figura 8 - Organizacidn genémica del virus MVA. En la parte superior de la figura se muestra la molécula
lineal de ADN bicatenario. En la parte inferior, se muestran los genes intactos (en amarillo) y las deleciones
que se introdujeron en el genoma de MVA durante el proceso de atenuacion (en rojo). Extraido de (Najera
Garcia, 2007).

En la etapa final de la campafiia de erradicacion de la viruela se utilizé al virus MVA
como vacuna y se administré a mas de 120.000 personas (Meyer and Paul-Ehrlich,
2013). Los resultados obtenidos demostraron que MVA no es un virus patogénico y que
puede usarse en animales e individuos inmunocomprometidos, a diferencia de otros
poxvirus de tipo replicativo como VACV (Stittelaar et al., 2001). Actualmente, el virus
MVA estd almacenado por el gobierno de los Estados Unidos como la vacuna para ser
empleada contra el uso bioterrorista de la viruela (vacuna IMVAMUNE producida por
la empresa Bavarian Nordic). Estos antecedentes son un excelente historial de la

seguridad del uso de MVA como vacuna (revisado en (Gilbert, 2013).

El virus MVA posee un tropismo celular limitado, solo replica productivamente en
cultivos de FEP, QT35d (células de embrién de codorniz) y BHK-21 (Baby Hamster
Kidney). En la mayoria de las células de mamifero la reproduccién viral esta bloqueada
en estadios tardios de la infeccidn, impidiendo el ensamblaje de ciertas proteinas
estructurales y por consiguiente la formacién de viriones maduro (M W Carroll and

Moss, 1997; Drexler et al., 1998; Gallego-Gémez et al., 2003).

El uso de los poxvirus recombinantes como vectores virales en el desarrollo de vacunas
comenzd hace mas de 30 afios con el virus vaccinia (VACV) y, luego continud con el uso
de las variantes atenuadas de VACV (como el virus MVA) o con los avipoxvirus (como

los virus FWPV y CNPV) (revisado en (Sanchez-Sampedro et al., 2015).
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Las principales ventajas del uso de MVA como vacuna vectorizada son su perfil de
seguridad y la potente respuesta inmunitaria que inducen contra el antigeno foraneo

que expresan in vivo.

La metodologia utilizada para la generacién de poxvirus recombinantes es la
recombinacién homdloga in vivo entre el genoma viral y un ADN plasmidico que porta
el gen de interés bajo regulacién de un promotor temprano del virus vaccinia
flanqueado por regiones virales no esenciales para la replicacidn viral in vitro (Figura
9). Los sitios blanco de insercion mas utilizados son los genes MVAO86R y MVA165R
gue codifican para la enzima timidina quinasa viral (TK) y la proteina viral hemaglutinina

(HA), respectivamente (Antoine et al., 1996; Scheiflinger, Falkner and Dorner, 1996).

Promotores poxvirales
w/ " 4 g
WMARAR NV =y

#\M&\N\J\N_ y

SCM gen tk

Vector de transferencia

' Secuencias flanqueantes

RGN ’
Vector de transferencia
recombinante

MVA recombinante

Figura 9 — Construccién de MVA recombinantes. El vector de transferencia recombinante que contiene el
gen de interés se transfecta en células infectadas con el virus MVA. El MVA recombinante se produce por
recombinacion homologa in vivo. gen tk: gen viral MVAO86R (secuencias flanqueantes); M: gen que
codifica para enzima marcadora (lac Z o uid A); TG: gen de interés; P: promotor temprano de poxvirus; O:
Origen para la replicacion del plasmido en bacterias; N: gen de resistencia a antibidtico (para la seleccion
del pladsmido en bacterias); SCM: sitio de clonado multiple (adaptado de (Okoli et al., 2018).

Como la recombinacidn homéloga ocurre en una baja frecuencia (menor al 0,1 %) y el
genoma viral salvaje (no recombinante) replica eficientemente, se utilizan diferentes
estrategias para seleccionar o identificar a la progenie recombinante. Estas estrategias
se basan en el uso de genes de resistencia a compuestos quimicos (como el gen
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bacteriano gpt) o de genes codificantes para enzimas marcadoras (como los genes

bacterianos lac Zy uid A).

Existen numerosos trabajos publicados de pruebas preclinicas y clinicas de candidatos
vacunales basados en MVA, pero hasta la fecha ninguna de estas vacunas esta
comercialmente disponible. En particular, los vectores de MVA se evaluaron en
pruebas clinicas (Fase 1 y 2) como vacunas para la prevencion de SIDA, malaria,
tuberculosis, leishmaniosis, influenza (subtipo H5) y, actualmente, se realizan pruebas
preclinicas contra COVID-19 (Consejo Superior de Investigaciones Cientificas de
Espafia). En el caso de los vectores de MVA como vacunas veterinarias para mamiferos
existen muchos trabajos publicados de pruebas preclinicas contra diversos virus,

bacterias y parasitos (revisado en (Volz and Sutter, 2017).

En cambio, son pocos los trabajos publicados del uso de MVA como vacuna vectorizada
para pollos. Entre ellos, se destacan los vectores que expresan antigenos derivados del
virus de influenza aviar (AIV; (Veits et al., 2008; Boyd et al., 2013; Kingstad-Bakke et al.,
2019) o de IBDV, de nuestro grupo de investigacion (Zanetti et al., 2012; Richetta et al.,
2017).

En el caso de las vacunas contra influenza aviar se evaluaron dos estrategias distintas.
Por un lado, se utilizaron vectores de MVA que expresan las proteinas hemoaglutinina
H5 (Veits et al., 2008) o H5 mosaico (H5M, (Kingstad-Bakke et al., 2019). Todos los
animales vacunados con el vector MVA-H5 sobrevivieron al desafio, pero no se
disminuyd la morbilidad ni la capacidad de eliminar virus infeccioso luego de la
infeccién. El vector MVA-H5M indujo una potente respuesta inmunitaria (humoral y
celular), protegio frente al desafio con distintas cepas de AlV y no se detectd excrecion
viral post-desafio. Por otro lado, se buscdé una vacuna universal contra AlV por la
induccion de una respuesta inmune contra proteinas altamente conservadas entre
distintas cepas. Para ello, se evalud la estrategia de vacunacidon que combina
inmunizaciones secuenciales con dos vectores virales (MVA y adenovirus) que expresan
el mismo antigeno fordneo: una construccidn de fusién entre la nucleoproteina y la
proteina de matriz de AIV. La proteccion contra el desafio con una cepa de baja

patogenicidad fue parcial, pero este trabajo demuestra que se indujo una respuesta
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inmune celular especifica contra las proteinas de AIV vy, a futuro, la inclusién de
antigenos conservados podria ser ventajosa en el desarrollo de vacunas contra

influenza aviar (Boyd et al., 2013).

En nuestro laboratorio se obtuvo el virus MVA recombinante que porta y expresa la
secuencia codificante de la proteina VP2 madura de IBDV (MVA-VP2). Los virus
recombinantes expresan esta proteina en el citoplasma de las células infectadas (Figura
10) y, su inoculacion en pollos (esquema de dos dosis homdlogas) induce la produccién
de anticuerpos seroneutralizantes (SN) de IBDV. Sin embargo, el nivel de estos
anticuerpos fue ocho veces menor que el inducido por la vacuna viva atenuada de IBDV

(titulo SN de 128 y 1024, respectivamente; (Zanetti et al., 2012).

Figura 10 — Expresiéon de la proteina VP2 en células infectadas con MVA VP2, Ensayo de
inmunofluorescencia sobre monocapas de células DF1 no infectadas (B) o infectadas con MVA-VP2 (A) o
MVA no recombinante (C). La proteina VP2 se detecté con el anticuerpo monoclonal 17G2 (INGENASA) y
un 2% anticuerpo anti especie conjugado a Alexa 488. Los nucleos se tifieron con DAPI (4',6-diamidino-2-
fenilindol). La barra indica 25 um (fotografia extraida de (Zanetti et al., 2012)).

Con el propédsito de aumentar los niveles de anticuerpos especificos contra IBDV, el
vector MVA-VP2 se evalud en un esquema de inmunizacion de dos dosis heterdlogas
combinado con la proteina VP2 recombinante expresada en plantas. En este trabajo,
los pollos se vacunaron a los 14 y 28 dias de edad, y se desafiaron con IBDV a los 49
dias de edad (etapa final de la fase meseta del desarrollo de la BF). El esquema de
vacunacidn protegid contra el desafio independientemente del orden en que se
administraron los inmundgenos heterdlogos (proteina VP2/MVA-VP2 o viceversa). Sin
embargo, en ambos casos, los niveles de anticuerpos seroneutralizantes de IBDV

fueron menores a los observados con un esquema de dos dosis de la proteina
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recombinante VP2 (Richetta et al., 2017). Aunque los anticuerpos neutralizantes se
consideraron la herramienta mas relevante para proteger contra la infeccién por IBDV,
estos resultados concuerdan con los obtenidos con la vacuna R-VAC INMUNER IBD
(vectorizada por CNPV) donde hay proteccion aunque no se detecta una respuesta

humoral especifica contra IBDV (Zanetti et al., 2016; Novella et al., 2018).

La distribucion in vivo o biodistribucion del virus MVA fue evaluada en ratones por
(Gémez et al., 2007). En este estudio, se compard el comportamiento del virus vaccinia
(cepa WR, de replicacién competente) y del virus MVA (no replicativo en células de
mamiferos). Los virus recombinantes WRIluc y MVAluc, que expresan el gen de la
luciferasa, se inmunizaron por via sistémica o de mucosas vy la actividad enzimatica se
determind in situ por oxidacidn del sustrato molecular (luciferina) a través de imagen
biofotdnica. Las imagenes de bioluminiscencia mostraron que, a diferencia de WRluc,
los recombinantes atenuados MVAluc expresaron transitoriamente el gen reportero.
Esta expresion estuvo limitada al sitio de inoculacidn y a las primeras 24-48 h post-

infeccién para la mayoria de las vias analizadas (Figura 11).

48 h p.i. 72 h p.i.

Figura 11 - Imdgenes de bioluminiscencia de ratones inmunizados con WRIuc (VACV) o MVAluc, por via
intraperitoneal (i.p.) o intramuscular (i.m.). h.p.i.: horas post infeccion. Adaptado de (Gémez et al., 2007).
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A diferencia de mamiferos, donde la deficiencia de replicacién y la seguridad de MVA
estan bien establecidas, muy poco se sabe sobre la infeccién por MVA en hospedadores
aviares. Es un punto importante a determinar debido a que estos virus se aislaron por

su capacidad replicativa en FEP.

En nuestro laboratorio, evaluamos (ex vivo e in situ) la actividad de la enzima
marcadora B-glucuronidasa (GUS) luego de la inmunizacion del virus recombinante
MVA-GUS por via intramuscular en la pata de pollos (Zanetti F., resultados no
publicados). Como se observa en la Figura 12 al dia uno y cuatro post-infeccion (Unicos
tiempos evaluados) la actividad de GUS se visualiza por la coloracién azul en el tejido
(degradacién del sustrato cromogénico X-Gluc). La porcién del tejido coloreado vy la
intensidad de dicha coloracidn (indicativos de la actividad de GUS) disminuyen con el
tiempo. Este resultado indicaria que el virus MVA-GUS no replica productivamente en

el sitio de inoculacion.

1d.p.i

4 d.p.i

Figura 12 - Actividad de la enzima GUS in situ en el misculo de pollos infectados con MVA o MVA-GUS. El
sitio de inoculacién se identifica por marcacién con tinta china (zonas de coloracion negra), que se agrega
a las preparaciones virales. Las flechas indican las zonas de coloracién azul por degradacion del sustrato
cromogénico de la enzima GUS. d.p.i: dias post-infeccién.

En un primer estudio de vacunacién in ovo con MVA recombinante, Boyd et al. (2013)

no observaron efectos adversos, pero tampoco era el objetivo de dicho trabajo
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examinar la biodistribuciéon o la patogénesis de la infeccion por MVA. En cambio,
Langenmayer et al. (2018) realizaron un estudio detallado de la replicacién de MVA por
inoculacién en membrana corioalantoidea (MCA) de huevos embrionados de 11 dias.
Como todos los poxvirus, el sitio principal de replicacién de MVA fue la MCA. Ademds,
el virus se disemind a los tejidos embrionarios internos y externos, siendo el higado el
organo blanco principal junto con las células como los macréfagos y las células
hematopoyéticas, determinandolas como las células “target” del virus y postulandolas,
ademas, como responsables de la propagacién, pero no se detectaron lesiones en los
organos ni mortalidad (incluso a dosis tan altas como 107 unidades infecciosas).
Teniendo en cuenta que los embriones de pollo estdn inmunolégicamente inmaduros
durante la ontogénesis, los resultados de estos autores indican el perfil de seguridad
de MVA. Sin embargo, es fundamental completar estos estudios para determinar la
capacidad replicativa de MVA en embriones de 18 dias y en pollos de diferentes

edades, que serian los blancos de las vacunas vectorizadas por MVA.

1.5 VECTORES VIRALES BASADOS EN ADENOVIRUS HUMANO TIPO 5

La familia Adenoviridae comprende a los virus sin envoltura mas grandes conocidos
hasta el momento (90-100 nm) y que se encuentran ampliamente distribuidos en la

naturaleza.

Los adenovirus (Ad) tienen una morfologia caracteristica con una cdpside icosaédrica
gue consta de tres proteinas principales: hexon (1), base de pentén (lll) y una fibra
nudosa (IV); junto con otras proteinas menores: VI, VIII, IX, llla y IV a2 (Figura 13;
(Stewart, Fuller and Burnett, 1993). El genoma viral consiste en una molécula de ADN
lineal y bicatenario de aproximadamente 35 kpb, con una proteina terminal (TP) unida

covalentemente al extremo 5’ (Rekosh et al., 1977).
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Figura 13 - Estructura de adenovirus. (https://viralzone.expasy.org/4?outline=all by species).

El genoma estd flanqueado por repeticiones terminales invertidas (ITR) de 100-140
nucledtidos y una senal de empaquetamiento (psi) cerca del ITR izquierdo. El ADN del
virus estd intimamente asociado con la proteina VII, muy bdsica, y un péptido pequefio
denominado mu (Anderson, Young and Flint, 1989). Otra proteina, V, esta
empaquetada con este complejo de ADN-proteina y proporcionaria una estructura de
enlace a la cdpside a través de la proteina VI (Matthews and Russell, 1995). El virus
también contiene una proteasa codificada por virus (Weber, 1976; Webster et al.,
1989) que es necesaria para el procesamiento de algunas de las proteinas estructurales
y, asi, producir viriones maduros infecciosos. El genoma contiene gran cantidad de
genes y su transcripcidon es nuclear, en dos fases: temprana (replicacién) y tardia
(ensamblado de los viriones). Todos los genes son transcriptos por la enzima ARN
polimerasa Il de la célula hospedadora y producen mdultiples ARNm por splicing

alternativo y uso de diferentes sitios de poliadenilacién (Figura 14).
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Figura 14 — Representacion esquemdtica del genoma de adenovirus humano tipo 5 (AdHu-5;
https://viralzone.expasy.org/4?outline=all by species).

El ciclo de replicacién de los adenovirus ocurre en el nicleo de la célula hospedadora,
utilizando la maquinaria celular, incluyendo la expresion de genes y la replicacién del
genoma de ADN (revisado en (Charman, Herrmann and Weitzman, 2019). Los viriones
se asocian a la célula blanco por unién a su receptor Coxsackie/Adenovirus (CAR;
(Bergelson et al., 1997). Luego de la unidon al CAR, son internalizados via endocitosis
mediada por integrinas (Russell, 2000) seguido por un proceso complejo de desarmado
de las particulas virales, a partir de lo cual las nucleocapsides son transportadas
activamente por los microtubulos hasta los poros nucleares donde, finalmente, los
genomas virales son importados al nucleo celular. Una vez en el nucleo, comienza el
programa de expresidén de los genes tempranos, que incluye la produccién de los
componentes de la maquinaria de replicacidon del ADN viral. La replicacién del genoma
de los Ad es un pre-requisito para la expresidn de los genes virales tardios que codifican

las proteinas estructurales del virus (Figura 15).
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Las proteinas tempranas de Ad, producidas antes de la replicacion del ADN viral,
modulan la expresién génica viral, dirigen la replicacidn del genoma viral y regulan
diversos procesos celulares para optimizar el entorno de la célula hospedadora para la
replicacion viral. El gen E1A es el primero que se transcribe durante la infeccién por Ad
y codifica dos fosfoproteinas principales que interactian con una gran cantidad de
proteinas celulares para regular diversos procesos bioldgicos, incluida la transcripcidn
de genes virales y celulares, ciclo celular, apoptosis, diferenciacién, transformacion y
respuestas inmunes. La proteina de Ad E1B-55K también es multifuncional y se
requiere, junto con E1A, para la transformacidén oncogénica mediada por Ad de células
primarias. Ademads, regula la exportacion nuclear de ARNm virales, inhibe la
exportacion nuclear de ARNm celulares, inhibe las propiedades de activacion
transcripcional de p53 e induce la degradacion proteasdmica de proteinas celulares

especificas. Es asi que la proteina E1B-55K regula la replicacidn del virus, la expresion
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génica viral y celular, una respuesta al dafio del ADN y la apoptosis de la célula

hospedadora (revisado en (Sohn and Hearing, 2016)).

La proteina E1A promueve la expresion de las unidades de transcripcion E2, E3 y E4,
gue son esenciales para iniciar la replicacion del genoma y suprimir las respuestas de
inmunidad antiviral, incluida la apoptosis, la respuesta al dafio del ADN y la inflamacidn.
Los compartimientos de replicacién se forman a las 6 — 8 h después de la entrada inicial
y producen grandes cambios morfolégicos en el nucleo (revisado en (Pied and Wodrich,
2019). Luego de la replicacion del ADN, comienza la expresion génica tardia de la
mayoria de las proteinas estructurales, se ensamblan las capsides virales y se
empaquetan los genomas. Los viriones maduros se liberan de las células para iniciar

una nueva ronda de infeccion (Figura 15).

Los vectores de Ad son candidatos prometedores como medicamentos de terapia
avanzada para el tratamiento de tumores malignos, vacunas vectorizadas contra

enfermedades infecciosas o vectores de transferencia génica para terapia génica.

Desde fines de los “80 (Alkhatib and Briedis, 1988) los Ad han sido evaluados como
vectores virales para la prevencion de enfermedades infecciosas porque tienen varias
de las cualidades que se requieren para que una vacuna vectorizada sea exitosa: su
genoma estd bien caracterizado, sus viriones son estables y no eliminan el transgen,
poseen un amplio tropismo celular, permanecen como episomas y se evita su inserciéon
en el genoma celular, inducen potentes respuestas inmunes innatas y adaptativas (de
anticuerpos y de células CD8+), existen técnicas simples bien establecidas para la
construccion de Ad recombinantes y se alcanzan altos titulos virales in vitro (revisado

en (Lasaro and Ertl, 2009; Folgori and Capone, 2012; Fougeroux and Holst, 2017).

Los Ad defectivos en replicacion se obtienen por delecion de los genes del locus E1, el
cual es esencial para la replicacion viral. Su amplificacidn se realiza in vitro en las lineas

celulares HEK 293A o PER.C6 que complementan en trans las proteinas E1 de AdHu-5.

Los vectores AdHu-5/AE se usan para el desarrollo de vacunas en distintas especies
(roedores, primates no humanos y humanos) debido a que combinan las caracteristicas

de seguridad (son bien tolerados y no replican en el organismo vacunado) y eficacia
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(induces respuestas inmunes protectoras) (revisado en (Liniger, Zuniga and Naim,
2007). Numerosos trabajos han sido publicados utilizando estos tipos de vectores
virales y, en el caso de humanos, se realizaron ensayos clinicos como candidatos a
vacunas contra HIV, virus de Ebola y, mas recientemente, contra SARS-CoV2
(NCT04398147, www.clinicaltrials.gov). La vacuna Sputnik V expresa la proteina spike

de SARS-CoV2 a partir de vectores virales basados en Adenovirus humano 26 y 5.

Existen sistemas comerciales para la obtencién de adenovirus recombinantes basados
en el genoma de AdHu-5/AE1-AE3, como el ViraPower ™ Adenoviral Expression System
(Thermo Fischer Scientific) que permite la obtencién de particulas de Ad deficientes en
su replicacién, que se usan como vectores para la expresién transitoria de genes de
interés en células de mamiferos (en divisién o quiescentes). Este sistema se utilizé en
este trabajo de Tesis y consta de dos componentes:

i) el vector de expresion pAd/CMV/V5/DEST™ v, ii) las células HEK 293A.

La expresion del gen de interés (transgen) estd controlada por el promotor derivado
del citomegalovirus (CMV) humano, que es reconocido por la enzima ARNpol Il celular

y se expresa constitutivamente.

Los Ad recombinantes se transducen dentro de las células blanco, son transportados al
nucleo donde, sin integrarse al genoma del hospedador, se expresa la proteina de
interés, la cual se detecta dentro de las 24 h post-transduccidn y se expresa mientras

el genoma viral esté presente (Figura 16).

48 | Pagina



INTRODUCCION

l@ atiR1 | GENde INTERES | aliR2 V5 epitope y

pAd/CMV/VS- 5
DEST" 2

36.7 Kb

Viriones recombinantes

Célula blanco

ADN viral
epicromosomal

Proteinade
interés

Figura 16 - Esquema de la estructura del vector adenoviral AdHUS/AE1-AE3. Modificado de (Salahuddin,
2011).

En el caso de vacunas para la prevencién de enfermedades aviares, la mayoria de los
vectores de Ad estan basados en adenovirus aviares (CELO) o en virus adeno-asociado
aviar. Segun nuestros conocimientos, los vectores basados en AdHu-5 se evaluaron
como vacunas contra influenza aviar (AlIV) y bronquitis infecciosa mediante la

expresion in vivo de los principales antigenos inmunoprotectores. En el caso de las
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vacunas vectorizadas por AdHu-5, su aplicacién in ovo indujo proteccion frente al
desafio contra AIV (van Ginkel et al., 2009; Toro et al., 2010; Zeshan et al., 2010;
Mesonero et al., 2011).

La seguridad de las vacunas basadas en AdHu5/ AE1-AE3 estd sustentada por los
resultados de los ensayos clinicos (Fase 1y 2) en humanos (Matz, Marzi and Feldmann,
2019; Zhu et al., 2020) y por la evaluacion de su biodistribucién en ratas y ratones (Liu
et al., 2017). En el caso de aves, su seguridad fue demostrada indirectamente con la

aplicacion de las vacunas vectorizadas contra AlV in ovo (Boyd et al., 2013).

1.6 ESTRATEGIA DE INMUNIZACION PRIME —BOOST HETEROLOGO

Uno de los factores que puede afectar la efectividad de las vacunas vectorizadas es la

existencia de inmunidad previa contra el virus vector.

Para el caso del virus MVA, la inmunidad pre-existente dada por la enfermedad o por
la vacunacién contra la viruela (antes de su erradicacién en la década del "70)
significaria una limitacidn para el uso de este vector, sobretodo en personas mayores
a 50 afios. En cambio, la infeccion con algun serotipo adenoviral es altamente
prevalente en la poblacién (mds del 60%), la primo - infeccidn ocurre a temprana edad
y, por ello, es muy frecuente la presencia de anticuerpos neutralizantes de Ad

(mayormente IgG contra las proteinas de la capside viral; (Majhen et al., 2014).

Una estrategia ampliamente utilizada para sobrepasar las respuestas antivector es la
denominada prime-boost heterdlogo. Este esquema de inmunizacién involucra la
administracidon de una dosis o prime de unos antigenos expresados a partir de un vector
determinado para inducir la respuesta inmune especifica y, luego, re-administrar los
mismos antigenos en una segunda dosis refuerzo o boost, pero utilizando como

inmundgeno un vector diferente.

Esta estrategia ha emergido como una herramienta poderosa para establecer
inmunidad efectora y de memoria tanto nivel humoral como celular (Ramshaw and

Ramsay, 2000; Woodland, 2004). Ademads, el esquema de inmunizacién prime-boost
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heterdlogo resultd ser mds efectivas que la aplicacion de dos dosis homdlogas en
términos de intensidad y durabilidad de la respuesta inmune, permitié sortear la
limitacion de la inmunidad generada en la primera dosis contra el vector o la pre-

existencia de la inmunidad contra los vectores virales (Lu, 2009).

La estrategia de prime-boost heterdlogo es utilizada en el desarrollo de vacunas contra
HIV, malaria y Ebola, entre otros, combinando distintos vectores virales y/o proteinas

recombinantes.

En cuanto al desarrollo de vacunas aviares, el esquema prime-boost heterélogo
combina vectores virales (HVT, poxvirus o Ad) entre si o con vacunas a subunidad,

vacunas inactivadas o génicas.

Como se menciond anteriormente, (Boyd et al., 2013) evaluaron una vacuna universal
para la prevencién de influenza aviar basada en un esquema de inmunizacién prime-
boost heterélogo que combina vectores virales de MVA y AdHu-5 que expresan una
construccion de fusidn entre la nucleoproteina y la proteina de matriz (NP + M1). Este
es el Unico trabajo donde se evalué una combinacién de estos vectores virales en

pollos.

Teniendo en cuenta el impacto econdmico que genera directa o indirectamente la
enfermedad de Gumboro y con el propdsito de disponer de una vacuna vectorizada
alternativa respecto de las actualmente disponibles en el mercado, proponemos
evaluar el candidato vacunal MVA-VP2, s6lo o combinado con el vector viral AdHu-VP2,
como una herramienta prometedora para la prevencion de la infeccién por IBDV, cuya
produccién en cultivos de células de mamiferos en suspension alcance titulos virales
elevados compatibles con los procesos de liofilizacion para el almacenamiento y

distribucién de vacunas refrigeradas.
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2 HIPGOTESIS Y OBJETIVOS

2.1  HIPOTESIS

La respuesta inmune inducida por una Unica dosis del vector viral no replicativo MVA-VP2

o AdHu-VP2 no es suficiente para generar proteccion frente al desafio con IBDV.

2.2 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la eficiencia de la inmunizacion de vectores virales no replicativos que expresan

la proteina VP2 de IBDV en pollos SPF.

2.2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I.  Estudiar la biodistribucién de los virus MVA recombinantes en pollos.
II. Obtener y caracterizar AdHu-5 recombinantes que porten la secuencia
codificante de la proteina VP2 de IBDV.
. Evaluar la eficiencia del vector viral MVA-VP2, solo o combinado con AdHu-VP2,

frente el desafio con IBDV.
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 LINEAS CELULARES, CULTIVOS PRIMARIOS Y MEDIOS DE CULTIVO CELULAR
Las lineas celulares empleadas en este trabajo fueron:

5 Baby Hamster Kidney (BHK-21)

5 Human Embryonic Kidney 293 subclon A (HEK 293A)

5 Células inmortalizadas de adenocarcinoma humano de cérvix (Hela)

Todas provenientes de la American Type Culture Collection, ATCC®. Estas lineas fueron

provistas por la Seccién de Cultivos Celulares del Instituto de Virologia del INTA — Castelar.
El cultivo primario empleado en este trabajo fue:
5 Fibroblastos de embrién de pollo (FEP)

El cultivo primario fue preparado a partir de huevos embrionados de 10-11 dias, provistos
por la Estacion Experimental Agropecuaria (EEA) Pergamino del INTA, de acuerdo al

protocolo descripto por Staib y col. (Staib, Drexler and Sutter, 2004).

El medio de crecimiento utilizado fue D-MEM (Thermo Fischer Scientific, Massachusetts,
EE.UU.) suplementado con 10 % de Suero Fetal Bovino (SFB) (Internegocios, Mercedes,
Pcia. de Bs. As.), penicilina 100.000 U/mL, estreptomicina 67 pug/mL y gentamicina 50
ug/mL (todos los antibidticos de Drogueria Libertad) y L-glutamina 100 mM (Sigma —
Aldrich, Misuri, EE.UU.). El medio de mantenimiento utilizado fue D-MEM, suplementado
con 2 % de SFB y antibidtico/antimicético (A/A) (100 U/mL penicilina, 100 U/mL
estreptomicina y 0,25 pug/mL antimicético Fungizone®, Thermo Fischer Scientific). Para las
titulaciones virales fue utilizado medio de placa semisdlido que se preparé mezclando
volumenes iguales de medio de cultivo D-MEM 2X (conteniendo SFB 4 %, Hepes 50 mM

pH 7 y A/A 2 X) y agarosa de bajo punto de fusion 2 % (fundida y precalentada a 55°C).

Todos los cultivos celulares se incubaron en estufa a 37°C con 5 % de CO».
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3.2 ANIMALES

Para realizar los experimentos de biodistribucidn se utilizaron aves Gallus gallus
domesticus, ponedoras semi-pesadas autosexantes Negra INTA y Rubia INTA provistas por
el Programa ProHuerta de la EEA-INTA Pergamino. Estas razas son derivadas de un
cruzamiento de la estirpe Rhode Island Colorado y gallinas de una estirpe Plymouth rock

Barrada para el primer caso y una estirpe Rhode Island Blanco para el segundo.

En el caso de los experimentos de eficiencia de los candidatos vacunales vectorizados se
utilizaron pollos White Leghorn provistos por Rosenbusch S.A. certificados como libres de

patégenos especificos (de las siglas en inglés, SPF).

En ambos casos, los huevos fértiles se mantuvieron con humedad y a una temperatura de
37°C en una incubadora Yonar S.A. (C.A.B.A.) ubicada en el bioterio del Instituto de

Biotecnologia (CICVyA - INTA) hasta su nacimiento.

Transcurridas las 24 h del nacimiento, los animales fueron trasladados de la incubadora a
una batea plastica durante al menos una semana, bajo condiciones de temperatura
requerida para pollitos bebe, donde la fuente de calor fue suplementada con una lampara
infrarroja (de luz blanca de 250 watts) en una campana metalica. Al momento de inicio de
los ensayos las aves fueron alojadas en jaulas individuales. A los pollos se les suministrd
agua corriente y alimento (Super pollita B.B 0-6 semanas - Linea Recria y Postura, Metrive,

Francisco Alvarez, Pcia. de Bs. As.) ad libitum.

Todos los procedimientos que involucraron la manipulaciéon de animales de
experimentacion se realizaron cumpliendo con las normas de bienestar animal, y fueron
aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de
Experimentacién CICUAE-CNIA-INTA. Solicitudes de Procedimiento N° 18/2012; 19/2012;
20/2013; 72/2013; 37/2014; 14/2015; 17/2015; 46/2015; 54/2015 y 55/2015.
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3.3 VIRUS

En este trabajo se utilizaron los siguientes virus:

% MVA-VP2: virus vaccinia Ankara modificado (MVA) portador de la secuencia que
codifica para la proteina VP2 del virus de enfermedad infecciosa de la bolsa (IBDV)
(Zanetti et al., 2012).

« MVA-GFP: MVA que porta el gen codificante de la proteina verde fluorescente

(GFP) obtenido previamente en nuestro laboratorio (resultados no publicados).

Los virus recombinantes MVA-VP2 y MVA-GFP portan ademas el gen uidA, que codifica
para la proteina marcadora B-glucuronidasa (GUS) que facilité el aislamiento de los virus
recombinantes por su capacidad de formar placas de lisis azules en presencia del sustrato
cromogénico X-Gluc (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucurdénido, Inalco®, California, USA).
En este trabajo, la expresion de la enzima GUS facilité el recuento de las unidades

formadoras de placa (UFP) para la titulacion de los stocks virales (seccion 3.3.1.2).

« FWPV: virus de la viruela aviar (virus fowlpox), cepa vacunal atenuada provista por

Laboratorios Delamer.

6 AdHu-GFP: adenovirus humano atenuado, serotipo 5 (AdHu-5) que expresa la
proteina GFP (gentilmente cedido por Dr. M. Perez-Filgueira, Inst. de Virologia-

INTA).

6 IBDV: virus de la enfermedad infecciosa de la bolsa de Fabricio, cepa clasica de
IBDV (Genogrupo 1) denominada LZD INMUNER, provista por Laboratorios
Inmuner S.A. (Concepcién del Uruguay, Entre Rios). La reconstitucion de la vacuna
liofilizada se realizd en el momento de su utilizacién siguiendo las

recomendaciones del fabricante.

La amplificacion de los poxvirus (MVA-VP2, MVA-GFP y FWPV) se realiz6 en monocapas
de FEP. La obtencién y propagacién de los adenovirus recombinantes se realizé en

monocapas de células HEK 293A.
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3.3.1 INFECCIONES VIRALES

3.3.1.1 OBTENCION DE STOCKS VIRALES DE MVA Y FWPV

Monocapas de FEP con 80-90% de confluencia, crecidas en botellas plasticas de 25, 75 6
150 cm? (T25 — T75 — T175) se lavaron con buffer PBS y se infectaron con 0,5-1 mL de los
virus a una multiplicidad de infeccion [unidad formadora de placa (UFP)/célula] de 0,1. Se
incubd durante 45 min con agitacion cada 15 min, a 37 °C, C02 5 % y posteriormente se
agregaron 5; 15 o 30 mL de medio de mantenimiento, respectivamente. Las células se
incubaron durante 3-4 dias hasta la observacién del efecto citopdtico generalizado.
Finalmente, las células y los sobrenadantes de infeccion se juntaron y se congelaron a -
80°C. Con el propdsito de lisar las células y favorecer la liberacidn del virus se realizaron 3

ciclos de congelado (-80°C) y descongelado (37°C).

3.3.1.2 TITULACION DE LOS STOCKS VIRALES DE MVA Y FWPV

Se realizaron diluciones seriadas al décimo de la suspension viral. Las monocapas de FEP
100 % confluentes, crecidas en placas de 60 mm de didmetro (P60), se lavaron con medio
D-MEM vy se infectaron con 500 pL de las diluciones virales. Luego de 45 min de adsorcién
a 37°C, con agitacion cada 15 min, los inéculos se descartaron y las monocapas se lavaron
nuevamente. Posteriormente, se agregaron 3 mL de medio de placa semisdlido. Se dejé
solidificar a temperatura ambiente durante 20 min y luego se incubé en estufa hasta la

visualizacién de las placas de lisis (5 dias aproximadamente).

En el caso de MVA-VP2 y MVA-GFP, el medio semisdlido contenia ademas 0,2 mg/mL del
sustrato cromogénico X-Gluc, que permite la visualizacion de placas de lisis azules por la
actividad de enzima marcadora GUS. Para el virus FWPV el medio semisdlido contenia 20
mg/mL de rojo neutro (3-amino-7-dimetilamino-2-metil fenazina clorhidrato; Sigma —
Aldrich) para tefiir las células vivas y facilitar la visualizacién de las placas de lisis siendo
las mismas detectadas por el contraste generado por la ausencia del colorante en las

zonas donde ocurrid la lisis celular.
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El titulo del stock viral se expresé como niumero de unidades formadoras de placas de lisis
(UFP) por mL, eligiendo la infeccién donde la dilucién viral utilizada permitiera contar

entre 30-100 placas de lisis por P60.

3.4 METODOLOGIA DE ADN RECOMBINANTE

Las técnicas de ADN recombinante se realizaron de acuerdo con las técnicas estandar
(Maniatis, Fritsch and Sambrook, 1982; Sambrook, Fritsch and Maniatis, 1989). Las
enzimas fueron compradas a New England Biolabs, PROMEGA y Thermo Fischer Scientific,

y se usaron segun las especificaciones del fabricante.

3.4.1 MINI PREPARACIONES DE ADN PLASMIDICO

Se utilizé una modificacidn del método de Birnboim & Doly (Birnboim and Doly, 1979). Se
partio de 3 mL de cultivo de bacterias en medio Luria-Bertani (LB) con antibidtico, crecidas
toda la noche a 37°C. Las bacterias se cosecharon por centrifugacion a 10.000 x g en una

microcentrifuga de mesada.

l. PURIFICACION RAPIDA

El precipitado del cultivo bacteriano se re-suspendié en 300 uL de Solucién | (Tris-HCI 25
mM pH 8, EDTA 10 mM). Luego, se agregaron 300 plL de Solucién Il (NaOH 0,2 N, SDS 1 %),
se mezcld suavemente por inversiéon y se incubd 5 min a temperatura ambiente. Se
agregaron 400 pL de Solucion Il (acetato de potasio 5 M) y se mezcld por inversion. El
floculado se centrifugd a 10.000 x g durante 10 min, se tomd el sobrenadante libre de
floculado y se traspasé a un tubo de microcentrifuga limpio, donde se precipité el ADN
plasmidico por el agregado de 1 volumen de isopropanol y centrifugacién a 10.000 x g
durante 10 min, a 4°C. Se lavé el precipitado con etanol 70 %, se secé a 37°Cy finalmente

se resuspendid en 50 pL de agua con ARNasa (100 pg/mL).
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Il.  ADN PLASMIDICO DE ALTA CALIDAD (GRADO DE SECUENCIACION O TRANSFECCION DE CELULAS)

Se usaron los kits comerciales Plasmid Mini 'y Plasmid Midi (Qiagen). En general, el ADN
se resuspendié en 100 uL de agua bidestilada estéril con un rendimiento promedio de 200
- 300 ng/uL en el caso de las minipreparaciones y de 1 — 1,5 pg/uL en el caso de las midi
preparaciones. Si el pldsmido poseia un tamano mayor a 5 kpb la elucién se realizd a 65°C

en 500 ulL de agua bidestilada estéril.

La concentracion de ADN se determind a 260 nm en un espectrofotometro Nanodrop ND-

1000.

3.4.2 DIGESTION CON ENZIMAS DE RESTRICCION

Para las digestiones con enzimas de restriccion de los diferentes plasmidos se utilizaron
500 ng de ADN, 5 U de enzima, buffer de restriccidon apropiado en un volumen final de 30
uL. Las reacciones se incubaron de 2 a 3 h a la temperatura recomendada para cada

enzima. Tabla 2.

Nombre Sitio de reconocimiento
5..A"AGCTT...3’
Hind 1l
3"...TTCGA.T...5°
5..GAT ATC...3’
Eco RV
3°...CTA.TAG...5’
5..TTAAT TAA...3’
Pacl
3°...AAT.TAATT...5

Tabla 2 - Endonucleasas de restriccion utilizadas en este trabajo. Los simbolos ( ¥ ; 4 ) indican los sitios de
corte.

3.4.3 OLIGONUCLEOTIDOS INICIADORES O CEBADORES

En la siguiente tabla (Tabla 3) se indican las secuencias de los cebadores utilizados:
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Cebador Secuencia nucleotidica (5°- 3°) Tf* Fuente
Ela fw ATCGAAGAGGTACTGGCTGA 52  (Dion, Fang and Garver, 1996a)
Elarv CCTCCGGTGATAATGACAAG 52  (Dion, Fang and Garver, 1996a)
GAPDHfw AGAACATCATCCCAGCGTCC 60 (Carballeda et al., 2011)
GAPDHrv CGGCAGGTCAGGTCAACA 58 (Carballeda et al., 2011)
M13rv GTCATAGCTGTTTCCTG 50 primer universal
M16s fw CCTGTTTACCAAAAACATCAC 50 (Roellig et al., 2013)
M16s rv AYTGTCGATAKGRACTCTWRARTAG 53 (Roellig et al., 2013)
MVA165fw TCCCCGCGGATGACACGATTACCAATA 61 Del Laboratorio
MVA165rv TCCCCGCGGATAAGTACCGGCATCTCT 64 Del Laboratorio
MVA157IntF GGAAATGCTTACTTTTGCTA 53 (Holgado et al., 2016)
MVA160rv AGAATTCGCCCACATAAATGCGTTGGAG 60 Del Laboratorio
T7 AATACGACTCACTATAGGGAGA 52 primer universal
V5 ACCGAGGAGAGGGTTAGGGAT 56 primer universal
VP2 1276 fw TCACACTAGTAGCCTACG 48 Del Laboratorio
VP2 1452 rv GCTCCTGCAATCTTCAGG 50 Del Laboratorio
VP2 EcoRlI fw GAATTCGCCGCCGCCATGACAAACCTGCAAG 67 Del Laboratorio
VP2 Forward  GCTAGCCGCCGCCATGACAAACCTGCAAGATC 68 (Zanetti et al., 2012)
VP2 Hindlll rv AAGCTTCTAGATCTGCCCTGCAATCTTC 68 Del Laboratorio
VP2-284-1rv CCGTTAGCCCATTGTCTG 46 Del Laboratorio
VP2-Bgl I AGATCTGCTCCTGCAATCTTCAGG 72 (Gémez et al., 2013)
VP2ilfw CGGAGTCTCACAGT 44 Del Laboratorio
VP2ilrv TCCCCCACAGTCAAATTGT 56 Del Laboratorio

Tabla 3 — Secuencia de cebadores utilizados para la amplificacion por PCR, escritos en sentido 5’ —> 3’. Tf*

temperatura de fusidn o hibridacidn (annealing), expresada en °C.
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3.4.4 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Para la amplificacidon de los fragmentos génicos correspondientes, las reacciones de PCR
se realizaron en un volumen final de 25 uL. La mezcla de reaccidn y los perfiles de ciclado
se detallan a continuacion. La temperatura de fusién (Tf) para la hibridacién de los acidos

nucleicos se detalla en la Tabla 3.

La temperatura de fusion (Tf) para la hibridacidn de acidos nucleicos se estimd segun la

siguiente formula:

Tf=4°Cxn°(G+C)+ 2°C xn° (A+T)

ADN templado 200 ng
Enzima GoTaq © DNA polimerasa (Promega®) 0,2 uL
Buffer extension templado 3 (10X) Roche® 2,5 pL
Oligonucleétidos iniciadores (sentido y antisentido) 1uLdec/u
dNTPs 10 mM 1,25 puL
Agua ultrapura c.s.p. 25 pl

Desnaturalizacion inicial 95° C; 5 min. 1 ciclo

Desnaturalizacion 95°C; 1 min.

Anillado 50°C - 65°C; 45 seg. 30 ciclos

Extension 72° C; 1 min.

Extension final 72 ° C; 10 min. 1 ciclo

Los productos de amplificacién por PCR se resolvieron en geles de agarosa tefiidos con
bromuro de etidio y se visualizaron utilizando luz U.V. como se describe en el punto 3.4.5

de esta seccion.
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En la siguiente tabla (

Tabla 4) se indican los tamafios (en pares de bases) de los amplicones obtenidos con las
diferentes combinaciones de oligonucledtidos iniciadores mediante amplificacién por

PCR:

Par de oligonucledtidos iniciadores Tamaiio del amplicon (pb)
Elafw— Elarv 416
GAPDHfw — GAPDHrv 264
M16s fw — M16s rv 480
MVA157IntF — MVA160rv 1000
MVA165fw — MVA165rv 303
T7-V5 1636
T7 = VP2 Hind Il rv 1500
VP2 EcoRl fw — VP2 Hindlll rv 1343
VP2i1fw — VP2-284-1 rv 540
VP2 Forward - VP2-Bgl Il 1343

Tabla 4 — Tamaiio de los amplicones esperados con los pares de oligonucle6tidos mencionados.

En todos los casos se realizé un control en el que se incluyeron todos los reactivos excepto

ADN para descartar la presencia de contaminantes en alguno de los reactivos utilizados.
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3.4.5 ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

El gel se prepard con buffer TAE (Tris acetato 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8) y 1 % p/v de
agarosa y luego se agregd bromuro de etidio en una concentracion de 0,5 pug/mL de gel.
Para sembrar las muestras se utilizd un buffer de siembra de concentracidon 10X (glicerol
50 %, TAE 5X, azul de bromofenol 1 %). La electroforesis se realizé utilizando el mismo
buffer TAE a 5-10 V/cm a temperatura ambiente. Para la visualizacién de las bandas de
ADN se utilizd bromuro de etidio en una concentracion de 0,5 pug/mL de gel y un

transiluminador de luz UV.

Los geles se fotografiaron utilizando un transiluminador de luz ultravioleta y se
digitalizaron utilizando el equipo GelDoc (BioRad) y el software QuantityOne 1-D Analysis

Software (versiéon 4.6.3) provisto por el fabricante.

3.4.6 PURIFICACION DE ADN A PARTIR DE GELES DE AGAROSA

Las bandas de ADN resueltas mediante electroforesis en geles de agarosa se purificaron
utilizando el kit Qiaex Il purification system (QIAGEN) segun las especificaciones del

fabricante. El ADN asi obtenido se resuspendié en buffer Tris-HCl 10 mM, pH 8.

3.4.7 TRANSFORMACION DE BACTERIAS E. COLI COMPETENTES

Bacterias E. coli quimicamente competentes para la transformacién se obtuvieron
mediante el método descripto por Hanahan y col. (Hanahan, Jessee and Bloom, 1985),
fueron mantenidas congeladas en alicuotas a -80 °C hasta su uso. Al momento de la
transformacién, se descongelaron en hielo y a 50 yL de bacterias se les agregaron 3-5 L
del producto de ligacion, se mezclé suavemente y se incubd en hielo 45 min. A
continuacion, se realizé un choque térmico a 42°C por 90 seg y se dejo en hielo por 2 min
adicionales. Luego, se agregaron 200 pL de medio LB con el antibiético necesario para el
proceso de seleccién, se incubd a 37°C con agitacion suave durante 45 min y finalmente

se sembrd en placas conteniendo medio LB — Agar (1,5 % p/v) con el antibidtico
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correspondiente al gen de resistencia de cada vector utilizado. Las placas se incubaron a

37 °C toda la noche.

3.4.8 SECUENCIACION DE ADN

La secuenciacion de las construcciones genéticas generadas en este trabajo se realizé en
el Servicio Interno de Genotipificacidn y Secuenciacion Automatica (SIGYSA) del Instituto
de Biotecnologia-INTA. Se utilizo el kit de secuenciacion Big Dye Terminator V 3.1 (Thermo

Fischer Scientific) y el equipo Genetic Analyzer 3500x/ (Applied Biosystems).

Para el andlisis de las secuencias, su alineamiento y comparaciéon con el GenBank se

utilizaron los programas NTI Vector y BLAST-Blastx.

3.5 METODOLOGIA PARA LA OBTENCION DE ADENOVIRUS RECOMBINANTES QUE PORTAN EL

GEN CODIFICANTE DE LA PROTEINA VP2 (GEN vP2)

En este trabajo se utilizo el plasmido pAd/CMV/V5-DEST (Thermo Fischer Scientific) que
es un vector destino adaptado para usar la Tecnologia Gateway® donde la expresién del
gen de interés estd regulada por el promotor del citomegalovirus. Brevemente, el sistema
se basa en clonar la secuencia de interés en un vector denominado “vector de entrada”
para luego sub-clonarlo en el “vector destino”. Este sub-clonado ocurre por
recombinacién (LR) homdloga in vitro entre las regiones Rtt y Ltt de ambos plasmidos de

“entrada” y “destino”, flanqueantes a la secuencia de interés.

Con este sistema se obtiene un adenovirus recombinante incompetente para la
replicacion en la mayoria de las células de mamiferos, que en el laboratorio puede ser
amplificado en cultivos de células HEK 293A porque aportan en trans dos proteinas

indispensables para la replicacién viral.

El adenovirus recombinante expresa el gen de interés en células de mamifero de manera
transitoria y en ausencia de replicacion viral, caracteristica de seguridad buscada para el

desarrollo de vacunas vectorizadas vivas no replicativas.
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3.5.1 OBTENCION DEL VECTOR PADHU-VP2

La secuencia codificante para la proteina de cdpside VP2 madura de IBDV fue obtenida de
un plasmido disponible en nuestro laboratorio (denominado VT-TOPO-VP2). Para clonar
el gen de interés en el vector de entrada del sistema adenovirus (Topo TA Cloning
Gateway, pCR®8/GW/TOPQO®, Thermo Fischer Scientific) se amplificd por PCR la secuencia
del gen vp2 utilizando los cebadores VP2 EcoRI fw y VP2 Hindlll rv (ver tablas de items
3.4.2y3.4.3) y como templado el pldasmido VT-TOPO-VP2.

El producto de amplificacién por PCR se analizé en un gel de agarosa tefiido con bromuro

de etidio, se escindié del gel y se purificé como se describié anteriormente.

Una vez obtenido el fragmento purificado se procedid a la adicién de un extremo 3" de
adeninas mediante la incubacion de 20 L del producto de PCR purificado en una solucién
conteniendo 0,3 pL Platinum® Tag DNA Polymerase (Thermo Fischer Scientific), 2 uL
buffer 10X Platinum® Taq DNA Polymerase, 0,4 uL dATP 10 mM, 1 uL MgCl, 2 mM durante
20 min a 72° en bafio térmico y puesto inmediatamente en hielo para su posterior clonado
en el plasmido pCR®8/GW/TOPQO®. Se tomaron 4,5 uL del fragmento de amplificacién
correspondiente al gen vp2 - 3’adenilado y se incubaron con 0,5 plL del vector de entrada

y 1 uL de solucidn salina a temperatura ambiente durante 3 h.

Posteriormente, se transformaron bacterias competentes E. coli DH5a con los 3 uL de la
mezcla de ligacion (descripto en el item 3.4.7 de esta seccion). El total de la
transformacién (53 plL) se sembrd en placas de Petri conteniendo LB agarizado

conteniendo espectinomicina 100 pg/mL.

Al dia siguiente de la transformacidn, se picaron algunos clones con escarbadientes, se
crecieron en 5 mL de LB — espectinomicina 100 pg/mL durante toda la noche a 372C en
agitacién. Posteriormente, se realizaron minipreparaciones de ADN plasmidico segun lo
descripto en el item 3.4.1. Para confirmar la presencia del inserto se realizd una
amplificacién por PCR utilizando los iniciadores VP2 forward y VP2-Bgl Il (ver tablas de
items 3.4.3 y 3.4.4 ). Una vez seleccionados los clones recombinantes, la orientacion del
gen de interés (respecto de los flancos de recombinacidon con el vector) se realizd

mediante mapeo de restriccidn con las enzimas Hind Il y Eco RV (New England Biolabs)
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(Tabla 2). Para ello, se utilizaron 1-10 pg del ADN plasmidico, 5 U de enzima, buffer de
restriccion apropiado, en un volumen final de 20-50 L. Las reacciones se incubaron 2-5 h

a 37°C.

Elinserto de los clones que poseia el gen de interés en la orientacidn correcta se secuencié
utilizando los cebadores internos especificos del gen vp2: VP2ilrv, VP2ilfw, VP2 Forward,

VP2 1276 y VP2 1452 (Tabla 3).
De esta forma se seleccioné el clon plasmidico pCR8-VP2.

Posteriormente, se realizo la reaccidn de recombinacion LR entre las secuencias aatL del
vector de entrada pCR8-VP2 y attR del vector destino pAd/CMV/V5-DEST™ utilizando la
enzima LR Clonase® II, en un volumen final de 9 uL durante 2 h a temperatura ambiente,
segun las instrucciones del fabricante. Luego, para remover la enzima clonasa, se agregd
Proteinasa K (2 pug/uL, Promega®), se incubé 10 min a 37°Cy, con el total de la mezcla de
recombinacidn, se transformaron bacterias competentes E. coli DH5a (descripto en el
item 3.4.7 de esta seccidn). El producto de transformacién se plaqueé en medio LB
agarizado conteniendo ampicilina (100 pg/mL) y se incubd toda la noche a 37°C. Al dia
siguiente, se picaron algunas colonias, se crecieron en medio LB - ampicilina y se analizé
la presencia del gen de interés mediante amplificacién por PCR utilizando como templado
de reaccién 1,5 pL del cultivo bacteriano saturado y los cebadores especificos para
amplificar el gen vp2 completo. Una vez seleccionado el clon recombinante, denominado
pAdHu-VP2, se purificd el ADN plasmidico como se describié en el item 3.4.1 de esta
seccion. El clon seleccionado se secuencié utilizando los cebadores especificos del gen

vp2: VP2ilrv, VP2i fw, VP2 Forward, VP2 1276 y VP2 1452 (Tabla 3).

3.5.2 AISLAMIENTO DE LOS ADENOVIRUS ADHU-VP2

Previo a la transfeccion, el vector pAdHu-VP2 fue linealizado para favorecer la exposiciéon
de las secuencias repetidas invertidas (ITRs) que permitirdn la correcta replicacion y
empaquetamiento del virus. Ademads, con este tratamiento se eliminan las secuencias

bacterianas (origen de replicaciéon del plasmido y gen de resistencia a ampicilina).
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Entonces, el vector pAdHu-VP2 fue digerido con la enzima Pac | (New England Biolabs)

(Tabla 2), en buffer NEB 1.1 (New England Biolabs), durante 4 h a 37°C.

El vector pAdHu-VP2 linealizado se purificd o no a partir de gel de agarosa, y se cuantificé

su masa de manera similar a la descripta anteriormente.

Diferentes cantidades (10; 5; 2 y 1 ug) del vector pAdHu-VP2 linealizado (purificado o sin
purificar) se utilizaron para transfectar monocapas de células HEK 293A (70-80% de
confluencia) utilizando el lipido catidnico Lipofectamine™2000 (Thermo Fischer Scientific)
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Posteriormente, los cultivos celulares
transfectados se incubaron en estufa a 37°C, 5% CO,. A las 4; 9 y 16 h post-transfeccion
se descarté el sobrenadante de cultivo y se lo reemplazé por medio de mantenimiento
(ver item 3.1 de esta seccidn). Luego, a las 48 h post transfeccion se reemplazé el medio
de cultivo por medio de mantenimiento fresco y las monocapas celulares se incubaron
durante 10— 12 dias en estufa a 37°C, con 5 % de CO;, hasta la observacidn al microscopio
de efecto citopatico caracteristico de adenovirus: células redondeadas y agrupadas en
forma de racimos. En ese momento se cosecharon juntos las células y el sobrenadante,
obteniéndose lo que se denomind “pasaje 1 (P1)”. Se realizaron 3 ciclos de congelado (-
80°C) / descongelado (37°C) para liberar el virus, y los restos celulares se eliminaron por
centrifugacién a baja velocidad (10 min a 1500 x g, 4°C). Se prepararon alicuotas de 0,5

mL de la suspension viral AdHu-VP2 / P1 que se conservaron a -80°C hasta su utilizacién.

3.5.3 AMPLIFICACION Y PURIFICACION DE LOS ADENOVIRUS RECOMBINANTES

Para la amplificacion de los stocks de AdHu-VP2 y AdHu-GFP se infectaron monocapas de
células HEK 293A crecidas en botellas T175 con una alicuota de 500 uL del virus
correspondiente. A las 48 h se cosecharon los sobrenadantes, se
congelaron/descongelaron vy clarificaron como fue descripto en el parrafo anterior. Las
suspensiones virales obtenidas constituyeron los stocks virales AdHu-VP2 (P2) o AdHu-
GFP, que se conservaron a -80°C. Luego, utilizando estos stocks virales se infectaron
monocapas de células HEK 293A crecidas en 5 botellas T175 o Nunc® Cell Factory (2528

cm?) de manera similar a la descripta anteriormente. Las suspensiones virales clarificadas
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obtenidas se sembraron sobre un colchén de sacarosa (25% p/v en buffer NET: Tris — HCI
10 mM, pH: 8, EDTA 1 mM, NaCl 200 mM) y se centrifugaron a 60.494 x g durante 3 h a
4°C. Los pellets obtenidos se re-suspendieron en 2-4 mL de buffer NET, se prepararon
alicuotas que se conservaron a -80°C hasta su utilizacidn en los ensayos de inmunizacion

en animales. Una alicuota se utilizé para cuantificar el titulo viral.

3.5.4 TITULACION DE LOS ADENOVIRUS RECOMBINANTES PURIFICADOS

Monocapas de células HEK 293A crecidas al 90% de confluencia en placas de 6 pocillos
(P6) se infectaron con 300 uL de diluciones seriadas al décimo (partiendo de la dilucién
1072 hasta la dilucién 101°) de los stocks virales de los adenovirus recombinantes
purificados. Luego de un periodo de adsorcién de 24 h a 37°C, 5% CO», se retiré el indculo

y se agregé medio de placa semisélido.

Las células se incubaron durante 10 — 12 dias a 37°C, 5% CO,. Posteriormente se agrego
una solucién de 20 mg/mL de rojo neutro para facilitar la visualizacidn de las placas de
lisis.

Finalmente, se contabilizé el nimero de unidades formadoras de placa (UFP) y el titulo

viral se expresé como UFP/mL (de manera similar a la descripta en el item 3.3.1.2 de esta

seccion).

3.5.5 ANALISIS DE LA PUREZA DEL STOCK VIRAL RECOMBINANTE DE ADHU-VP2

Luego de sucesivos pasajes en células HEK 293A, los adenovirus recombinantes
depletados de la regién E1 podrian revertir a adenovirus salvaje (wild-type, wt) por
recombinacién homologa con el gen ela presente en el genoma de las células HEK 293A

(Goldsmith et al., 1994; Lochmiiller et al., 1994).

Con el stock viral recombinante AdHu-VP2 se infectaron monocapas de células Hela, que
son no permisivas para la replicacion de los adenovirus recombinantes (AdAE1) y

permisivas para Ad-wt (Dion, Fang and Garver, 1996b). Los cultivos celulares se infectaron
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a una multiplicidad de infeccidn alta (30 UFP/célula) y a las 48 h post infeccion las células
se cosecharon y clarificaron como se describié anteriormente, y se obtuvo una suspensién
viral pasaje 1 (P1) que se utilizé como inéculo para infectar monocapas de células Hela
(pasaje ciego). Los genomas virales se caracterizaron molecularmente mediante
amplificacién por PCR. Para ello, a partir del sobrenadante del clarificado del P2 se extrajo
ADN total (segun el protocolo descripto en el punto siguiente) que se utiliz6 como
templado de una reaccion de amplificacion por PCR con los cebadores: Ela fw — Elarvy

M16s fw — M16s rv.

3.5.6 EXTRACCION DE ADN TOTAL DE CULTIVOS CELULARES INFECTADOS CON LOS VIRUS

RECOMBINANTES.

La caracterizacion molecular de los virus recombinantes (MVA-VP2 o AdHu-VP2) se realizo
a partir del ADN extraido de cultivos infectados. Para ello, monocapas celulares (FEP o
HEK 293A, respectivamente) crecidas en P60 se infectaron con 500 uL de los virus
(recombinantes o no) como se describié anteriormente. A los 4-5 dias post infeccidn se
descartd el medio de cultivo y las monocapas se lavaron con PBS. Las células se
cosecharon en 1 mL de PBS y se realizaron 3 ciclos de congelado (-80°C) y descongelado

(37°C) para favorecer la liberacién del virus.

El ADN total se extrajo segun una modificacién del método descripto por Dellaporta
(Dellaporta, Wood and Hicks, 1983). Brevemente, se utilizaron 350 uL de los extractos
celulares a los cuales se les agregaron 350 uL de buffer de extraccidon EB 2X (Tris 200Mm
pH 8, EDTA 200mM pH 8, SDS 2 %, B-mercaptoetanol 20 mM, NaCl 200 mM) y se agitd
usando vortex durante 10 seg. Se incubd a 65°C por 10 min y se agregaron 250 plL de
acetato de potasio 5 M mezclando por inversién 20 veces e incubando en hielo por 20
min. Posteriormente, se centrifugd por 30 min a 10.000 x g en microcentrifuga a 4°C. Se
recuperd la fase acuosa y los acidos nucleicos se precipitaron por el agregado de un
volumen de isopropanol. Se mezclé por inversidén y se centrifugd durante 20 min a 12000
x g. Luego, se descarté el sobrenadante y el pellet se lavd 2 veces con 500 plL de etanol

70% y se centrifugd 15 min a 10.000 x g. El pellet se secé a 37°C y se resuspendié en 40-
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50 pL de agua bidestilada. EI ADN asi purificado (1-5 pL se utilizé como templado en las

reacciones de amplificacion por PCR.

Ademas, se realizd6 como control la extraccion de ADN total a partir de monocapas de

células no infectadas.

3.5.7 EVALUACION DE LA TRANSCRIPCION DEL GEN VP2 MEDIANTE RT-PCR

Monocapas de células HelLa (80% confluentes) fueron infectadas con 500 pL del stock viral
AdHu-VP2 sin diluir (alta multiplicidad de infeccién). A las 24 h post infeccidn se descarto
el medio de cultivo, las monocapas se lavaron dos veces con PBS y los extractos celulares
se cosecharon en 0,3 mL de TRIzol® (Thermo Fischer Scientific). Luego se almacenaron a
4°C hasta su utilizacidn. La extraccién del ARN total se realizd segun las instrucciones del
fabricante. Utilizando el equipo Nanodrop ND-1000 (Thermo Fischer Scientific) se
determind la concentracién del ARN total purificado y su grado de pureza (relacién de

absorbancia 260/280 nm con valor mayor a 2).

Posteriormente, las muestras de ARN se trataron con la enzima DNAsa | (Thermo Fischer
Scientific) para eliminar los restos de ADN contaminante. Brevemente, se prepard una
mezcla con 1 ul de buffer 10X, 1 ul de DNAsa | (2 Unidades enzimaticas), 7 pl de agua DEPC
libre de nucleasas y se agregaron 2uL de la muestra de ARN. Se incubé 15 min a
temperatura ambiente y luego se inactivé la enzima por el agregado 1 uL de EDTA 25mM

e incubacién a 70°C durante 10 min. El ARN tratado se guardé a -80°C hasta su utilizacién.

Para la obtencién de ADN complementario (ADNc) a partir del ARN extraido, se realizé la
reaccién de transcripcion reversa (RT) utilizando la enzima retrotranscriptasa (RT)

SuperScript Il (Thermo Fischer Scientific).

Primeramente, una mezcla conteniendo 50 ng de hexameros al azar (6-mer o Ng) y 12 L
de ARN se colocdé en un bafo seco a 65°C durante 10 min. Luego, se transfirid
inmediatamente al hielo y se agregaron 4 uL de 5X First-Strand Buffer (Thermo Fischer
Scientific), 1 ul de DTT (ditiotreitol) 0,1 M, 1 puL de dNTPs 5mM (Promega), 1 uL de la
solucién inhibidora de nucleasas de ARN (RNAse OUT, Thermo Fischer Scientific) y 1 uL de

la enzima SuperScript Il RT (200 U/pL). Se incubé a 50°C durante 45 min. Posteriormente,
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la enzima fue inactivada mediante unaincubacién de 10 min a 65°Cy el ADNc se almacené

a -20°C hasta su utilizacion.

Las amplificaciones por PCR se realizaron utilizando el par de oligonucleétidos VP2ilfw
/VP2-284-1 rv (ver Tabla 4 - item 3.4.3 de esta seccion) y, como templado los ADNc o los

ARN tratados con DNAsa | (como control para verificar la ausencia de ADN contaminante).

3.6 METODOLOGIAS UTILIZADAS PARA LA EVALUACION DE LA DISTRIBUCION IN VIVO

(BIODISTRIBUCION) DE POXVIRUS EN POLLOS

Todos los procedimientos de los experimentos realizados con animales fueron evaluados
y aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de

Experimentacion (CICUAE) del INTA Castelar.

En este trabajo de tesis se evalué la capacidad de los poxvirus MVA de infectar
productivamente a los pollos mediante inmunizaciones por via intramuscular (en el
muslo) o subcutanea (en la membrana del ala). Brevemente, en las aves inoculadas por
via intramuscular se evalud la presencia del genoma viral mediante amplificaciéon por PCR
(tanto en el sitio de inmunizacidon como en otros érganos del ave). En el caso de las aves
inoculadas por punciéon alar se evalué la formacion de las lesiones nodulares

caracteristicas de las vacunas atenuadas vivas de viruela aviar (“toma” de la vacuna).

3.6.1 BIODISTRIBUCION DE POXVIRUS ADMINISTRADOS POR VIA INTRAMUSCULAR (1.M.)

Los pollos fueron inoculados a los 11 dias de edad con MVA conteniendo 0,5% v/v tinta
china (preparada en PBS estéril con antibiético/antimicético (A/A, ver item 3.1). La
adicién de tinta china no interfiere con la replicacidén de los virus mientras que permite
identificar el sitio exacto de inoculacion en el musculo de la pata (Johnston et al., 1997).
A distintos tiempos, los animales fueron sacrificados y se tomaron muestras de diversos
tejidos, que se conservaron a -80°C hasta su procesamiento (descripto en el item 3.6.3 de

esta seccion).
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Los tejidos recolectados fueron: musculo no inyectado (Ni, corresponde a la pata no
inoculada), musculo inyectado (Mi, identificado por la presencia de tinta china), bolsa de

Fabricio (BF), bazo (Ba), higado (Hi), duodeno (Du) y/o tonsilas cecales (TC).

Con el propdsito de respetar el principio de las “tres Rs” (Reduccion, Refinamiento y
Reemplazo) en el uso de animales de experimentacidn, en una primera etapa se realizaron
dos ensayos utilizando un solo animal por tiempo con el propdsito de determinar el
tiempo post-inmunizacidn (pi) a evaluar. Una vez determinado el tiempo pi al cual se
detecta la replicacién viral se realizé un ensayo aumentando el nimero de animales y

acotando la variable tiempo.

Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3
1-3-6d.p.i 16 -24 h.p.i 16-24-72
Tiempos evaluados
h.p.i
. 1 1 5
Aves/Tiempo
11 11 11

Edad aves

, 1,6 x 107 UFP 2,5x10° UFP de 1,4 x 107 UFP de
Inoculo/via de

. . de MVA/i.m. MVA/i.m. MVA/i.m.
inoculacion

Ni, Mi, BF, Ba, Ni, Mi, BF, Ba e Ni, Mi, BF, Ba e
Tejidos recolectados
Hi, Duy TC. Hi. Hi.

Tabla 5 — Esquema experimental ensayos de Biodistribucion.

3.6.2 BIODISTRIBUCION DE POXVIRUS ADMINISTRADOS POR VIA SUBCUTANEA (S.C.)

Las aves (de 7 o 25 dias de edad) fueron inoculados por via s.c. en la membrana del ala

con 1,4 x 10* UFP de MVA o0 5 x 102 UFP de FWPV, utilizando un aplicador de doble lanceta.
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Ensayo 1 Ensayo 2

Observacion de la lesion 3

Tiempos evaluados
durante 14 d.p.i d.p.i

Nimero de aves 2 3
Edad aves 7 25
Virus inoculado MVA - FWPV MVA
Via de inoculacion Membrana del Ala Membrana del Ala

Membrana del ala, Hi, Bay

Tejidos recolectados -
BF.

Tabla 6 - Esquema experimental ensayo de Biodistribucion.

3.6.3 PREPARACION DE HOMOGENATOS DE TEJIDO PARA REALIZAR PASAJES CIEGOS POR FEP

Los tejidos recolectados fueron descongelados, colocados en placas de Petri estériles y
cortados hasta la destruccidn total del tejido con la hoja de un bisturi. Luego, el tejido
disgregado se transfirié a un microtubo de 1,5 mL, se pesé en balanza de precisidn y se
agregoé buffer PBS estéril en proporcion 1 mL/mg de tejido. El homogenato obtenido se
agitd en el vortex durante por 45 s, se sometid a 3 ciclos de congelado/descongelado y se
centrifugd a baja velocidad para descartar los restos celulares de manera similar a la

descripta anteriormente. Se conservo el sobrenadante a -80°C hasta su utilizacidn.

Los homogenatos se utilizaron como inéculo para infectar cultivos de FEP (dos pasajes
ciegos). Brevemente, las células se infectaron con 500 pL de una dilucidn al décimo del
sobrenadante del homogenato obtenido y se incubaron en estufa a 37°C, con 5 % de CO,
por un periodo de 5-6 dias. Luego, se cosecharon las células, se sometieron a 3 ciclos de
congelado/descongelado para liberar los virus y se centrifugaron a baja velocidad para
descartar los restos celulares. Se conservo el sobrenadante como “pasaje 1” (P1). Esta
suspension se utilizdé como indculo (500 plL del P1 sin diluir) para infectar monocapas de
FEP. A los 5-6 dias, se cosecharon las células de manera similar a la descripta

anteriormente y se obtuvo el “pasaje 2” (P2), que se almacend a -80°C hasta su utilizacion.
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3.6.4 DETECCION DEL GENOMA DE POXVIRUS EN MUESTRAS DE TEJIDO RECOLECTADOS DE LAS

AVES VACUNADAS

La purificacion de ADN total a partir de las muestras de tejidos recolectados se realizd

siguiendo dos protocolos diferentes:

I. A partir de las suspensiones virales provenientes de los dos pasajes ciegos por FEP
(ver punto anterior) se purificé el ADN total siguiendo la metodologia descripta en

el item 3.5.6 de esta seccion.

II. Las muestras de tejido fueron disgregadas, en condiciones de esterilidad,
utilizando un mortero de porcelana y nitrégeno liquido. Posteriormente, el ADN
total fue purificado utilizando el kit QlAamp” DNA Mini KIT (QIAGEN) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

El ADN total purificado se utiliz6 como templado en reacciones de amplificacién por PCR
utilizando cebadores especificos para detectar la presencia del genoma viral. Ademas, se
realizé como control la amplificaciéon por PCR del gen aviar gapdh para descartar la

presencia de inhibidores de la reaccién.

3.7 METODOLOGIAS UTILIZADAS PARA LOS ENSAYOS DE EFICIENCIA DE LOS VECTORES VIRALES

QUE EXPRESAN LA PROTEINA VP2 DE IBDV

Todos los procedimientos de los experimentos realizados con animales fueron evaluados
y aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de

Experimentacion (CICUAE) del CNIA-INTA.

3.7.1 INMUNOGENOS

« MVA-VP2 y MVA-GFP: 0,5 mL de los stocks virales (preparados como se indica en

el item 3.3.1.1 de esta seccidn) se inocularon por via i.m. en la pata.
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6 AdHu-VP2 y AdHu-GFP: 0,1-0,2 mL de los stocks virales purificados (preparados

como se indica en el item 3.5.3 de esta seccidn) se inocularon por via i.m. en la

pata.

6 Vacuna viva de IBDV: se utilizé la vacuna comercial LZD INMUNER, provista por

Laboratorios Inmuner S.A. (Concepcion del Uruguay, Entre Rios). La reconstitucion

de la vacuna liofilizada se realizé en el momento de su utilizacién siguiendo las

recomendaciones del fabricante. Se aplicd una gota (30 pL) de la vacuna

reconstituida por via ocular.

3.7.2 VIRUS DE DESAFIO

Se utilizé una cepa clasica de IBDV (Genogrupo 1). La semilla liofilizada fue reconstituida

a una concentracion de 30 mg/10 mL de diluyente. Las aves fueron inoculadas con 500

uL (aproximadamente 8 x 10° DICTso) del virus de desafio, por via oral. El titulo del virus

de desafio se cuantificéd de manera similar al procedimiento indicado en el item 3.7.6.1.

3.7.3 DISENOS EXPERIMENTALES

3.7.3.1 ESQUEMA DE VACUNACION CON UNA SOLA DOSIS DE MVA RECOMBINANTE

Grupos de 5 0 6 pollos, de 11 dias de edad, fueron inmunizados segun la siguiente tabla:

Grupo Inmundgeno Ensayo 1 Ensayo 2
MVA - VP2 MVA — VP2 5,2 x 103 UFP 8 x 10° UFP
MVA - GFP MVA — GFP 1,7 x 10° UFP 8 x 10° UFP
no menor a 103
IBDV Vacuna comercial LZD
DIEso™**
PBS* PBS 400 pL

Tabla 7 - Esquema experimental de los ensayos de inmunizacion.

*grupo conformado por 5 animales.

**asi especificado en el prospecto de la vacuna comercial.
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3.7.3.2 ESQUEMA VACUNACION PRIME-BOOST HETEROLOGO COMBINANDO ADENOVIRUS

Y MVA RECOMBINANTES

Grupos de 3, 5 0 6 pollos de 1 y 11 dias de edad, fueron inmunizados segun la siguiente

tabla:
Ensayo 1 Ensayo 2
Grupo Inmundgeno Inmundgeno Inmundgeno Inmundgeno
Prime (dosis) Boost (dosis) Prime (dosis) Boost (dosis)
AdHu-VP2 MVA-VP2 AdHu-VP2 MVA-VP2

AdHu-VP2/MVA-VP2
(6,65 x 106 UFP) (8 x 105 UFP) (1,5 x 10° UFP) (8 x 10° UFP)

AdHu-GFP MVA-GFP
AdHu-GFP/MVA-GFP - -
(1,75 x 108 UFP) (8 x 10° UFP)

AdHu-VP2 AdHu-VP2 **
AdHu-VP2 - -
(6,65 x 10° UFP) (1,5 x 10° UFP)
Vacuna
comercial* LZD
IBDV LZD - - -
(no menor a 103
DIEso)
PBS - - 400 pL ** 400 pL

Tabla 8 - Esquema experimental de los ensayos de inmunizacion con el esquema prime-boost.
*grupo conformado por 5 animales.
**grupos conformados por 3 animales.

3.7.4 EVALUACION DE LA RESPUESTA INMUNE HUMORAL ANTI-IBDV POR ELISA

A los 14 dias post vacunacidon se tomaron muestras de sangre para evaluar la presencia

de anticuerpos especificos anti-IBDV utilizando el kit comercial Flock Check IBD de
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Laboratorios IDEXX. Brevemente, las muestras de sangre recolectadas se centrifugaron 4
min a 2.000 rpm en microcentrifuga. El suero obtenido fue almacenado a -20°C hasta su
utilizacion.

A los 14 dias post vacunacion se tomaron muestras de sangre para evaluar la presencia
de anticuerpos especificos anti-IBDV por ELISA. Brevemente, se utilizaron las placas de 96
pocillos recubiertas con el antigeno viral (IBDV) del kit comercial Flock Check IBD de
Laboratorios IDEXX. Las muestras de sangre recolectadas se centrifugaron 4 min a 2.000
rom en microcentrifuga. La presencia de los anticuerpos totales anti-IBDV se evalué por
duplicado utilizando 100 pL de una dilucidn 1/25 de los sueros de las aves vacunadas.
Luego de 30 min de incubacién con los sueros incégnita, se realizaron 5 lavados con agua
destilada, se agregd el suero anti-especie (pollo) conjugado a peroxidasa de rabano
picante (HRP) provisto por el kit y se incubd durante 30 min. Luego de realizar 5 lavados
con agua destilada, se agregod la solucién del sustrato TMB (3,3°,5,5 -tetrametil-benzidina)
provista por el fabricante. Transcurridos 15 min la reaccién colorimétrica se detuvo por el
agregado de solucidn de frenado (Stop Solution). Finalmente, se midié la absorbancia a
650 nm utilizando el lector de placas Thermo® MultiskaSpectrum, Software version

2.2.237.

3.7.5 INFECCION EXPERIMENTAL CON IBDV

A los 27 dias de edad las aves se infectaron por via oral con aproximadamente 8 x 10°
DICTso (dosis infectivas embrion de pollo 50%/mL) de una cepa clasica de IBDV
(Genogrupo 1) y se sacrificaron a los 5 dias post-infeccidn para evaluar la presencia de

IBDV y el dafio histopatoldgico en la BF (ver puntos siguientes).

3.7.6 TOMA DE MUESTRAS DE LA BOLSA DE FABRICIO, TITULACION DE IBDV Y ANALISIS

HISTOPATOLOGICO

Luego del sacrificio de las aves se prepararon homogenatos de BF en PBS (1 mg de

tejido/mL), se diluyd de manera seriada (en base 10), se utilizo para infectar monocapas
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de fibroblastos de embridén de pollo y se calculé el titulo viral por el método desarrollado
por Reed y Muench (Reed and Muench, 1938). El resto del 6rgano se fijé en formol

tamponado (pH 7) para su posterior analisis histopatolégico.

Para determinar si las aves vacunadas con los vectores que expresan la proteina VP2
estaban protegidas frente al desafio con IBDV, en este trabajo de Tesis se utilizé el criterio
gue incluye la evaluacién simultanea de dos pardmetros: a) disminucidn significativa del

Ill

titulo de IBDV recuperado en bolsa de Fabricio respecto del grupo control “estricto”
(animales vacunados con los vectores virales que expresan la proteina no relacionada
GFP) y b) que las lesiones histopatoldgicas en BF sean nulas o leves (y significativamente
distintas respecto del grupo de aves inmunizado con los vectores virales que expresan la

proteina GFP).

Estos criterios son similares a los utilizados en otros trabajos de nuestro grupo de

investigacion (Zanetti et al., 2016, Richetta et al., 2017, Federico, 2018)

Las aves se consideraron protegidas cuando se redujo significativamente el titulo de IBDV

recuperado de BF y el dafio histopatolégico fue nulo o leve (score 1 o0 2).

3.7.6.1 TITULACION DE IBDV PRESENTE EN LAS BOLSAS DE FABRICIO DE LAS AVES DESAFIADAS

Se prepararon diluciones seriadas al décimo de la suspensién viral en microtubos de 1,5
mL. La titulacion se realizé en placas de 96 pocillos (P96) para cultivos celulares. En cada
fila de la placa se agregaron 50 uL/pocillo de una misma dilucién viral excepto en la ultima
fila en donde se adicion6é el mismo volumen de medio D-MEM. Posteriormente, se
agregan a todos los pocillos de la placa 100 pL de una suspension de FEP (4,2 x 10° cél/mL).
Las células se incubaron en estufa a 37°C con atmdsfera de 5% CO; durante 4 dias. Al final
de este periodo las monocapas de cada pocillo se observaron microscépicamente

registrando como positivo la presencia de redondeamiento celular (efecto citopatico).

El titulo viral se calculd aplicando el método desarrollado por Reed y Muench (Reed and
Muench, 1938) y se expresé como Dosis infectiva en cultivo de tejido 50% por mL

(DICTso/mL).
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3.7.6.2 ANALISIS HISTOPATOLOGICO DE LA BOLSA DE FABRICIO

El analisis histopatoldgico fue realizado por el Dr. F. Delgado del Instituto de Patobiologia,

CICVYA, INTA.

Brevemente, las BF se fijaron en formol 10 % tamponado (pH 7) y se embebieron en
parafina. Posteriormente se realizaron cortes con micrétomo, se tifieron con hematoxilina
y eosina previa a su observaciéon al microscopio. Se analizd la presencia de lesiones
(necrosis y/o deplecion linfoide) e infiltrado inflamatorio en los foliculos de las bolsas. Se
establecio un score de las lesiones segun lo descripto por Pérez en el afio 2008 (Pérez C.,

Alba Ch. and Icochea D., 2008):

5 Score 1 — No se observan lesiones. El cortex y la médula no se ven alterados.

5 Score 2 — Se observa una leve deplecion linfoide en la mayoria de los foliculos de
la bolsa. El revestimiento del epitelio se observa corrugado. (Hasta un 30% de foliculos

afectados).

5 Score 3 — El tejido muestra reduccion linfoide (de moderada a severa) en la
mayoria de los foliculos, los cuales se observan palidos y vacuolados. Se observa
infiltracién inflamatoria tanto en los foliculos como en el estroma interfolicular. Se
observa la pérdida de la mayor parte del revestimiento epitelial y pueden observarse

restos celulares en algunos de los foliculos. (31 al 75 % de foliculos afectados).

£ Score 4 — La bolsa muestra la pérdida de los foliculos linfoides y se produce una
transformacién glandular con incremento del tejido conectivo interfolicular. Se observan
cavidades quisticas en algunos foliculos e infiltracidon de macrdéfagos, células plasmaticas
y células linfoides en el tejido conectivo del estroma. (mas del 75% de los foliculos

afectados).

En la siguiente figura se observan las imagenes (aumento de 40 X y 100 X) compatibles

con los diferentes grados de lesiones o scores.
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Score 1

100X

Score 2

100X

Score 3
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Score 4

Figura 17 - Cortes histopatoldgicos de la bolsa de Fabricio. Se observan las lesiones del érgano de los
diferentes scores (1 a 4) con aumento de 40X y 100X.

El score promedio de las lesiones histopatoldgicas por grupo de calculd segun la siguiente

formula:

(N.1+N.2+N.3+N.4)
/N° total aves del grupo

Donde N representa la cantidad de aves del grupo con lesiones histopatoldgicas

correspondientes a un determinado score (de 1 a 4).

3.7.6.3 ANALISIS ESTADISTICO

Se compararon los resultados del grupo de aves vacunadas con los vectores que expresan
la proteina VP2 y el grupo inmunizado con los vectores que expresan una proteina no
relacionada (GFP). El andlisis estadistico se realizé con el test no paramétrico de Mann

Whitney (GraphPad Prism 8).
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4  RESULTADOS

4.1 ESTUDIO DE LA BIODISTRIBUCION DE MVA RECOMBINANTES EN POLLOS

Definimos biodistribucion a la distribucion tisular in vivo de un vector luego de ser
inoculado en un animal. Tal como se ha mencionado, los virus MVA recombinantes son
incapaces de replicar en la mayoria de las células de mamifero y su replicacién en el
laboratorio se realiza en cultivos primarios de fibroblastos de embrién de pollo (FEP) o
cultivos de células BHK-21 (Miles W. Carroll and Moss, 1997; Drexler et al., 1998; Okeke,
Nilssen and Traavik, 2006).

Desde la década del "90 los virus MVA han sido investigados como vectores seguros para
el desarrollo de vacunas virales recombinantes contra enfermedades infecciosas que
afectan a animales y humanos. Como se menciond anteriormente, a diferencia de
mamiferos, donde la deficiencia de replicacion y la seguridad de MVA estan bien
establecidas, muy poco se sabe sobre la infeccién por MVA en hospedadores aviares.
Existen dos trabajos publicados que confirman, directa o indirectamente, la seguridad de
los virus MVA recombinantes cuando se inoculan en membrana corioalantoidea
(embriones de 11 dias) o como vacuna in ovo (a los 18 dias de desarrollo embrionario),
respectivamente (Boyd et al., 2013; Langenmayer et al., 2018). Teniendo en cuenta que
los virus MVA se aislaron por mas de 500 pasajes sucesivos en FEP, en este trabajo de
Tesis se evalud su capacidad replicativa en pollos con el propédsito de determinar el perfil

de seguridad de los virus MVA que se utilizaran para el desarrollo de vacunas aviares.

4.1.1 EVALUACION DE LA BIODISTRIBUCION DEL VIRUS MVA INOCULADO POR VIA SUB-

CUTANEA EN POLLOS

Las vacunas de viruela aviar (virus fowlpox o FWPV) estan basadas en cepas vivas
atenuadas que replican de manera limitada en el sitio de inoculacién (membrana del ala),
induciendo inmunidad protectora de por vida. La replicaciéon viral limitada y Ia

consecuente respuesta inmune del hospedador originan la formacion de una pequefiia
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lesiéon nodular caracteristica denominada “toma” de la vacuna. Ademas, se puede formar
una costra de color marrdn a negro en el sitio de la membrana del ala donde se aplicé la
vacuna, que finalmente se desprende y cae. La lesidn nodular aparece aproximadamente
al dia 6 post-inoculacién y es reabsorbida entre los 11 y 14 dias post-inoculacién (dpi)

(OIE, 2018).

En base a estos antecedentes, en este Trabajo de Tesis se evalud si los vectores de MVA
inducian la formacion de lesiones nodulares al ser aplicados por via subcutanea en la
membrana del ala (puncidn alar) segun el procedimiento descripto en 3.6.2 Materiales y
Métodos. La dosis (definida como unidades formadoras de placa, UFP) de MVA utilizada

fue aproximadamente 30 veces mayor que la dosis de la vacuna de FWPV.

La Figura 18 muestra la evolucion de las lesiones nodulares producidas en la membrana
del ala por la inoculacién de los poxvirus MVA y FWPV en aves de 7 dias de edad. Para el
caso de la viruela aviar (cepa vacunal) se observé la formacion de una lesién nodular
caracteristica denominada “toma” de la vacuna. La lesion fue visible a partir del segundo
dia post inoculacién (dpi), fue aumentando de tamafio hasta alcanzar su maximo de
aproximadamente 3 mm al sexto dia después de la vacunacidn. Posteriormente, se
observé la formacién de una costra (7 dpi) que se desprendio al dia 11 pi. Finalmente, la

lesién nodular fue reabsorbida al dia 12 post vacunacién.

En cambio, la inoculacion del vector de MVA en la membrana del ala no indujo la
formacién de lesiones nodulares ni formacion de costras. Solo se observd una pequefia
zona de inflamacién menor a 0,5 mm de didmetro la cual podria ser atribuida a la herida

originada por el instrumental utilizado para la puncién.
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Figura 18 - Evaluacion del tamaiio de la lesion nodular (“toma” de la vacuna). Las aves de 7 dias de edad
se inmunizaron por via s.c. en el ala con una vacuna comercial de viruela aviar (FWPV; 5 x 102 UFP) o con el
vector MVA (1,4 x 10* UFP). Durante 12 dias, se registré el tamafio del nédulo utilizando un calibre. Se
muestra el promedio del tamafio, expresado en mm, por dia, por grupo.

Con el propdsito de detectar el genoma viral, los pollos se vacunaron con MVA de manera
similar (punciéon en la membrana del ala), a los 3 dpi las aves fueron sacrificadas, se
tomaron muestras de distintos tejidos (membrana del ala, higado, bazo y bolsa de
Fabricio) y se analizaron como se indica en las secciones 3.6.3 y 3.6.4 de Materiales y
Métodos. De esta forma, la presencia del genoma viral se evalué en las muestras de ADN

purificado directamente en los tejidos o luego de realizar dos pasajes ciegos por FEP.

En todas las muestras se amplificé por PCR el gen aviar gapdh, que codifica para la enzima
gliceraldehido fosfato deshidrogenasa, lo cual indicd la ausencia de inhibidores de la
reaccion de PCR en las muestras de ADN. En cambio, no se pudo amplificar por PCR el gen

viral MVA165R en ninguna de las muestras evaluadas (resultados no mostrados).

La ausencia de lesién nodular visible luego de la inoculacion del vector de MVA en la
membrana del ala y la falta de deteccidn del genoma viral, indicaria que MVA no esta
presente en el sitio de inoculacién y no induce la respuesta inmune celular e inflamatoria
gue determina la formacién de nddulos caracteristicos de las vacunas de viruela aviar,
que replican de forma limitada en el sitio de inoculacién.
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4.1.2 EVALUACION DE LA BIODISTRIBUCION DE MVA INOCULADO POR VIA INTRAMUSCULAR

La via de inmunizacidn intramuscular (i.m.) es otra de las vias ampliamente utilizadas para
las vacunas vectorizadas por poxvirus, aunque no es una via de inmunizacién compatible
con la industria avicola debido a la limitacidon que presenta para su uso masivo. Sin
embargo, en este trabajo de tesis la via i.m. fue seleccionada para evaluar la capacidad
replicativa in vivo de los vectores de MVA porque, con el agregado de tinta china en la
suspension del inmundgeno, se identifica facilmente el sitio de inoculacién. Esta
metodologia fue utilizada previamente en nuestro laboratorio para evaluar la

biodistribucidn en pollos de los vectores basados en virus canarypox (Zanetti et al., 2016).

Como se describe en la seccidn 3.6.1 de Materiales y Métodos, los pollos fueron inoculados
por via i.m. en una pata y la distribucidn in vivo de MVA se realizé mediante amplificacién
por PCR para detectar el genoma viral en diferentes tejidos y a distintos tiempos post-
inmunizacién. Para respetar el principio de las “tres Rs” (Reduccién, Refinamiento y
Reemplazo), se realizaron dos ensayos con un solo animal por tiempo para acotar el
momento post infeccidon donde se detecta el genoma viral y, en base a esta informacién

se realizd el ensayo de biodistribucién de MVA en grupos de 5 aves por tiempo.

La deteccion del genoma de MVA se realizé utilizando oligonucleétidos especificos para
amplificar por PCR los genes virales MVA157L o MVA165R que codifican para la enzima
3B-hidroxi-esteroide  deshidrogenasa o para la proteina hemoaglutinina,

respectivamente.

En el momento que se realizaron estos experimentos, en el Unico trabajo publicado donde
se habia evaluado la biodistribucion de un poxvirus en pollos era con el vector viral basado
en el virus raccoonpox (Hwa et al., 2010). En dicho estudio, la presencia del virus
recombinante que expresa luciferasa fue registrada mediante imagenes de
bioluminiscencia hasta el tercer dia pi. En base a estos antecedentes, en este trabajo de
Tesis se realizé el primer ensayo en el cual fueron inoculados tres pollos de 11 dias de
edad con el vector de MVA y la toma de muestras de los distintos tejidos se realizé a los

dias 1; 3y 6 pi.
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En la Figura 19 se observa que en todas las muestras de ADN (purificadas de los diferentes
tejidos a los tres tiempos evaluados) se amplificé por PCR el gen aviar gapdh. En cambio,
no fue posible la deteccién del genoma de MVA en ninguno de los tejidos y tiempos

analizados (datos no mostrados).

Dia 1 pi Dia 3 pi Dia 6 pi

(-) C+ Mi BF Ba Hi DuTC Mi BF Ba Hi DuTC MiBFBa HiDuTC M

= —

4

Figura 19 - Amplificacion por PCR del gen aviar gapdh. En la reaccién de PCR se utilizaron los
oligonucledtidos iniciadores GAPDHfw — GAPDHrv. Los productos de la reaccion se resolvieron mediante
electroforesis en geles de agarosa 1% y tincidn con bromuro de etidio. Las muestras de ADN se obtuvieron
a partir de musculo inyectado (Mi), bolsa de Fabricio (BF), bazo (Ba), higado (Hi), duodeno (Du) y tonsilas
cecales (TC), (-): sin ADN, C+: ADN purificado de FEP, M: Marcador de peso molecular 1Kb plus (Thermo
Fischer Scientific). La flecha indica la posicién esperada para el amplicon correspondiente al gen aviar
gapdh. Los tamafios se indican en pares de bases.

Teniendo en cuenta que a veces es necesario realizar pasajes ciegos por cultivo celular
para amplificar la cantidad y poder detectar un virus, con los homogenatos de los tejidos
recolectados se realizaron 2 pasajes ciegos por cultivos de células susceptibles (FEP). En
ningun caso se observo el efecto citopatico caracteristico del virus MVA ni fue posible
detectar la presencia del genoma viral mediante amplificacion por PCR (resultados no

mostrados).

En base a estos resultados, se realizé un nuevo experimento para evaluar tiempos mas

cortos post infeccién: 16y 24 h.

Cuando la amplificacion por PCR se realizé a partir de ADN obtenido directamente de los
tejidos colectados, el amplicdn correspondiente al gen aviar gapdh se detectd en todos
los casos, Figura 20, sin embargo, no fue posible amplificar el genoma viral (resultados no

mostrados).
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16 hpi 24 hpi
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Figura 20 - Amplificacion por PCR del gen aviar gapdh. En la reaccién de PCR se utilizaron los
oligonucledtidos iniciadores GAPDHfw — GAPDHrv. Los productos de la reacciéon se resolvieron mediante
electroforesis en geles de agarosa 1% y tincidn con bromuro de etidio. Las muestras de ADN se obtuvieron
alas 16 0 24 hpi a partir de musculo inyectado (Mi), misculo no inyectado (Ni), higado (Hi), bolsa de Fabricio
(BF) y bazo (Ba). (-): sin ADN, C+: ADN purificado de FEP. La flecha indica la posicion esperada para el
amplicén correspondiente al gen aviar gapdh.

Luego, para incrementar la cantidad de virus que podrian contener las muestras de
homogenatos de los diferentes tejidos, se realizaron dos pasajes ciegos por FEP. El ADN
total purificado de estas ultimas células se utilizd como templado para la reaccion de
amplificacién por PCR del gen viral MVA165R. Asi, se detectd la presencia del amplicén

de 303 pb Unicamente en las muestras provenientes del sitio de inoculacion (musculo

inyectado) a los dos tiempos pi evaluados (Figura 21).

P2 16 hpi P2 24 hpi
Ni|Mi|Ba BF Hi Ni|Mi|Ba BF Hi C+ (-) M
-
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Figura 21 - Amplificacion por PCR del gen viral MVA165R. En la reaccién de PCR se utilizaron los
oligonucleétidos iniciadores MVA165fw - MVA165rv. Los productos de la reaccion se resolvieron mediante
electroforesis en geles de agarosa 1% y tincidn con bromuro de etidio. Los templados de ADN se obtuvieron
luego de realizar dos pasajes ciegos por FEP (P2) de las muestras colectadas a las 16 o 24 hpi a partir de:
musculo no inyectado (Ni), musculo inyectado (Mi), bazo (Ba), bolsa de Fabricio (BF); Higado (Hi), (-): sin
ADN, C+: ADN de MVAwt, M: Marcador de peso molecular 1Kb plus (Thermo Fisher Scientific). La flecha
indica la posicién esperada para el amplicdn correspondiente al gen viral MVA165. Los tamanfios se indican
en pares de bases.
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De acuerdo a estos resultados, se realizé un experimento incluyendo un mayor nimero
de aves (n=5) por tiempo. Los animales fueron inoculados con los virus MVA, las muestras
se colectaron a las 16, 24 y 72 hpi y la evaluaciéon del genoma viral fue determinada

mediante amplificacién por PCR luego de realizar dos pasajes ciegos por FEP.

En todas las muestras se detecté la amplificacion del gen aviar gapdh (datos no
mostrados). En la Figura 22, puede observarse que el amplicon de 1.000 pb

correspondiente al gen viral MVA157L se detecté a las 16 hpi, en las muestras
correspondientes al sitio de inoculacién en tres de los cinco animales inoculados del
grupo. En el resto de los tejidos analizados para este tiempo pi no se detectd la presencia

del genoma de MVA.

Ni Mi Hi Ba

M12345(1]23(4as]1 2345 12345¢()c+

WB'
-
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Figura 22 - Amplificacion por PCR del gen viral MVA157L. En la reaccion de PCR se utilizaron los
oligonucledtidos iniciadores MVA157IntF — MVA160rv. Los productos de la reaccién se resolvieron
mediante electroforesis en geles de agarosa 1% y tincién con bromuro de etidio. Los templados de ADN se
obtuvieron luego de realizar dos pasajes ciegos por FEP de las muestras colectadas de las aves (1 a 5) a las
16 hpi a partir de musculo no inyectado (Ni), musculo inyectado (Mi), bazo (Ba), higado (Hi), (-): sin ADN,
C+: ADN de MVAwt, M: Marcador de peso molecular 1Kb plus (Thermo Fisher Scientific). La flecha indica la
posicidn esperada para el amplicén correspondiente al gen viral MVA157L. Los tamafios se indican en pares
de bases.

En ninguna de las muestras analizadas para los grupos inoculados con MVA a las 24 0 72

hpi pudo detectarse el genoma viral (datos no mostrados).

En conjunto, los resultados obtenidos indican que MVA no infecta productivamente a los
pollos y que al aplicarlo por via i.m. el genoma viral se detecta solo en el sitio de

inoculacién hasta las 24 hpi en algunas de las aves vacunadas.
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4.2  OBTENCION Y CARACTERIZACION DE ADENOVIRUS RECOMBINANTES (ADHU-5) QUE

PORTAN EL GEN CODIFICANTE DE LA PROTEINA VP2 DE IBDV

Como se menciond anteriormente, existen numerosos trabajos que muestran que la
estrategia de vacunacion prime-boost heterdloga resulta mas efectiva que la aplicacion
de dos dosis homologas en términos de intensidad y durabilidad de la respuesta inmune.
En el desarrollo de vacunas aviares, estos esquemas de inmunizacién combinan vectores
virales (HVT, poxvirus o Ad) entre si o con vacunas a subunidad, vacunas inactivadas o

génicas.

En base a estos antecedentes, uno de los objetivos de este trabajo de Tesis fue la
obtencién de los virus AdHu-5 recombinantes que expresan la secuencia codificante de la
proteina VP2 de IBDV, para evaluarlos en un esquema de inmunizacién prime-boost

heterdlogo combinado con el vector viral MVA-VP2.

Los adenovirus recombinantes que expresan la proteina VP2 de IBDV se obtuvieron
utilizando el vector pAd/CMV/V5-DEST™ (Thermo Fischer Scientific) como se describid en
la seccion 3.5 de Materiales y Métodos. El sistema se basa en clonar la secuencia de interés
en un vector denominado “vector de entrada” para luego sub-clonarlo en el “vector
destino”. Este sub-clonado ocurre por recombinacién homdloga in vitro entre las regiones
attL y attR, flanqueantes a la secuencia de interés, que estan presentes en los plasmidos

de “entrada” y “destino”, respectivamente (Figura 23).

Con este sistema se obtiene un adenovirus recombinante incompetente para la
replicacion en la mayoria de las células de mamiferos debido a la ausencia de los genes
gue codifican para las proteinas esenciales E1 y E3 pero que en el laboratorio puede ser
amplificado en cultivos de células HEK 293A debido a que aportan en trans las dos
proteinas indispensables para la replicacion viral. La expresion del gen de interés estara

dirigida por el promotor de citomegalovirus.
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Figura 23 — Estrategia de clonado de la construccion plasmidica denominada pAdHu-VP2.

La secuencia codificante de la proteina VP2 (gen vp2) se amplificé por PCR utilizando el
par de oligonucleétidos VP2 EcoRI fw - VP2 Hindlll rv y se cloné en el vector de entrada
pPCR®8/GW/TOPO. El primer andlisis de los clones recombinantes se realizd por
amplificacién por PCR directa sobre los cultivos bacterianos (en fase estacionaria),
utilizando los oligonucledtidos VP2 Forward y VP2-Bgl Il. Como se observa en la Figura
24A, en todos los clones se amplificd un fragmento de aproximadamente 1.400 pb

correspondiente al tamafio del gen vp2 completo.

Posteriormente, se seleccionaron cuatro clones al azar (N° 1 a 4) y se purificé el ADN
plasmidico para determinar la orientacidén del fragmento clonado. Teniendo en cuenta
qgue el clonado del gen vp2 en el vector de entrada es del tipo T-A y que el inserto de
interés debe estar orientado correctamente respecto de las secuencias attL que
recombinaran con el vector destino para garantizar su correcta transcripcién a partir del
promotor, se realizé el analisis por restriccion con las enzimas Hind lll y Eco RV (Figura
24B). Como se indica en el esquema de la Figura 23, los fragmentos de restriccién
esperados son diferentes si el gen vp2 esta clonado en la orientacidn correcta (4,1 kpb y
100 pb) o incorrecta (2,7 y 1,5 kpb). Ademds, mediante amplificacion por PCR se confirmo
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la presencia del gen vp2 en todos los clones (Figura 24C). De los cuatro clones que
portaban el gen vp2, tres clones poseian el inserto clonado en la orientacién correcta (N°
1 a 3). Se selecciond uno de ellos al azar y la identidad del gen vp2 se confirmé por

secuenciacion. Al plasmido recombinante, se lo denominé pCR8-VP2.
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Figura 24 - Analisis de los clones pCR8-VP2. A) Amplificacion por PCR del gen vp2 utilizando los cebadores
VP2-Forward y VP2-Bgl Il. 1 a 12: clones plasmidicos; (-): sin ADN y C+: ADN de MVA-VP2. La flecha indica el
tamafio esperado para el gen vp2 (1,4 kpb). B) Los clones recombinantes (N° 1 a 4) se trataron con las
enzimas de restriccion Eco RV y Hind lll. La flecha indica el fragmento de 4,1 kpb esperado para los clones
conteniendo el gen vp2 en orientacion correcta. C) Los clones recombinantes (N° 1 a 4) se amplificaron por
PCR utilizando los cebadores especificos para el gen vp2 Forward y VP2-Bgl Il, (-): sin ADN y C+: ADN de
MVA-VP2. La flecha indica el tamafo esperado para el gen vp2 (1,4 kpb). Los fragmentos de ADN se
resolvieron mediante electroforesis en gel de agarosa 1% tefiido con bromuro de etidio. M: Marcador de
peso molecular 1Kb plus (Thermo Fisher Scientific).

Una vez corroborada la secuencia, el gen de interés se insertd en el vector destino
pAd/CMV/V5-DEST™ mediante recombinacién homadloga entre dicho vectory el plasmido
pCR8-VP2 utilizando la enzima LR Clonase® Il (ver seccion 3.5.1 de Materiales y Métodos).
De las 12 colonias recombinantes crecidas en medio selectivo, se selecciond una al azar,
se amplificd y se purificd el ADN plasmidico. La presencia del gen de interés se confirmo
mediante amplificacién por PCR utilizando los cebadores especificos T7 y VP2-Hind Il rv,

gue hibridan sobre el vector y sobre el gen vp2, respectivamente (Figura 25A; esquema
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Figura 23). Posteriormente, se confirmd la identidad del gen vp2 y la construccion

obtenida, denominada pAdHu-VP2, se utilizé para obtener los adenovirus recombinantes.

A B m 1

M 1 C+ (v)

2000

Figura 25 - Analisis del clon pAdHu-VP2. A) Amplificacion por PCR de la region que contiene al gen vp2
utilizando los cebadores T7 y VP2 Hind Il rv. 1: Clon recombinante seleccionado, C+: ADN del plasmido
pRSet-VP2 (disponible en el laboratorio) y (-): sin ADN. La flecha indica el tamafio del amplicén esperado
(1,5 kpb). B) El clon recombinante (N2 1) fue tratado con la enzima de restriccion Pac I. Las flechas indican
los fragmentos de restriccidon esperados de 12 kpb y 2 kpb. Los fragmentos de ADN se resolvieron mediante
electroforesis en gel de agarosa 1% tefiido con bromuro de etidio M: Marcador de peso molecular 1Kb plus
(Thermo Fisher Scientific).

El vector pAdHu-VP2 fue linealizado con la enzima de restriccidn Pac | para favorecer la
exposicién de las secuencias repetidas invertidas (ITRs) flanqueantes al inserto de interés
y que constituyen los origenes de replicacidén del ADN viral. Como se muestra en la Figura
25B, luego de este tratamiento se originan dos fragmentos de ADN: a) el de mayor tamafio
gue corresponde al vector linealizado que porta el genoma del adenovirus recombinante
(12 kpb) y, b) el de menor tamario (2 kpb) que corresponde a un fragmento del plasmido

gue contiene el gen de resistencia a ampicilina y el origen de replicacion bacteriano.

El vector linealizado (purificado a partir de geles de agarosa o sin purificar) se transfecté
en un cultivo de células HEK 293A. Los cultivos celulares se incubaron hasta la aparicién
del efecto citopatico caracteristico de adenovirus: células redondeadas y agrupadas en
racimos (Figura 26B). En cambio, en el control de células sin transfectar no se observaron
cambios morfoldgicos, Figura 26A. De esta forma, se obtuvieron los virus recombinantes

AdHu-VP2, que se denominaron con los nimeros 1 o 2 porque provenian de las
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transfecciones realizadas con el vector pAdHu-VP2 purificado o no purificado,

respectivamente.

A

Figura 26 — Efecto citopatico de adenovirus en células HEK 293A. En las fotos se observan las células sin
transfectar/sin infectar (A) o transfectadas con el vector pAdHu-VP2 purificado (B). Las fotografias se
tomaron en un microscopio éptico invertido, con un aumento de 100X.

Los stocks virales recombinantes AdHu-VP2 se amplificaron en cultivos de células HEK
293A y se confirmd la presencia del inserto mediante amplificacion PCR utilizando los
cebadores especificos T7 y V5 que hibridan por fuera del gen de interés. Como se observa
en la Figura 27A, se obtuvo un amplicdn del tamafio esperado (1,6 kpb) en los dos stocks
virales recombinantes. Luego, |la presencia del gen vp2 se confirmo por PCR utilizando el
par de cebadores VP2ilfw y VP2-284-1rv que amplificaron un fragmento interno de dicho

gen de aproximadamente 550 pb (Figura 27B).

La expresion a nivel transcripcional del gen vp2 en cultivos de células infectadas con los
adenovirus recombinantes se realizd mediante la técnica de RT-PCR como se describe en
la seccion 3.5.7 de Materiales y Métodos. Se utilizaron los oligonucleétidos VP2ilfw y VP2-
284-1rv que amplifican un fragmento de aproximadamente 550 pb correspondiente a una
region interna de la secuencia codificante del gen vp2. Se confirmé la ausencia de ADN

celular contaminante en las muestras de ARN ya que no se detectaron productos de

95| Pagina



RESULTADOS

amplificacién cuando se utilizd6 ARN como templado en la reaccién de PCR. Solo se

observaron productos de amplificacion en las reacciones de RT-PCR (Figura 27C).

PCR RT-PCR

1 2 M 1 2 C+ (9

w — -

Figura 27 - Caracterizacion molecular de los adenovirus recombinantes AdHu-VP2. A) Amplificacidn por
PCR con el par de oligonucledtidos T7-V5. B) Amplificacién por PCR de una porcidn del gen vp2 utilizando
los cebadores VP2ilfw y VP2-284-1 rv. (-): sin ADN; C+: ADN del plasmido pAdHu-VP2; M: Marcador de peso
molecular 100 bp (Thermo Fisher Scientific). En (A) y (B) las amplificaciones por PCR se realizaron a partir
de ADN extraido de células HEK 293A infectadas con los stocks de AdHu-VP2 (1 o 2). C) Amplificaciones por
PCR o RT-PCR utilizando como templado ARN extraido de células Hela infectadas con los stocks de AdHu-
VP2 (1 0 2) y como cebadores a los oligonucledtidos VP2ilfw / VP2-284-1 rv. Los fragmentos de ADN se
resolvieron mediante electroforesis en gel de agarosa 1% tefiido con bromuro de etidio. (-): sin ADN; C+:
ADN del pldasmido pAdHu-VP2; M: Marcadores de peso molecular (Thermo Fisher Scientific) 1Kb plus (A) o
100 bp (B y C). La flecha indica el tamafio esperado de los fragmentos amplificados en cada una de las
reacciones de PCR o RT-PCR.

Los AdHu-5/AE1-AE3 recombinantes obtenidos con el sistema utilizado en este trabajo de
Tesis se amplifican en cultivos de células HEK 293A que expresan constitutivamente las
proteinas de la regién E1, las aportan en trans vy, asi, los adenovirus recombinantes
pueden ser amplificados in vitro. Sin embargo, luego de sucesivos pasajes en células HEK
293A, los adenovirus recombinantes (depletados de la regidon E1) podrian revertir a
adenovirus salvaje (wild-type, Adwt) por recombinacién homdloga con el gen ela
presente en el genoma de las células HEK 293A (Goldsmith et al., 1994; Lochmdiller et al.,

1994). Con el propdsito de determinar la pureza (ausencia de Adwt) de los stocks de virus
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recombinantes AdHu-VP2, se realizaron dos pasajes ciegos en células Hela v,
posteriormente, se amplificd por PCR el gen ela. Las células Hela son permisivas para la
replicacion de los Adwt, pero no permiten la replicacién de los adenovirus recombinantes
(que carecen del gen ela). Para detectar el genoma de Adwt se utilizé el par de
oligonucleédtidos Ela fw - Ela rv que amplifican la regidn gendmica viral ela. El amplicén
de 416 pb que determina la presencia de virus Adwt sélo se detectd en las muestras que
provienen del ADN purificado a partir de células HEK 293A (control positivo de la reaccién
de PCR) (Figura 28A). Como la ausencia de amplicdn determina que el stock viral de AdHu-
VP2 esta puro, se confirmd la amplificacién del gen mitocondrial del ARNr 16S en todas
las muestras lo cual determina que en las muestras de ADN no habia inhibidores de la
reaccion de PCR (Figura 28B). En conjunto, estos resultados demostraron la obtenciéon de
los stocks virales puros (Aela) de AdHu-VP2 que portan y expresan a nivel transcripcional
el gen de interés (gen vp2). Para continuar este trabajo de Tesis se seleccioné el stock viral
AdHu-VP2 N2 1 porque provenia de la transfecciéon realizada con el vector pAdHu-VP2

purificado.

A B

1 2 M () C+ 1 2 m () C+
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Figura 28 — Analisis de la pureza (ausencia de Adwt) de los stocks virales AdHu-VP2 mediante
amplificacidon por PCR. Las amplificaciones por PCR se realizaron a partir de ADN extraido de células HelLa
luego de dos pasajes ciegos de los stocks de AdHu-VP2 (1 o 2) utilizando el par de oligonucledtidos Ela fw -
Ela rv (A) o M16s fw — M16s rv (B). C+: ADN de células HEK 293A sin infectar; (-): sin ADN. La flecha indica
el tamafio del amplicén esperado de 416 pb (A) o 480 pb (B). M: Marcador de peso molecular 1Kb plus
(Thermo Fischer Scientific). m: Marcador de peso molecular 100 bp (Thermo Fischer Scientific). Los
fragmentos de amplificacion por PCR se resolvieron mediante electroforesis en gel de agarosa 1% teiiido
con bromuro de etidio.
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4.3 EVALUACION DE LA PROTECCION INDUCIDA POR LOS VECTORES VIRALES QUE EXPRESAN LA

PROTEINA VP2 FRENTE AL DESAFIO CON IBDV

En este trabajo de Tesis se evalué la capacidad protectora del candidato vacunal MVA-
VP2, sélo o combinado con el vector viral AdHu-VP2, como una herramienta prometedora
para la prevencién de la infeccién por IBDV, cuya produccidn en cultivos de células de
mamiferos en suspension alcance titulos virales elevados compatibles con los procesos
de liofilizacion para el almacenamiento y distribucién de vacunas refrigeradas. En
particular, durante este trabajo de Tesis se comparé el crecimiento de los virus MVA-VP2
y CNPV-VP2 in vitro (curvas de crecimiento de multiples pasos) en monocapas de FEP (ver
Anexo |). Se observé que la produccién total de los virus MVA-VP2 fue aproximadamente
80 veces mayor que la del vector viral CNPV-VP2, esta diferencia fue aun mds grande (de
132 veces) para la poblacién viral liberada al medio extracelular. Para ambos virus, el
mayor titulo viral se obtuvo entre las 40 y 50 h post-infeccién. Por otro lado, en el trabajo
de colaboracidon entre INTA y Fundacion Pablo Cassara se avanzé en la implementacion
de las condiciones de produccién de los virus MVA recombinantes en células BHK-21
sobre microcarriers en suspensidon a una escala media de 250 mL y adaptadas al
crecimiento con concentraciones de suero fetal bovino de 0,1 a 0,3 % (informacién

resguardada por acuerdo de confidencialidad).

La severidad de la enfermedad causada por IBDV estd directamente relacionada con el
numero de células sensibles presentes en la bolsa de Fabricio (BF). La mayor
susceptibilidad a la infeccion se observa entre la tercera y sexta semana de vida, cuando
las BF se encuentran en pleno desarrollo (Van Den Berg, 2000). En base a estos
antecedentes, la capacidad de los vectores virales MVA-VP2 (solos o combinados con
AdHu-VP2) de inducir inmunidad protectora frente al desafio con IBDV (cepa clasica,

genogrupo 1) se evalud en esta ventana temporal, en pollos SPF.
Los parametros evaluados para determinar el grado de proteccién fueron:

5 Las lesiones histopatoldgicas presentes en las BF: permite establecer el grado de

afeccién o atrofia del tejido linfoide. Se utilizd el score descripto por Pérez y col. (Pérez
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C., Alba Ch. and Icochea D., 2008). La descripcion y fotografias se detallan en la seccién

3.7.6.2 de Materiales y Métodos.

6 El titulo de IBDV en BF: pardmetro que tiene una relaciéon inversa con la
proteccion. A mayor nivel de protecciéon, menor es la cantidad de virus de desafio

presente en la BF.

En todos los casos se compararon los resultados del grupo de aves vacunadas con los
vectores que expresan la proteina VP2 y el grupo inmunizado con los vectores que
expresan una proteina no relacionada (GFP).

Las aves se consideraron protegidas cuando, de manera simultdnea, se redujo
significativamente el titulo de IBDV recuperado de BF y el dafio histopatoldgico en dicho

fue nulo o leve (score 1 o 2, respectivamente).

4.3.1 EVALUACION DE LA PROTECCION CONFERIDA POR LA VACUNACION EN DOSIS UNICA DE

MVA-VP2

En primer lugar, se evalud la proteccidén frente al desafio con IBDV inducida por una Unica
inmunizacién conteniendo diferentes cantidades de MVA-VP2 aplicada por via

intramuscular (i.m.) segun el esquema descripto en Materiales y Métodos 3.7.3.1.

Brevemente, los animales fueron inmunizados con una dosis de 5,2 x 103 UFP de MVA-
VP2 (ensayo 1) o 8 x 10° UFP (ensayo 2) por via i.m. en la pata, a los 11 dias de edad. Todas
las aves fueron desafiadas a los 27 dias de edad con una cepa clasica (genogrupo 1) de
IBDV administrada por via oral seguin se describe en el item 3.7.5 de Materiales y Métodos.
Previo al desafio, se tomaron muestras de sangre para evaluar por ELISA la presencia de
anticuerpos especificos contra IBDV. Sin embargo, en ninguno de los animales vacunados
con MVA-VP2 (baja o alta dosis) se detectaron anticuerpos anti-IBDV en las muestras de

sangre obtenidas previo al desafio (ver Anexo II).

Con respecto al titulo del virus de desafio (IBDV) recuperado de las BF se observé que
todas las aves inmunizadas con el vector viral de MVA-GFP, que expresa una proteina no

relacionada (proteina fluorescente verde, GFP), presentaron altos titulos de IBDV
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(mayores o iguales a 10° DICTso/mL). Al comparar los valores del titulo de IBDV recuperado
de las BF entre los grupos de los animales inmunizados con MVA-GFP o aquellos que
recibieron una dosis de 5,2 x 103 UFP de MVA-VP2, no se observaron diferencias
significativas. Sin embargo, en el grupo de aves inmunizadas con MVA-VP2 se distinguen
claramente dos subgrupos (de 3 aves cada uno) donde los titulos de IBDV recuperado de

las BF fueron de alrededor de 10% o mayores a 10° DICTso/mL (Figura 29).
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Figura 29 - Titulo viral de IBDV cuantificado en homogenatos de bolsa de Fabricio luego del desafio con
IBDV. Grupos de 6 pollos SPF se inmunizaron por via i.m. a los 11 dias de edad con MVA-VP2 (5,2 x 10% UFP)
o MVA-GFP (1,7 x 10° UFP). Todas las aves se desafiaron con una cepa clasica (genogrupo 1) de IBDV a los
27 dias de edad. El titulo viral de IBDV presente en las BF se calculé utilizando el método de Reed y Muench
(Reed and Muench, 1938). Diferencias no significativas entre los grupos MVA-VP2 y MVA-GFP (Test Mann-
Whitney, 2 colas).

Por otra parte, el analisis histopatolégico de las BF reveld que los animales que recibieron
el vector viral MVA-GFP presentaban lesiones moderadas a severas con un score
promedio mayor a 3. En cambio, las aves vacunadas con MVA-VP2 presentaron un score
promedio de 2. En el andlisis individual, se observa que el 50% de las aves pertenecientes
al grupo MVA-VP2 no presentaron lesiones y el resto de las aves de este grupo solo

presentaron lesiones moderadas (score 3; Tabla9).
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Lesiones histopatolégicas (N° animales/score de 1 a 4)
Grupo Score promedio DS
1 2 3 4
MVA-GFP 0 1 3 2 317 £ 0,37
MVA-VP2 3 0 3 0 2,00+ 0,55

Tabla 9 - Lesiones histopatoldgicas en bolsa de Fabricio luego del desafio con IBDV en pollos SPF
inmunizados con una dosis de 5,2 x 103 UFP de MVA-VP2. Los nimeros indican la cantidad de aves de cada
grupo clasificadas con cierto score histopatoldgico, su valor promedio y la desviacidn estandar (DS) por
grupo. Se utilizé el score descripto por (Pérez C., Alba Ch. and Icochea D., 2008): 1: no lesién; 2: leve
deplecién de células linfoides en foliculos (< 30%); 3: moderada atrofia o deplecidn de células de los foliculos
(31-75%); 4: severa necrosis y atrofia en todos los foliculos (> 75%). DS: desviacion estandar. El analisis
estadistico se realizd mediante el test de Mann-Whitney (2 colas). p= 0,0843 (diferencias no significativas).

En los animales vacunados con MVA-VP2 que presentaron titulos virales de IBDV del
orden de 103 DICTso/mL, no se observd dafio histopatoldgico en las BF (score 1). En
cambio, los animales inmunizados con MVA-GFP o MVA-VP2 que presentaron titulos
virales de IBDV en BF del orden de 10° DICTso/mL se observo infiltracidon inflamatoria,
reduccion linfoide y pérdida del revestimiento epitelial en un porcentaje superior al 31%
de los foliculos (score 3 y 4). Estos resultados indican que la aplicacién de una Unica dosis
de 5,2 x 10° UFP de MVA-VP2 no fue suficiente para proteger a las aves del desafio con
IBDV ya que no se observaron diferencias significativas entre los grupos inmunizados con

MVA-VP2 o MVA-GFP para los dos parametros evaluados.

Entonces, se evalud la proteccién frente al desafio con IBDV inducida por una dosis mas
alta (8 x 10° UFP) del vector viral MVA-VP2, en comparacion con el virus MVA-GFP que
expresa una proteina no relacionada. Ademas, se incluyeron grupos de aves control que
recibieron PBS (por via i.m.) o la vacuna comercial de IBDV LZD INMUNER (por via ocular,
segun instrucciones del fabricante). Todas las aves vacunadas con LZD INMUNER
estuvieron protegidas frente al desafio con IBDV porque en el 67% de los animales no se
detecté la presencia de IBDV en BF (titulo viral < 10 DICTso/mL, limite de deteccidon de la
metodologia utilizada) y en las aves restantes el titulo viral de IBDV recuperado de la BF
fue del orden 102-10% DICTso/mL. La mayoria (5 de 6) de estas aves no presentaron
lesiones en la BF (score 1), excepto un animal que presentd dafio severo (score 4). Por
otro lado, en todos los animales inmunizados con PBS o con MVA-GFP se detectaron altos
titulos de IBDV, con valores de aproximadamente 107 DICTso/mL en los homogenatos de

las BF y el dafo histopatoldgico de la BF fue severo con un score promedio por grupo de
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3,6 y 3,33 respectivamente (Figura 30 - Tabla 10). En contraste, se observé una
disminucion significativa (p=0,0022) en el titulo del virus de desafio recuperado de las BF
del grupo de pollos vacunados con MVA-VP2 respecto del grupo de animales inmunizados
con MVA-GFP (Figura 30). En particular, el titulo de IBDV en BF promedio en cuatro de los
seis animales vacunados con MVA-VP2 fue de 7,5 x 103 DICTso/mL, aproximadamente
1.500 veces menor del valor observado en el grupo de aves inmunizadas con MVA-GFP

(1,2 x 107 DICTso/mL).
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Figura 30 - Titulo viral de IBDV cuantificado en homogenatos de bolsa de Fabricio luego del desafio con
IBDV. Grupos de 6 pollos SPF fueron inmunizados a los 11 dias de edad con: MVA-VP2 (8 x 10° UFP, via i.m.),
MVA-GFP (8 x 10°, via i.m.) o con la vacuna viva comercial de IBDV (LZD INMUNER, via ocular segin
especificaciones del fabricante). Un grupo de 5 pollos fue inmunizado con PBS (500 pL, via i.m.). Todas las
aves se desafiaron con una cepa clasica (genogrupo 1) de IBDV a los 27 dias de edad. El titulo viral de IBDV
presente en las BF se calculd utilizando el método de Reed y Muench (Reed and Muench, 1938). El analisis
estadistico se realizé mediante el test de Mann-Whitney (2 colas). **p=0,0022.

Por otro lado, el score promedio de las lesiones histopatoldgicas en la BF de los pollos que
recibieron MVA-VP2 fue de 2. El 50% de las aves no presentaron lesiones histopatoldgicas
en la bolsa de Fabricio (score 1) y el otro 50% de las aves presentaron lesiones moderadas

(score 3; Tabla 10).

En conjunto, estos resultados indican que la aplicacién de una sola dosis de 8 x 10> UFP
de MVA-VP2 (por via i.m.) induce proteccion frente al desafio con IBDV porque fue
suficiente para reducir significativamente tanto el titulo de IBDV presente en las BF como
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el dafio histopatoldgico en dicho 6rgano respecto de lo observado en el grupo de aves

inoculadas con MVA-GFP.

Lesiones histopatolégicas (N° animales/score de 1 a 4)

Grupo Score promedio * DS
1 2 3 4
PBS 0 0 2 3 3,60 0,27
MVA-GFP 1 0 1 4 3,331 0,60
MVA-VP2 3 0 3 0 2,00+ 0,54
VACUNA LZD 5 0 0 1 1,50 + 0,61

Tabla 10 - Lesiones histopatoldgicas en bolsa de Fabricio luego del desafio con IBDV en pollos SPF
inmunizados con una dosis de 8 x 10° UFP de MVA-VP2. Los numeros indican la cantidad de aves
clasificadas con cierto score histopatoldgico, su valor promedio y la desviacién estandar (DS) por grupo. Se
utilizo el score descripto por (Pérez C., Alba Ch. and Icochea D., 2008): 1: no lesidn; 2: leve deplecién de
células linfoides en foliculos (< 30%); 3: moderada atrofia o deplecion de células de los foliculos (31-75%);
4: severa necrosis y atrofia en todos los foliculos (> 75%). El analisis estadistico se realizd6 mediante el test
de Mann-Whitney (2 colas). * p < 0,05.

4.3.2 EVALUACION DE LA PROTECCION ANTE UN ESQUEMA DE VACUNACION PRIME-BOOST

HETEROLOGO COMBINANDO LOS VECTORES VIRALES MVA-VP2 Y ADHU-VP2

Los resultados obtenidos mostraron que el vector viral MVA-VP2 induce proteccion frente
al desafio por IBDV porque reduce significativamente el titulo de IBDV en BF, pero a un
nivel tal que ocasiona dafo histopatolégico moderado en algunas de las aves vacunadas.
Entonces, con el propdsito de incrementar la proteccién conferida por una Unica dosis de
MVA-VP2 se evalud la eficiencia de un esquema de vacunacién de dos dosis heterdlogas
combinando los vectores MVA-VP2 y AdHu-VP2. Con este esquema se espera inducir una
respuesta inmune potente y evitar que la respuesta anti-vector bloquee el efecto de la

dosis de refuerzo.

El disefio experimental fue descripto en la seccidn 3.7.3.2 de Materiales y Métodos. La
primera inoculacidon o prime fue realizada al dia de edad (salida de la incubadora) con
AdHu-VP2 y la vacunacion refuerzo o boost fue a los 11 dias de edad. Todos los animales
fueron desafiados con IBDV (cepa clasica, genogrupo 1) a los 27 dias de edad. Previo al
desafio, se tomaron muestras de sangre para evaluar por ELISA la presencia de

anticuerpos especificos contra IBDV, pero en ninguno de los animales vacunados con los
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vectores virales que expresan la proteina VP2 se detectaron anticuerpos anti-IBDV (ver

Anexo Il).

Se realizaron dos ensayos para evaluar la combinacién de un prime conteniendo distintas
cantidades del vector viral AdHu-VP2 (6,65 x 10° UFP o 1,5 x 10° UFP) y la inmunizacion

de refuerzo o boost con el virus MVA-VP2 a una dosis fija (8 x 10° UFP).

En la Figura 31 y Tabla 11 se muestran los resultados del primer ensayo. Los animales del
grupo control fueron inmunizados con un esquema de dos dosis combinando los vectores
virales AdHu-GFP y MVA-GFP que expresan una proteina no relacionada con el virus IBDV.
Todas las aves de este grupo presentaron altos titulos de IBDV y lesiones histopatolégicas
severas en BF (score promedio de 3,83). Por otro lado, los animales que recibieron la
vacuna comercial LZD INMUNER estuvieron protegidos frente al desafio con IBDV ya que
en la mayoria de las aves (4 de 5) no se detectd IBDV en BF y ninguna ave presentd lesiones
histopatoldgicas. La aplicacidon de una unica dosis de AdHu-VP2 al dia de edad no fue
suficiente para proteger frente del desafio con IBDV, pero fue capaz de primar la
respuesta inmune que, posteriormente, fue potenciada por la inmunizacién de refuerzo
con el vector viral MVA-VP2. Cinco de las seis aves inmunizadas con AdHu-VP2 en dosis
Unica presentaron altos titulos de IBDV (aproximadamente 107 DICTso/mL) y lesiones

histopatoldgicas moderadas a severas en BF (score promedio de 3).

Lesiones histopatolégicas (N° animales/score de 1 a 4)
Grupo Score promedio +DS
1 2 3 4
AdHu-GFP/MVA-GFP 0 0 1 5 3,831 0,41
AdHu-VP2 1 0 3 2 3,00+ 0,55
AdHu-VP2 /MVA-VP2 3 0 1 0 1,33 £ 0,44
VACUNA LZD 5 0 0 0 100+ 0,0

Tabla 11 - Lesiones histopatoldgicas en bolsa de Fabricio luego del desafio con IBDV en pollos SPF
inmunizados con el esquema de prime-boost heterélogo con AdHu-VP2 (dosis de 6,65 x 10° UFP) y MVA-
VP2. Los numeros indican la cantidad de aves clasificadas con cierto score histopatoldgico, su valor
promedio y la desviacion estandar (DS) por grupo. Se utilizé el score descripto por (Pérez C., Alba Ch. and
Icochea D., 2008): 1: no lesidn; 2: leve deplecion de células linfoides en foliculos (< 30%); 3: moderada atrofia
o deplecidn de células de los foliculos (31-75%); 4: severa necrosis y atrofia en todos los foliculos (> 75%).
El analisis estadistico se realiz6 mediante el test de Mann-Whitney (2 colas). *p = 0,0289; **p = 0,0033; ns:
diferencias no significativas.
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Figura 31 — Titulo viral de IBDV cuantificado en homogenatos de bolsa de Fabricio luego del desafio con
IBDV. Grupos de 6 pollos SPF fueron inmunizados con AdHu-VP2 (6,6 x 10° UFP, via i.m. al dia de edad) sélo
o combinado con MVA-VP2 (8 x 10° UFP, via i.m. a los 11 dias de edad). Los grupos control (conteniendo 5
0 6 pollos) se inmunizaron con la vacuna viva comercial de IBDV (LZD INMUNER, a los 11 dias de edad por
via ocular segun especificaciones del fabricante) o con el esquema de dos dosis con AdHu-GFP (1,75 x 10%
UFP, via i.m. al dia de edad) y MVA-GFP (8 x 10°> UFP, via i.m. a los 11 dias de edad). Todas las aves se
desafiaron con una cepa clasica (genogrupo 1) de IBDV a los 27 dias de edad. El titulo viral de IBDV presente
en las BF se calculé utilizando el método de Reed y Muench (Reed and Muench, 1938). El analisis estadistico
se realizé mediante el test de Mann-Whitney (2 colas). * p<0,05.

Sélo en un animal del grupo inmunizado con AdHu-VP2 no presentd lesiones
histopatoldgicas en BF, lo cual se relaciona con el bajo titulo de IBDV cuantificado en los

homogenatos de dicho érgano (2,3 x 103 DICTso/mL).

Como se observa en la Figura 31 y Tabla 11, el esquema de dos dosis heterélogas AdHu-
VP2/ MVA-VP2 protegid frente al desafio con IBDV ya que redujo significativamente tanto
el titulo de IBDV en BF como el daiio histopatoldgico en comparacion con los grupos de
animales inmunizados con AdHu-GFP/MVA-GFP o con una Unica dosis de AdHu-VP2
(p<0,05). Es importante destacar que la mayoria (5 de 6) de las aves vacunadas con AdHu-
VP2/MVA-VP2 no presentaron lesiones histopatoldgicas en la BF y que en el 50% de las
aves de este grupo no se detectd la presencia del virus de desafio en dicho drgano. Dos
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animales presentaron titulos de IBDV del orden de 103-10* DICTso/mL, pero no tuvieron
lesiones histopatoldgicas en BF. Solo un pollo de este grupo presentd lesiones
histopatoldgicas moderadas (score 3) que se relaciond con la presencia de un titulo de

aproximadamente 108 DICTso/mL de IBDV en BF.

En base a los niveles de produccion in vitro de los vectores virales AdHu-VP2 y MVA-VP2,
se determind que era posible aumentar casi 100 veces la dosis del vector adenoviral para
primar la respuesta inmune con una cantidad similar (10° UFP) a la utilizada por (Boyd et
al., 2013). Entonces, con el objetivo de evaluar si era posible mejorar ain mas los niveles
de proteccion contra IBDV se realizé un ensayo donde la dosis aplicada al dia de edad
(prime) contenia 1,5 x10° UFP de AdHu-VP2 y la dosis refuerzo (boost) con MVA-VP2 se

mantuvo igual que en el ensayo anterior (8 x10°> UFP).

Las aves de los grupos control inmunizadas con placebo (PBS) o con una unica dosis de
AdHu-VP2 al dia de edad no estuvieron protegidas frente al desafio con IBDV. La mayoria
de los animales presentaron en la BF lesiones histopatoldgicas severas (score promedio
de 4 0 3,33, respectivamente) y altos titulos del virus de desafio (= 10° DICTso/mL) (Figura
32 - Tabla 12).
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Figura 32 — Titulo viral de IBDV cuantificado en homogenatos de bolsa de Fabricio luego del desafio con
IBDV. Un grupo de 6 pollos SPF fue inmunizado al dia de edad con AdHu-VP2 (1,5 x 10° UFP, viai.m.) y a los
11 dias con MVA-VP2 (8 x 10° UFP, via i.m.). Los grupos control de 3 pollos cada uno se inmunizaron al dia
de edad con AdHu-VP2 (1,5 x 10° UFP, viai.m.) o PBS (500 L, via intramuscular). Todas las aves se desafiaron
con una cepa clasica (genogrupo 1) de IBDV a los 27 dias de edad. El titulo viral de IBDV presente en las BF
se calculé utilizando el método de Reed y Muench (Reed and Muench, 1938). Diferencias no significativas
entre los grupos AdHu-VP2 y AdHu-VP2/MVA-VP2 (Test Mann-Whitney, 2 colas).

Por otro lado, a diferencia de lo observado en el ensayo anterior, los resultados obtenidos
mostraron que el aumento de 200 veces en la dosis del “prime” con AdHu-VP2 no mejord
los parametros de proteccién contra IBDV al aplicar el esquema heterdlogo a los dias 1y
11 de edad de las aves. Como se observa en la Figura 32, en un tercio de los animales (2
de 6) no se detectd IBDV en BF mientras que en los pollos restantes el titulo viral presente
en BF después del desafio fue del orden 103-10* o de aproximadamente 10° DICT50/mL. Estos
datos se relacionaron con las lesiones histopatoldgicas observadas en BF en cada una de
las aves: tres sin lesiones (score 1), una con lesion leve (score 2) y dos con lesiones severas

(score 4) (Tabla 12).
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Lesiones histopatologicas (N° animales/score de 1 a 4)
Grupo Score promedio *DS$S
1 2 3 A
PBS 0 0 0 3 4,00 0,0
AdHu-VP2 0 1 0 2 3,33+0,58
AdHu-VP2 /MVA-VP2 3 1 0 2 217 +£0,74

Tabla 12 - Lesiones histopatoldgicas en bolsa de Fabricio luego del desafio con IBDV en pollos SPF
inmunizados con el esquema de prime-boost heterélogo con AdHu-5 (dosis de 1,5 x 10° UFP) y MVA-VP2.
Los nimeros indican la cantidad de aves clasificadas con cierto score histopatoldgico, su valor promedio y
la desviacién estandar (DS) por grupo. Se utilizé el score descripto por (Pérez C., Alba Ch. and Icochea D.,
2008): 1: no lesidn; 2: leve deplecion de células linfoides en foliculos (< 30%); 3: moderada atrofia o
deplecién de células de los foliculos (31-75%); 4: severa necrosis y atrofia en todos los foliculos (> 75%). El
analisis estadistico se realizé mediante el test de Mann-Whitney (2 colas). p= 0,2696 (diferencias no
significativas, ns).

En conjunto, los resultados obtenidos indican que el vector viral MVA-VP2 induce una
respuesta inmune especifica que protege contra IBDV cuando el desafio se realiza a los
27 dias de edad, momento en que las aves presentan la mayor susceptibilidad a dicho
patdgeno (tercera a sexta semana de vida). Los parametros de protecciéon (definidos como
cantidad de IBDV vy lesiones histopatolégicas en BF) mejoraron cuando se realizé un
esquema de dos dosis heterdlogas combinando los vectores AdHu-VP2 (6,6 x 10° UFP) y
MVA-VP2 (8 x 10°> UFP). En las aves protegidas no se detectaron anticuerpos especificos

anti-IBDV.
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5 DISCUSION

La avicultura ha crecido fenomenalmente desde los tiempos de la agricultura de traspatio
hasta convertirse en un negocio rentable y de gran proliferaciéon alrededor del mundo.
Segun los datos informados en el Boletin Avicola del Ministerio de Agricultura, durante
2019 la producciéon mundial de carne de pollo alcanzé 99 millones de toneladas con un
incremento del 3,6 % respecto del afio anterior. Estados Unidos, Brasil, China, Unién
Europea, India, Rusia y México se ubicaron en los primeros lugares de produccion vy la
Argentina ocupd el lugar N° 10, lo que demuestra su continuo crecimiento e importancia

en este sector productivo.

El intensivo sistema de produccién avicola ha llevado a la aparicion de brotes de
enfermedades frecuentes como la enfermedad infecciosa de la bolsa (IBD) que ocupa un
lugar destacado en muchos paises, incluida la Argentina. Desde su descubrimiento en
Delaware (EE.UU.) hace casi 60 afios, la enfermedad infecciosa de la bolsa representa una
amenaza econdmica para la industria avicola en todo el mundo. Después de la
enfermedad de Newcastle, IBD es la segunda y mas importante enfermedad de las aves
de corral (Aslam et al., 2018). La infeccidn subclinica temprana causada por IBD es la
principal causa de pérdida econdmica debido a que produce una supresidn severa y
duradera del sistema inmune y las aves inmunocomprometidas estan mas susceptibles a
otras infecciones y, ademas, no responden a la vacunacién. Por ello, es esencial prevenir
la infeccidon a una edad temprana y asi controlar el efecto inmunosupresor del IBDV

(Maller, Islam and Raue, 2003).

En laindustria se utilizan estrictas medidas de higiene, sin embargo, eliminar las particulas
de IBDV resistentes y persistentes de la granja es una tarea dificil ya que el virus
permanece infeccioso durante 122 dias en el gallinero o hasta 52 dias en alimento y agua,
por lo tanto, se deben seguir rigurosamente las medidas sanitarias de rutina para la
correcta desinfeccion que disminuya la carga viral y reduzca el riesgo de transmisién.
También es importante la erradicacién de vectores mecanicos como mosquitos, gusanos
de la harina y pequefios roedores. Por otro lado, la limpieza inadecuada de las campanas

expone a las aves a contraer la enfermedad a una edad temprana, cuando son muy
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susceptibles (Eterradossi and Saif, 2013). Ademas de las medidas de higiene, IBD se
controla por inmunizacién con vacunas convencionales (vivas atenuadas o inactivadas) o
vacunas de nueva generacién (a complejos inmunes y vectorizadas por virus). El desarrollo
de vacunas de nueva generacion esta relacionado con el disefio racional de estrategias
vacunales que contribuyan tanto a sobrepasar la inmunidad materna como a disminuir o
eliminar los efectos no deseados de las vacunas vivas atenuadas (inmunosupresion). Si
bien existen numerosas plataformas para el desarrollo de vacunas, este trabajo de Tesis
se focaliza en las bondades de los vectores virales no replicativos in vivo. En este contexto,
las plataformas para desarrollar vacunas de nueva generacion basadas en vectores virales
no replicativos in vivo serian las de eleccidn porque combinan seguridad y eficacia:
estimulan una respuesta inmune protectora, potente y duradera, en ausencia de

replicacidon productiva en el organismo blanco de vacunacién.

Un listado actualizado de todas las vacunas basadas en vectores virales autorizadas en
distintas partes del mundo para uso comercial en aves de corral fue compilado en el
trabajo de revisidn realizado por (Romanutti, Keller and Zanetti, 2020). Brevemente, son
20 vacunas basadas en solo tres vectores virales (herpesvirus de pavo, virus fowlpox y
canarypox) y contra al menos cinco patégenos diferentes (Mycoplasma gallisepticum,
virus de la influenza aviar, de laringotraqueitis infecciosa y de las enfermedades de

Newcastle y Gumboro).

Actualmente, en nuestro pais se comercializan tres tipos de vacunas de nueva generacion
para la prevencion de IBD: vectorizada por herpesvirus de pavo (VAXXITEK HVT+IBD de
Boehringer Ingelheim y VECTORMUNE HVT-IBD de Ceva), vectorizada por virus canarypox
(R-VAC INMUNER IBD de Laboratorios Inmuner S.A.) y de complejo antigeno-anticuerpo
(CEVAC® TRANSMUNE IBD de Ceva, BDA BLEN® de Boheringer Ingelheim y MB-1 de Phibro
Salud Animal). Todas estan vacunas se administran por vias de inmunizacién masiva (in
ovo o al dia de edad). En particular, las vacunas vectorizadas portan la secuencia
codificante de la proteina VP2 de IBDV, componente mayoritario de la capside viral que
posee los determinantes antigénicos contra los cuales esta dirigida la respuesta inmune

del hospedador.
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La vacuna R-VAC INMUNER IBD fue desarrollada por INTA (por nuestro grupo de
investigacion) y Laboratorios Inmuner S.A. (PyME nacional). Es la uUnica vacuna
recombinante aviar que se produce en el pais, las demas son importadas por empresas
multinacionales. En virtud que los establecimientos productivos sostienen esquemas de
vacunacion intensiva contra IBD, Laboratorios Inmuner proyecta un nicho de mercado de
aproximadamente 10 millones de dosis anuales. Esta vacuna recombinante, basada en el
vector de virus canarypox, se produce en cultivos primarios de fibroblastos de embrién
de pollo y, por los titulos virales alcanzados in vitro y la dosis definida como protectora,
su almacenamiento es en nitrégeno liquido y se transporta congelada hasta las granjas de
produccién avicola. La empresa Laboratorios Inmuner se encuentra en Concepcion del
Uruguay, Entre Rios, cercana a los nucleos productivos avicolas (86% de los

establecimientos se encuentran en Entre Rios y Buenos Aires).

En el marco de la colaboracién INTA-Laboratorios Inmuner, se abordan otras estrategias
para el desarrollo de una vacuna contra IBD vectorizada, alternativa respecto de las
actualmente disponibles en el mercado, cuya produccién in vitro alcance titulos virales
elevados compatibles con los procesos de liofilizacion para el almacenamiento y/o
distribucién de vacunas refrigeradas. Los virus MVA pueden ser producidos en cultivos
celulares en suspension, en procesos semi-continuos y continuos en bio-reactores, y se
alcanzan titulos virales al menos 10 veces mayores que en cultivos estaticos (Tapia et al.,
2017). Teniendo en cuenta que los virus MVA requieren contacto célula-célula para una
replicacidn eficaz, en estos sistemas de bio-reactores se usan soportes como microcarriers
o medios quimicamente definidos que inducen agregados celulares de tamafios
apropiados. Entonces, esta ventaja en la produccion se sumaria a las caracteristicas
reportadas para las vacunas basadas en vectores virales de MVA: inducen respuestas
humorales y celulares contra el antigeno foraneo (eficiencia), generan inmunidad
duradera, poseen elevada estabilidad (fisica y genética), pueden ser administradas por
diferentes vias y son seguras (no infectan productivamente a mamiferos). Para su uso en
avicultura, es importante destacar que las aves de produccidon no poseen inmunidad
materna contra los virus MVA y que la respuesta inmune anti-FWPV (virus de la viruela
aviar o fowlpox) no bloquearia al vector viral de MVA debido a la gran divergencia
filogenética existente entre ambos virus (Gubser et al., 2004).
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El perfil de seguridad de los vectores de MVA en mamiferos estda ampliamente
demostrado porque se lo utilizd como vacuna en la ultima etapa de la campafa de
erradicacion de la viruela y por estudios in vitro en distintos tipos celulares, de
biodistribucion en ratones, en ensayos preclinicos y clinicos con diversos MVA
recombinantes (M W Carroll and Moss, 1997; Drexler et al., 1998; Gallego-Gémez et al.,
2003; Meyer and Paul-Ehrlich, 2013; Sanchez-Sampedro et al., 2015; Volz and Sutter,
2017). En cambio, poco se sabe sobre la capacidad replicativa de MVA en pollos y un par
de estudios demuestran su inocuidad al ser inyectado in ovo (Boyd et al., 2013;
Langenmayer et al., 2018). En estos trabajos, los virus MVA recombinantes se inocularon
en embriones de 18 u 11 dias, respectivamente. En el primer estudio no se observaron
efectos adversos en las aves nacidas y la vacunacién indujo una respuesta inmune
especifica contra el antigeno fordneo. En el segundo caso, se determind que el sitio
principal de replicacion de MVA fue la membrana corioalantoidea (caracteristico de los
miembros de la Familia Poxviridae), desde alli se disemind a otros tejidos embrionarios,
pero no se detectaron lesiones en los érganos ni mortalidad (incluso a dosis tan altas

como 107 unidades infecciosas).

En este contexto se enmarca este Trabajo de Tesis, donde se realizaron las pruebas de
concepto de la eficiencia del candidato vacunal MVA-VP2, sélo o combinado con el vector
adenoviral AdHu-VP2, como una herramienta prometedora para la prevencién de la
infeccidon por IBDV en pollos SPF. Ademas, se determind la biodistribucion de MVA en
pollos luego de su inmunizacion por via subcutdnea (s.c) en la membrana del ala o

intramuscular (i.m.) en el muslo.

Primeramente, se demostrd que la inoculacién de MVA por via s.c. no induce la formacién
de lesiones nodulares caracteristicas de las vacunas de FWPV (“toma” de la vacuna). Este
resultado es similar a lo descripto para la vacuna R-VAC INMUNER IBD vectorizada por el

virus canarypox (Zanetti et al., 2016).

La reaccioén inflamatoria local se origina por una replicacién controlada de FWPV en el
sitio de inmunizacidn, que desencadena una respuesta inmune celular especifica,
acompafiada con una reaccién inflamatoria local, que controla la infeccidon del virus

vacunal y genera memoria inmunoldgica (Giotis and Skinner, 2019). Estas lesiones
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nodulares aumentan de tamafo (hasta un didmetro de 3-6 mm a los 7-8 dias), luego se
forma una costra que finalmente se desprende y los nddulos son reabsorbidos luego de
12-15 dias post-inmunizacién (pi). En el manejo sanitario de las aves de corral, estos
nddulos o pequeifias inflamaciones de los tejidos es la mejor evidencia de una vacunacién
exitosa contra la viruela aviar (FWPV). Es asi, que, en parvadas grandes, 5-6 dias después
de la vacunacién con FWPV debe examinarse alrededor del 10 % de las aves en busca de
lesiones nodulares o "toma” de vacuna. La falta de la cantidad adecuada (90-100 %) de
"tomas de vacuna" puede deberse a que la aplicacion se realizd en aves con respuesta
inmune pre-existente (vacunacidon anterior o exposicién a cepas de campo), la baja
potencia de la vacuna (por ejemplo, usada después de la fecha de vencimiento o mal
conservada) o una aplicacién inapropiada. Teniendo en cuenta el rol de la “toma de la
vacuna” para la prevencidon de viruela aviar, disponer de una vacuna vectorizada por
poxvirus, como el MVA, que no interfiera con este proceso es fundamental para el manejo

integral de los pollos de produccién.

En el momento que se inicid este trabajo de Tesis, solo se habia publicado un estudio de
evaluaciéon de la biodistribucién en pollos de un vector poxviral basado en el virus
raccoonpox (Hwa et al., 2010). En dicho estudio, el virus recombinante que expresa
luciferasa fue inmunizado por via i.m. y la expresion del transgen fue registrada mediante
imagenes de bioluminiscencia hasta el tercer dia pi. Teniendo en cuenta que en INTA no
se dispone del equipo para registrar imagenes fluorescentes in vivo, el disefio
experimental usado en este trabajo de Tesis consistio en la inmunizacion de pollos de 11
dias de edad con el vector de MVA por via i.m. en la pata, tomando muestras de los
distintos tejidos a diferentes tiempos pi. La deteccién del genoma de MVA se realizd
mediante amplificacién por PCR a partir de muestras de los tejidos recolectados, o luego
de dos pasajes ciegos por cultivo celular (fibroblastos de embridn de pollo, FEP). Ademas,
para identificar el sitio de inoculacién, a la suspensién de MVA se le agregd tinta china.
Como este disefio experimental implicd que a cada tiempo evaluado era necesario
sacrificar a las aves, para respetar el principio de las “tres Rs” (Reduccion, Refinamiento y
Reemplazo), se realizaron dos ensayos con un solo animal por tiempo para acotar el
momento post infeccidon donde se detecta el genoma viral y, en base a esta informacién
se realizé el ensayo de biodistribucion de MVA en grupos de 5 aves por tiempo. Como el
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vector basado en el virus raccoonpox (RCN) es detectado hasta los 3 dpi, en el primer
ensayo los tiempos seleccionados correspondieron a los dias 1; 3 y 6. Sin embargo, y a
diferencia de lo descripto para RCN, no se detecté el genoma de MVA en los tejidos y
tiempos analizados. Luego, se evalué la biodistribucidn a tiempos mds cortos (16 y 24 h)
pi y el genoma viral se detecté mediante amplificacidon por PCR en muestras provenientes
de dos pasajes ciegos por cultivo celular de los homogenatos de musculo inyectado
colectados a las 16 y 24 h pi. De acuerdo a estos resultados, se realizd el experimento de
biodistribucion del vector de MVA en 5 aves por tiempo (16, 24 y 72 hpi). La presencia
del genoma viral solo fue detectada en 3 de las 5 aves en las muestras provenientes del
sitio de inoculacién (musculo inyectado) colectadas a las 16 hpi. Estos resultados
concuerdan con los observados para el vector de canarypox en pollos, ya que el genoma

viral se detecta hasta las 24 hpi en el sitio de inoculacion (Zanetti et al., 2016).

En conjunto, los resultados obtenidos indican que MVA no infectaria productivamente a
los pollos y que el genoma viral se detecta en el sitio de inoculacidn hasta las 24 hpi en
algunas de las aves vacunadas. De esta manera, se confirmé que los virus MVA actuan
como vectores no replicativos en pollos y las vacunas derivadas de ellos son seguras
porque no se diseminan en el ave vacunada y, en consecuencia, se evitaria su dispersién
hacia otras aves o hacia el agroecosistema. Este trabajo constituye el primer estudio
donde se describe la biodistribucién de MVA en pollos y aporta evidencia cientifica con

respecto a su seguridad para el disefio racional de vacunas vectorizadas aviares.

CON LA EVALUACION DE LA DISTRIBUCION IN VIVO DEL VECTOR MVA EN POLLOS SE CUMPLIO EL

PRIMER OBJETIVO ESPECIFICO DE ESTE TRABAJO DE TESIS.

El segundo objetivo especifico en este trabajo fue la obtencidn y caracterizacidn del vector
viral de adenovirus humano tipo 5 (AdHu-5) recombinante que porta la secuencia
codificante de la proteina VP2 de IBDV. Los vectores AdHu-5/AE (carecen del locus E1,
esencial para la replicacién viral), se usan para el desarrollo de vacunas en distintas

especies porque combinan las caracteristicas de seguridad (son bien tolerados y no
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replican en el organismo vacunado) y eficacia (induces respuestas inmunes protectoras)
(revisado en (Liniger, Zuniga and Naim, 2007). En este trabajo de Tesis, se utilizd el
sistema comercial ViraPower ™ Adenoviral Expression System (Thermo Fischer Scientific)
gue facilita el aislamiento de adenovirus recombinantes basados en el genoma de AdHu-
5/AE1-AE3. Este sistema consta de dos componentes: i) el vector de expresion
pAd/CMV/V5/DEST™ vy, ii) las células HEK 293A (que complementan en trans las proteinas
E1 de AdHu-5). Entonces, el gen codificante de la proteina VP2 se cloné en el “vector de
entrada” pCR®8/GW/TOPO vy, luego, el gen de interés se insertd en el “vector destino”
pAd/CMV/V5-DEST™ mediante recombinacidon homaloga in vitro entre las regiones attL y
attR, flanqueantes a la secuencia de interés, que estdn presentes en los plasmidos de
“entrada” y “destino”. La construccién genética final, denominada pAdHu-VP2, se
transfectd en células HEK 293A y se obtuvieron los adenovirus recombinantes AdHu-Vp2,

gue fue caracterizado molecularmente por las técnicas de PCR y RT-PCR.

El sistema comercial de obtencidn de los AdHu-5/AE1-AE3 resultd ser una herramienta de
facil uso y durante este trabajo de Tesis se implementé la metodologia en nuestro
laboratorio. Ademas, se utilizaron protocolos estandarizados con los que se obtienen
altos titulos virales. Asi, el proceso de purificacién del stock viral de AdHu-VP2 , por ultra
centrifugacidn a través de colchdn de sacarosa, rindid titulos virales del orden de 1 x 10%
10 UFP/mL), similar a los esperados segun el manual ViraPower™ Adenoviral Expression

Systemy alos reportados en otros trabajos que usan protocolos similares (He et al., 1998).

Es importante destacar que este sistema es una alternativa ventajosa para obtener un
vector adenoviral recombinante para aves y mamiferos, y realizar las primeras pruebas
de concepto en modelos animales. Sin embargo, durante tiempo de ejecucion de este
trabajo de Tesis, desde la Coordinacion de Vinculacién Tecnoldgica de INTA no fue posible
conocer los términos que impone la empresa Thermo Fischer Scientific para el uso

comercial de un putativo producto obtenido con esta tecnologia.
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UTILIZANDO UN SISTEMA COMERCIAL SE OBTUVO Y CARACTERIZO MOLECULARMENTE EL VIRUS
RECOMBINANTE ADHU-VPZ2 vy SE CUMPLIO CON EL SEGUNDO OBJETIVO ESPECIFICO DE ESTE

TRABAJO DE TESIS.

Desde hace varios afos, en el Instituto de Biotecnologia-INTA se abordan distintas
estrategias para el desarrollo de una vacuna recombinante para la prevencion de IBD. Asi,
se obtuvieron diversos inmundgenos recombinantes a subunidades (como la proteina
VP2 expresada en plantas) o basados en vectores poxvirales (CNPV, MVA y FWPV) o
adenovirales (en este Trabajo) recombinantes que expresan la proteina VP2 (Zanettiet al.,

2012; GOmez et al., 2013; Richetta et al., 2017; Federico, 2018; Lucero et al., 2019).

En particular, en este trabajo de Tesis se realizaron las pruebas de concepto para
determinar la eficiencia del vector MVA-VP2. La proteccién frente al desafio con IBDV
inducida por el vector viral MVA-VP2 solo o combinado con AdHu-VP2 se evalué en pollos
SPF. Brevemente, en el esquema de inmunizacién de dosis Unica, se utilizaron distintas
cantidades del vector viral MVA-VP2 (5,2 x 103 UFP o 8 x 10°> UFP) que se aplicaron por via
i.m en aves de 11 dias de edad. En el esquema de inmunizacidn prime-boost heterélogo
los pollos se vacunaron al dia de edad por via i.m. con AdHu-VP2 (6,65 x 106 UFP 0 1,5 x
10° UFP) y la inmunizacidn de refuerzo con MVA-VP2 (8 x 10° UFP) se aplic a los 11 dias
de edad. En todos los casos, las aves se desafiaron con una cepa clasica (genogrupo 1) de
IBDV a los 27 dias de edad, que corresponde al periodo de mayor susceptibilidad a la

infeccion causada por IBDV (Van Den Berg, 2000).

Con respecto a los esquemas de inmunizacidn utilizados en este trabajo, el disefio
experimental estuvo basado tanto en trabajos descriptos por otros investigadores como
en ensayos de nuestro grupo de investigacion. En particular, para el caso de Ia
inmunizacién de MVA-VP2 en dosis Unica, los resultados de este trabajo se compararon
con los obtenidos con otros vectores poxvirales que expresan VP2 (CNPV y FWPV)
desarrollados en nuestro laboratorio. Por otro lado, el esquema prime-boost heterdlogo
se eligid en base a lo reportado por (Boyd et al., 2013). Estos autores demostraron que el

mejor nivel de inmunogenicidad especifico para las proteinas foraneas (NP-M1) derivadas
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del virus de influenza aviar (AlV) se obtuvo con la combinacion de los vectores virales
recombinantes AdHu-5 (prime) y MVA (boost), que ademas protegid parcialmente contra
el desafio con AIV. Es importante destacar que en dicho trabajo se compararon siete
esquemas de vacunacion distintos, con prime-boost homélogo y heterdlogo donde se
combinaron los vectores virales AdHu-5 y MVA que expresan las proteinas de AIV

(NP+M1) o una proteina no relacionada (GFP).

En este trabajo de tesis se demostrd que la vacunacién de pollos con una Unica
inmunizacién de MVA-VP2 indujo proteccién contra IBDV cuando se aplicé la denominada
dosis alta (8 x 10° UFP). Cuando las aves se vacunaron con una Unica dosis baja (5,2 x 103
UFP) la proteccidon frente al desafio fue parcial, y se distinguieron claramente dos
subgrupos (de 3 aves cada uno) donde los titulos de IBDV recuperado de las bolsas de
Fabricio (BF) fueron de alrededor de 103 o mayores a 10° DICTso/mL. Este ultimo valor fue
el determinado en los 6 pollos inmunizados con el virus MVA recombinante que expresa
una proteina no relacionada (MVA-GFP). La disminucién de tres drdenes en el titulo del
virus de desafio recuperado de las BF de tres de las aves vacunadas con MVA-VP2 se
asocié con la ausencia de lesiones histopatolégicas en dicho érgano. En cambio, en el
grupo de aves inmunizadas con una Unica dosis conteniendo 8 x 10> UFP de MVA-VP2
(dosis alta) se observé que luego del desafio con IBDV el dafio histopatoldgico en BF fue
leve (score promedio de 2) y el titulo de IBDV en BF disminuyd significativamente respecto
del cuantificado en el grupo de aves inmunizadas con MVA-GFP. Brevemente, luego del
desafio, el 50% de las aves vacunadas con MVA-VP2 no presentaron lesiones
histopatoldgicas en BF y, en promedio, la disminucién del titulo del virus de desafio
recuperado de la BF fue de 1500 veces respecto del cuantificado para el grupo inmunizado
con MVA-GFP. Las lesiones histopatoldgicas en las BF de los pollos de este ultimo grupo

correspondian al score promedio de 3,33 (de moderada atrofia a severa necrosis).

Cuando se comparan estos resultados con los descriptos para FW-VP2 (Federico, 2018) se
observa que con el mismo esquema de inmunizacién (vacunacion al dia 11 y desafio al dia
27 de edad), la aplicacién de una unica dosis conteniendo cantidades similares de dos
vectores poxvirales diferentes (MVA y FWPV) que expresan in vivo el mismo antigeno

(proteina VP2 de IBDV) induce diferentes niveles de proteccion contra el desafio. Los
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resultados descriptos para FW-VP2 mostraron una reduccion significativa del titulo de
IBDV recuperado de BF, con valores de 50 a 100 veces menores que los observados en el
grupo de aves inoculadas con FWPV no recombinante y, en consecuencia, el dafio
histopatoldgico en las BF fue de leve a moderado (con un score promedio de 2,67). Estos
datos sugieren que la magnitud de la respuesta inmunitaria contra IBDV depende tanto
de la expresion in vivo de la proteina VP2 como de otros factores, aqui no estudiados,
relacionados al background genético del vector poxviral; con respecto a la proteccién
inducida por R-VAC INMUNER IBD (vector de canarypox que expresa la proteina VP2,
CNPV-VP2, obtenido en nuestro laboratorio), no es posible realizar una comparacion
directa ya que se utilizé otro esquema de inmunizacion. La eficiencia de esta vacuna se
evalud por su inmunizacion al dia de edad, aplicada por via subcutanea y desafio con
diferentes cepas de IBDV a distintas edades de las aves (21; 35 o 50 dias). Por otro lado,
en este Trabajo de Tesis los vectores virales MVA-VP2 y CNPV-VP2 se compararon en
cuanto a su capacidad replicativa in vitro (curva de crecimiento de multiples pasos). Los
dos vectores virales alcanzaron el mayor titulo viral entre las 40-50 h post-infeccién, pero
la produccién de MVA-VP2 fue de 80 o 132 veces mayor que la de CNPV-VP2 para las
poblaciones virales infectivas intra o extracelulares, respectivamente. Estos datos son
alentadores para el candidato vacunal MVA-VP2 porque una vacuna superadora respecto
a las disponibles actualmente en el mercado, ademas de eficaz y segura, deberia alcanzar
titulos virales elevados compatibles con los procesos de liofilizacién para el

almacenamiento y distribucidén de vacunas refrigeradas.

Como se mencioné anteriormente, el candidato vacunal MVA-VP2 indujo proteccién
contra IBDV al ser aplicado en monodosis. Sin embargo, las aves inmunizadas presentaron
un titulo de IBDV recuperado de BF de 40 a 1.000 veces mayor que el cuantificado en el
grupo de aves que recibieron la vacuna viva atenuada de IBDV. Ademas, en este Ultimo
grupo de animales las lesiones histopatolégicas de la BF observadas después del desafio

presentaron un score promedio de 1,5 (5 aves sin lesiones y 1 ave con lesiones severas).

Con el propdsito de mejorar la eficiencia del candidato vacunal MVA-VP2, y disminuir aln
mas los pardmetros que correlacionan con proteccién (titulo del virus de desafio y

lesiones histopatoldgicas en BF), se evalud el esquema de vacunacidn prime-boost
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heterdlogo que combina la inmunizacién secuencial de los vectores AdHu-VP2 al dia de
edad (prime) y MVA-VP2 a los 11 dias de edad (boost), y el desafio con IBDV a los 27 dias
de edad.

Estos esquemas se utilizan frecuentemente en el diseifo racional de vacunas para la
prevencion de enfermedades humanas con la intencién de generar respuestas inmunes
potentes (en términos de intensidad y durabilidad) y de gran avidez. Con respecto a su
uso en aves, los esquemas prime-boost heterélogos combinan vectores virales (HVT,
poxvirus o Ad) entre si o con vacunas a subunidad, vacunas inactivadas, vivas atenuadas
o génicas (Haygreen et al., 2006; Steensels et al., 2007; Rauw et al., 2010; Boyd et al.,
2013; Richard-Mazet et al., 2014; Richetta et al., 2017; Dunn et al., 2019).

En este trabajo se demostrd que AdHu-VP2 (dosis de 6,65 x 10° UFP) no indujo proteccién
contra IBDV, pero fue capaz de primar la respuesta inmune especifica, la cual fue
posteriormente potenciada por la aplicacién de la vacunacién de refuerzo con MVA-VP2.
La mayoria (5 de 6) de las aves vacunadas con AdHu-VP2/MVA-VP2 no presentaron
lesiones histopatoldgicas en la BF, un pollo presenté lesiones moderadas, lo cual
determind un score promedio de 1,33. Ademas, en el 50 % de las aves de este grupo no
se detectd la presencia del virus de desafio en dicho érgano. En base a estos resultados y
con el propédsito de mejorar aln mas los niveles de proteccion contra IBDV, se realizd un
esquema de inmunizacion similar donde se aumentd 200 veces la dosis de AdHu-VP2 (1,5
x 10° UFP) aplicada al dia de edad (prime) y se mantuvo constante la dosis refuerzo (boost)
con MVA-VP2 (8 x 10° UFP). Los resultados obtenidos mostraron que el aumento de la
dosis del prime con AdHu-VP2 no mejord los pardmetros de proteccién contra IBDV. La
dosis utilizada de AdHu-VP2 fue la mas alta posible teniendo en cuenta las condiciones de
produccion y purificacion viral, similar a la utilizada por (Boyd et al., 2013) en pollos y a
las reportadas por otros autores para su uso en mamiferos (revisado en (Lauer, Borrow
and Blanchard, 2017). Sin embargo, en el primer caso, los adenovirus recombinantes que
expresan las proteinas NP+M1 de AlIV no indujeron proteccidn contra el desafio cuando
se aplicaron en Unica dosis. En el segundo caso, en mamiferos se observo que la respuesta
inmune inducida por los vectores adenovirales no seria suficiente para proteger frente al

desafio cuando se aplica en Unica dosis y, que la efectividad de la vacunacion de refuerzo
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utilizando otro inmundgeno recombinante depende del momento de su aplicacién,
debido al tipo de respuesta de memoria inducida contra el transgen. Los vectores de
adenovirus inducen una fuerte respuesta de memoria efectora de células T CD8 + y poco
de células T CD8 + de memoria central (Rollier et al., 2011). Este fendmeno, estaria en
parte relacionado con el tiempo durante el cual se expresa el antigeno foraneo. Asi, una
dosis mas alta del vector adenoviral en el “primado” de la respuesta afectaria el desarrollo
de las células de memoria y obstaculizaria desfavorablemente el efecto de la dosis de
refuerzo. Si bien el sistema inmunoldgico es muy diferente en aves y mamiferos, en el
caso que en los pollos ocurriera un mecanismo similar al descripto por Rollier et al. (2011),
las diferencias de proteccién contra IBDV observadas en los esquemas de inmunizacién
prime-boost heterélogo podria ser explicada por los niveles de la respuesta efectora

inducida por las distintas cantidades del vector AdHu-VP2 aplicado en el prime.

Por otro lado, en este trabajo de Tesis se demostré que el vector AdHu-VP2 aplicado en
Unica dosis al dia de edad no protegid contra el desafio con IBDV, aun cuando se utilizaron
dosis altas (1,5 x 10° UFP) dato que concuerda con lo observado por (Boyd et al., 2013)
para AlV, y en consecuencia se lo descartaria como candidato a vacuna vectorizada para

la prevencion de la enfermedad de Gumboro.

Es importante destacar que la proteccidén inducida por el vector viral MVA-VP2, solo o
combinado con AdHu-VP2, ocurre en ausencia de una respuesta inmune humoral
especifica contra IBDV. En ninguna de las aves protegidas se detectaron anticuerpos anti-
IBDV. Este resultado concuerda con lo observado para los vectores virales basados en los
virus canarypox (R-VACINMUNER IBDV, Zanetti et al., 2016) y fowlpox (Bayliss et al., 1991;
Shaw and Davison, 2000; Federico, 2018), por lo que otros mecanismos inmunes
efectores, tales como inmunidad mediada por células, podrian estar involucrados en la
proteccién inducida por vectores recombinantes basados en vectores poxvirales no

replicativos in vivo.

En el trabajo realizado por Richetta et al. (2017), en colaboracién con nuestro grupo de
investigacion, el vector MVA-VP2 se evalud en un esquema de inmunizacion prime-boost
heterélogo combinado con un inmundégeno recombinante basado en la proteina VP2

expresada en plantas (pVP2). En este caso, los pollos se inocularon a los dias 14 y 28, y
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fueron desafiados a los 49 dias de edad. Los tres esquemas de inmunizacion evaluados
(MVA-VP2/pVP2, pVP2/MVA-VP2 y pVP2/pVP2) protegieron frente al desafio con IBDV,
evitando que el virus de desafio llegue a la BF (titulos virales IBDV menores a 1,26 x 103
DICTso/mL, definido como limite de deteccién de la metodologia) y las lesiones
histopatoldgicas fueron leves (score promedio 1 — 1,5). En todos los casos se detectaron
anticuerpos especificos anti IBDV antes del desafio con titulos SN de 256; 128 6 2.048 para
los grupos de aves vacunados con MVA-VP2/pVP2, pVP2/MVA-VP2 o pVP2/pVP2,
respectivamente. Si evaluamos en conjunto los resultados de este Trabajo de Tesis, los
previamente descriptos por nuestro grupo (Zanetti et al., 2012) y los observados por
Richetta et al. (2017), el vector MVA-VP2 induciria principalmente una respuesta inmune
celular a partir de la sintesis de novo de la proteina VP2, mientras que la respuesta
humoral anti IBDV observada por estos Uultimos autores estaria inducida
mayoritariamente por el inmundgeno proteico (pVP2). Otros integrantes de nuestro
grupo, especialistas en inmunologia aviar, realizardn investigaciones con el propdsito de
caracterizar los mecanismos inmunes involucrados en la proteccidén inducida por los

vectores MVA-VP2 y CNPV-VP2.

CON LOS RESULTADOS DESCRIPTOS SE CUMPLIO CON EL TERCER OBJETIVO ESPECIFICO DE ESTE
TRABAJO DE TESIS EL CUAL ERA EVALUAR LA EFICIENCIA DEL VECTOR VIRAL MVA-VP2, soLO O

COMBINADO CON ADHU-VP2, FRENTE EL DESAFIO CON IBDV.

Los resultados obtenidos en este Trabajo de Tesis son alentadores y constituyen las
primeras pruebas de concepto del candidato vacunal MVA-VP2. Se demostrd que induce
proteccién frente al desafio con IBDV (eficiencia), que no replica productivamente en
pollos (seguridad) y que su produccién in vitro alcanza titulos virales mayores que el
vector basado en virus canarypox. Sin embargo, es necesario continuar con las
investigaciones para determinar la eficiencia de MVA-VP2 aplicado en monodosis al dia

de edad (via de inmunizacién masiva utilizada en la industria avicola), la proteccién que
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induce frente a cepas de campo de IBDV, su capacidad de sobrepasar la inmunidad
materna (MDA) contra IBDV y la ausencia de interferencia con la aplicacién de otras

vacunas aviares.

Es importante destacar que las vacunas vectorizadas como las basadas en MVA-VP2 serian
las de eleccién para proteger contra la enfermedad de Gumboro cuando los pollos
presentan mayor susceptibilidad a esta enfermedad, lo cual estd directamente
relacionado con el nimero de células susceptibles presentes en la BF (aves jévenes y hasta
las 6-8 semanas de edad). Teniendo en cuenta que estas vacunas vectorizadas no inducen
una respuesta inmune humoral contra IBDV, para inmunizar a las gallinas reproductoras,
previo a la postura deberan utilizarse otras vacunas, como las inactivadas formuladas con
adyuvantes o inmundgenos a subunidad como los propuestos por Lucero et al. (2019),
debido a que inducen altos niveles de anticuerpos especificos que se transmiten a la

progenie.
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MVA-VP2 administrado por via subcutanea en la membrana del ala no induce la
formacién de lesiones nodulares caracteristicas de las vacunas de viruela aviar.
Entonces, no interferiria con la observacion de la “toma de la vacuna” luego de la

inmunizaciéon con FWPV por puncién alar.

MVA-VP2 administrado por la via intramuscular es detectado solamente en el sitio

de inoculacion hasta las 24 hpi.

La vacunacién con MVA-VP2, en Unica dosis de 8 x 10> UFP por via i.m., indujo
proteccion frente al desafio contra IBDV al reducir tanto el titulo del virus de

desafio recuperado de la BF como los dafios histopatoldgicos en dicho érgano.

El vector viral AdHu-VP2 aplicado en uUnica dosis al dia de edad no indujo

proteccion frente al desafio con IBDV.

Los mejores pardmetros de proteccién se observaron al aplicar el esquema de
inmunizacién prime-boost heterélogo AdHu-VP2 (dosis de 6,65 x 10 UFP) / MVA-
VP2 (8 x 10° UFP) porque no se observé dafio histopatoldgico ni se detecté el virus

de desafio en las BF en 83% y 50% de las aves vacunadas, respectivamente.

125 | Pagina



CONCLUSIONES

«6 La cantidad de vector viral AdHu-VP2 utilizado para “primar” la respuesta inmune
especifica contra la proteina VP2 fue determinante para observar el efecto de la

vacunacion de refuerzo con MVA-VP2 a los tiempos evaluados.

«6 La proteccién inducida por los vectores que expresan la proteina VP2 se
relacionaria con la induccién de una respuesta inmunitaria de tipo celular porque

no se detectaron anticuerpos anti-IBDV en las aves vacunadas.

Los resultados obtenidos alientan la potencialidad de MVA-VP2, solo o combinado con
AdHu-VP2, como candidato para obtener una vacuna vectorizada alternativa respecto de

las actualmente disponibles en el mercado para prevenir la enfermedad de Gumboro.
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7  ANEXOS

7.1 Anexol

7.1.1 COMPARACION DE LA CAPACIDAD REPLICATIVA DE MVA-VP2 y CNPV-VP2 IN ITRO

La vacuna comercial vectorizada por virus canarypox (CNPV), denominada R-VAC
INMUNER IBD, expresa la proteina VP2 y protege contra el desafio con IBDV fue
desarrollada en nuestro laboratorio y en colaboracién con Laboratorios Inmuner S.A. Es
una vacuna eficaz y segura. En este trabajo de Tesis y en el contexto de colaboracién con
la empresa, se realizaron las primeras pruebas de concepto para evaluar si MVA-VP2

podria ser unavacuna superadora respecto de las actualmente disponibles en el mercado.

Una vacuna superadora, ademas de ser segura y efectiva, deberd tener alguna ventaja a
nivel de produccion, como por ejemplo alcanzar titulos virales elevados compatibles con
los procesos de liofilizacién para el almacenamiento y distribucion de vacunas
refrigeradas. En este contexto, para comparar la capacidad de los virus MVA-VP2 y CNPV-
VP2 (R-VAC INMUNER IBD) de replicar en FEP se realizé una curva de crecimiento viral de
multiples pasos. Brevemente, monocapas de FEP crecidas en placas P60 se infectaron con
5 x 10* UFP de MVA-VP2 o CNPV-VP2 para obtener una multiplicidad de infeccién de 0,01.
A distintos tiempos post infeccion (0; 17; 24; 28; 41 y 52 hpi) de cada P60 se cosecharon
por separado las células y el sobrenadante de infecciéon y se realizaron 3 ciclos de
congelado (-709C) y descongelado (372C). Las suspensiones virales correspondientes a
cada tiempo se titularon en FEP por duplicado. Los titulos se expresaron como los valores

promedio (UFP/mL) de dos experimentos independientes.

Como se observa en la siguiente Figura 33 los virus MVA-VP2 se obtuvieron titulos virales
mayores que con CNPV-VP2. A nivel de virus maduro intracelular, el titulo de MVA-VP2
fue aproximadamente 80 veces mayor que el obtenido para CNPV-VP2. En cambio, esta

diferencia fue aiin mayor (132 veces) para la porcién de virus extracelular.

Para ambos virus, el mayor titulo viral se obtuvo entre las 40 y 50 h post-infeccion. A estos

tiempos, la cantidad de virus intra o extracelular de MVA-VP2 fue del mismo orden,
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mientras que para CNPV-VP2 la fraccion de virus intracelular fue 10 veces mayor que la

extracelular.

Esta es la primera vez que, en nuestro laboratorio, se compara la capacidad replicativa de
dos vectores poxvirales recombinantes que expresan el mismo antigeno foraneo. Para
cada uno de ellos, se demostré previamente que su capacidad replicativa era similar a la

del respectivo poxvirus no recombinante (Zanetti et al., 2012, 2014).
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Figura 33 - Curvas de crecimiento de multiples pasos de los virus MVA-VP2 y CNPV-VP2 en FEP. Analisis
del crecimiento viral en cultivos de FEP infectados a baja multiplicidad de infeccién (0,01) con MVA-VP2 o
CNPV-VP2. Cuantificacién (UFP/mL) del virus intracelular (ic) y extracelular (ec) a diferentes tiempos post
infeccion (0; 17; 24; 28; 41 y 52 hpi). Se muestran los resultados de dos experimentos independientes.

7.2 ANexoll

7.2.1 DETECCION DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS ANTI-IBDV POR ELISA

En todos los ensayos de evaluacion de la proteccidn inducida por los vectores virales que
expresan la proteina VP2 se determind la presencia de anticuerpos especificos contra
IBDV previo al desafio con dicho patégeno. Brevemente, a los 25 dias de edad (14 dias

después de la ultima inmunizacion) se tomaron muestras de sangre para estimar la
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presencia de anticuerpos especificos anti-IBDV utilizando el kit comercial Flock Check IBD

de Laboratorios IDEXX segun se describe en la seccion 3.7.4 de Materiales y Métodos.

Como se observa en la Figura 34, la induccion de una respuesta humoral especifica anti-
IBDV soélo fue observada luego de la inmunizacion con la vacuna comercial LZD Inmuner.
En cambio, no se detectaron anticuerpos especificos contra IBDV en las aves de los grupos
control (inoculados con PBS o con los vectores virales que expresan una proteina no
relacionada) ni en las aves de los grupos experimentales vacunados con los vectores

virales que expresan la proteina VP2 de IBDV.
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Figura 34 - Deteccion de anticuerpos especificos anti-IBDV. Se tomaron muestras de sangre a los 25 dias
de edad (dos dias antes del desafio) y se determind la presencia de anticuerpos anti-IBDV utilizando el kit
comercial Flock Check IBD de Laboratorios IDEXX. A) Grupos de 6 pollos SPF se inmunizaron por via i.m. a
los 11 dias de edad con MVA-VP2 (5,2 x 103 UFP) o MVA-GFP (1,7 x 10°> UFP). B) Grupos de 6 pollos SPF
fueron inmunizados a los 11 dias de edad con: MVA-VP2 (8 x 10° UFP, via i.m.), MVA-GFP (8 x 10°, via i.m.)
o con la vacuna viva comercial de IBDV (LZD INMUNER, via ocular segun especificaciones del fabricante). Un
grupo de 5 pollos fue inmunizado con PBS (500 pL, via i.m.).
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Figura 35 - Deteccion de anticuerpos especificos anti-IBDV. Se tomaron muestras de sangre a los 25 dias
de edad (dos dias antes del desafio) y se determind la presencia de anticuerpos anti-IBDV utilizando el kit
comercial Flock Check IBD de Laboratorios IDEXX. A) Grupos de 6 pollos SPF fueron inmunizados con AdHu-
VP2 (6,6 x 10° UFP, via i.m. al dia de edad) sélo o combinado con MVA-VP2 (8 x 10°> UFP, viai.m. a los 11
dias de edad). Los grupos control (conteniendo 5 o 6 pollos) se inmunizaron con la vacuna viva comercial
de IBDV (LZD INMUNER, a los 11 dias de edad por via ocular segun especificaciones del fabricante) o con el
esquema de dos dosis con AdHu-GFP (1,75 x 108 UFP, via i.m. al dia de edad) y MVA-GFP (8 x 10° UFP, via
i.m. a los 11 dias de edad). B) Un grupo de 6 pollos SPF fue inmunizado al dia de edad con AdHu-VP2 (1,5 x
10° UFP, via i.m.) y a los 11 dias con MVA-VP2 (8 x 10° UFP, via i.m.). Los grupos control de 3 pollos cada
uno se inmunizaron al dia de edad con AdHu-VP2 (1,5 x 10° UFP, via i.m.) o PBS (500 pL, via intramuscular).
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