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RESUMEN

La salmonicultura es una actividad que hoy reporta al pais importantes
beneficios tanto econdmicos como sociales; convirtiendo a Chile en el segundo
productor mundial de salmones. De ahi la importancia de mantener la sanidad de
los peces en sus distintos estados de desarrollo y asi reducir al minimo las
pérdidas por enfermedades. La piscirickettsiosis cuyo agente causal corresponde
a Piscirickettsia salmonis es una de las principales enfermedades que afectan la

salmonicultura nacional.

La presente memoria de titulo tuvo por objetivo caracterizar la interaccion
de P. salmonis con ovas de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) sometidas a

tratamientos con proteasas y cuya técnica de deteccién fue “dot blot”.

La metodologia “dot blot” no permitié6 comparar la eventual diferencia en la
adhesion y/o penetracion de la bacteria a la ova entre tripsina y proteinasa K. Por
lo cual, esta técnica s6lo se pudo utilizar como una técnica cualitativa para la

deteccién de P. salmonis.

Mediante la técnica de “dot blot” se establecié que las ovas de trucha arco
iris son sensibles a la infeccién con la cepa SLGO-95 de P. salmonis. Esta
memoria también permite establecer que la estructura proteica del corion es
afectada por las enzimas proteoliticas tripsina y proteinasa K. Ademas, dados los
resultados obtenidos post-tratamientos enzimaticos, se considera que la unién
entre ovas y P. salmonis, disminuye si se degradan estructuras proteicas, por lo

tanto en esta union implicaria partes proteicas o polipéptidos.

Finalmente estos resultados sugieren, pero no en forma concluyente en
considerar la accion de proteinas o polipéptidos en la unidn y posterior

internalizacion de P. salmonis en el interior de la ova.



SUMMARY

Salmonid aquaculture industry is an activity that currently renders
important economic and social benefits to the country, turning Chile into the
second salmon producer world-wide. Therefore, it is crucial to maintain health in
the different development states of the fish reducing to the minimum the losses by
disease. Piscirickettsiosis, wich causal agent corresponds to P. salmonis, is today

one of the main diseases that affects the national salmon cultures.

The objective of this memory was to characterize the interaction of P.
salmonis with rainbow trout (O. mykiss) egg, that where treated with proteases and

whose detection technique was dot blot.

The dot blot methodology did not allow to compare the possible difference in
the adhesion and/or penetration of the bacteria to the ova between tripsin and
proteinasa K. Thus, this could only be used as a qualitative technique for the

detection of P. salmonis.

The dot blot technique established that rainbow trout ovas are sensible to
the infection P. salmonis type strain (SLGO-95). In addition, this memory allowed
to establish that the protein structure of the chorion is affected by proteolytic
enzymes, tripsin and proteinasa K. Also, given the results obtained after the
enzymatic treatment, it is considered that the union between egg and P. Salmonis,
diminishes if degrade protein structures, therefore this union would imply protein

parts or polypeptides.

Finally, these results suggest, but they are not conclusive, in considering the
action of proteins or polypeptides in the union and later penetration of P. salmonis

into the egg.



INTRODUCCION

Chile es hoy el segundo productor mundial de salmones, con una
participacion del 38,2% en el mercado mundial siendo Japén, Estados Unidos y la
Union Europea los mayores compradores. Esta industria entrega altos retornos
econdémicos al pais (SalmonChile Intesal, 2008). Hoy no solo juega un rol
econdémico, sino que también social manifestado por la dependencia de empleos
que ella entrega. Mantener y cuidar esta actividad productiva se vuelve entonces
de vital importancia y parte de este proceso lo compone la calidad sanitaria de los

cultivos; y de ello reducir los costos y pérdidas por enfermedades.

Dentro de las enfermedades se encuentra la piscirickettsiosis; que
corresponde a una de las con mayor relevancia en los centros de cultivos de
salmoénidos mantenidos en el mar al sur de nuestro pais. Esta enfermedad en Chile

tiene caracter endémico.

La piscirickettsiosis se presentd a partir del afio 1989, en forma de brote. El
agente etioldégico corresponde a Piscirickettsia salmonis (Fryer et al., 1992). La
mayor dificultad de esta enfermedad radica en las altas pérdidas econdémicas
debido a las mortalidades producidas 6 a 12 semanas después que los “smolts”
son llevados a su fase marina de engorda y por los costos que significa su

tratamiento con antibiéticos.

Los mecanismos de transmisién aln no estan claramente establecidos. Se
ha descrito experimentalmente que esta bacteria puede penetrar por piel y
branquias macroscopicamente indemnes (Smith et al., 1999). En relacion con la
transmision vertical, Larenas et al. (2003) demostraron que el agente se puede
transmitir desde reproductores experimentalmente infectados machos y/o hembras

a sus progenies; detectandose la bacteria en ovas al “estado de 0jo” y alevines.



Mediante microscopia electronica de barrido Larenas et al. (2003),
demostraron experimentalmente que P. salmonis se adhiere a la superficie de
ovas de trucha arco iris (O. mykiss), mediante prolongaciones, las cuales han sido
denominadas: Complejo de Adhesion Piscirickettsial o CAP. Sin embargo, el
mecanismo intrinseco y la participacion receptores implicados en la union y

posterior penetracion de la bacteria son desconocidos hasta la fecha.

De acuerdo a lo anterior, en la presente memoria se pretende establecer la
eventual participacion de receptores proteicos en la unién de la bacteria con el
corion de ovas de trucha arco iris. Para ello; se utilizaron tratamientos con dos
enzimas proteoliticas: proteinasa K y tripsina sobre la superficie de las ovas, para

establecer si posterior a ello se alteraba la capacidad de adhesion de P. salmonis.



REVISION BIBLIOGRAFICA

El salmon fue introducido en Chile a principios del siglo veinte, pero recién
en 1980 comenzd a ser cultivado en una escala significativa. Sin embargo, una
vez que se di6 inicio a la salmonicultura, el crecimiento de la industria no se
detuvo mas, posicionando a Chile en el segundo exportador mundial de salmones.
Esta industria es la exportacion individual mas importante de Chile después del
Cobre; responsable de ingresos que superan los USD 1.500 millones.
Actualmente, Chile participa en el 38,2% en la produccion mundial de salmones 'y
truchas; cuyo principal mercado de exportacion corresponden a Japon y EEUU
(SalmonChile Intesal, 2008).

La industria, que hoy emplea a miles de personas, se ha convertido en un
sector estratégico que mueve la economia de la Décima Region, mientras se
expande aceleradamente en la Undécima Yy Duodécima regiones. Siendo la

generacion de empleos uno de los beneficios de la salmonicultura.

Por lo anterior, es importante mantener la sanidad de los peces cultivados y

reducir las pérdidas por enfermedades. Entre ellas, se encuentra la piscirickettsiosis,

enfermedad de caracter endémico y de mayor relevancia en los centros de cultivos

de salmoénidos mantenidos en el mar del sur de Chile. Debido a que la

piscirickettsiosis causa en Chile altas mortalidades en fase de engorda; las pérdidas

no so6lo se limitan por esta variable, sino que también incluyen los costos en

tratamientos con antimicrobianos. A pesar del uso de antibiéticos, el control de la

enfermedad no ha dado grandes resultados y los costos aumentan progresivamente.

Se han intentado implementar vacunas para promover la inmunoproteccion, pero los

resultados han sido inconsistentes.



A.-Piscirickettsiosis y agente etioldgico.

Los primeros brotes de esta enfermedad, se observan en 1989, en la Décima
Region, provincia de Llanquihue, en la zona del “Canal de Huito”, en salmones coho
(Oncorhynchus kisutch) cultivados por primera vez en balsas jaulas. A partir de esa
fecha se registraron mortalidades de tipo crénicas del orden del 20 a 50%. En 1989
la enfermedad adquirié un caracter de epizootia al afectar centros de cultivos de
Puerto Montt, Chiloé insular y continental, alcanzando mortalidades de hasta un 70%
y en un caso particular la pérdida de toda la poblacion. Hasta esa fecha se pensaba
que so6lo afectaba al salmén coho (Bravo y Campos, 1989). Inicialmente se
denominé como “U.A.” (“Unidentified Agent’), “sindrome del salmoén coho” y
“‘enfermedad del Huito”. Posteriormente, se propuso el nombre de “septicemia
rickettsial salmonidea” (SRS) por Cvitanich et al. (1991), por la naturaleza
septicémica de la enfermedad. Hoy se conoce con el nombre de “piscirickettsiosis”,

enfermedad producida por P. salmonis (Fryer et al., 1992).

El agente causal corresponde a P. salmonis (Fryer et al., 1992) el cual fue
aislado inicialmente en Chile en el afio 1989 por Fryer et al. (1990) y Cvitanich et al.
(1991), desde salmones de cultivos afectados por altas mortalidades. Las nuevas
clasificaciones taxondmicas la incluyen en el grupo de las Gammaproteobacterias;
familia Piscirickettsiaceae, que comprende a un grupo de bacterias intracelulares
obligadas que crecen en el citoplasma celular y ocasionalmente en el nacleo de
células eucariontes. El género Piscirickettsia ha sido ubicado dentro del orden
Thiotrichales y en la nueva familia Piscirickettsiaceae. La familia Piscirickettsiaceae
contiene bacterias que son gramnegativas, aerobicas, cocoides, en forma de barra o
espiral, ocasionalmente pleomorfica y comunmente aisladas desde ambientes
marinos. Esta familia contiene 5 géneros: Piscirickettsia, Cycloclasticus,
Hydrogenovibrio, Methylophaga y Thiomicrospira. Estos géneros estan relacionados
filogenéticamente, ya que tienen secuencias de 16S rRNA similares, pero tienen

pocas caracteristicas fenotipicas en comun (Fryer y Hedrick, 2003).



Este patdgeno es la Unica especie de su género y se caracteriza por ser gram
negativo, aerdbico, inmévil y no capsulado. Presenta una membrana externa
ondulada y una interna citoplasmética. Su didmetro varia de 0,5 a 1,5 um. Dentro de
sus caracteristicas se encuentra el ser pleomorfico, pero preferentemente en forma
de bacilos cortos o cocos y se encuentra formando pares o anillos. Se reproduce por
fisibn binaria en vesiculas citoplasméticas en la célula hospedera (Fryer y Hedrick,
2003).

La bacteria se multiplica en varias lineas celulares de peces salmoénidos y de
algunos de aguas calidas; produciendo en éstos un efecto citopéatico (ECP), con lisis
celular completa y desprendimiento de la monocapa. P. salmonis crece in vitro en
cultivos celulares de peces, libre de antibidticos luego de 10 dias de incubacion a
15°C produciendo el ECP. La mas usada en laboratorios corresponde a la linea
celular embrionaria CHSE-214 de salmén chinook (Oncorhynchus tshawytscha)
(Fryer et al., 1990; Cvitanich et al., 1991). El agente también se multiplica en otras
lineas celulares, tales como: CHH-1 (Oncorhynchus keta), CSE-119 de salmén coho
(O. kisutch), RTG-2 de trucha arco iris (O. mykiss), ademéas de otras lineas de
especies no salmoénidos como, EPC (Cyprinus carpio), FHM (Pimephales promela),
BF-2 (Lepomis macrochirus Rafinesque) y BB (Ictalurus nebulosus) (Cvitanich et al.,
1991; Almendras et al., 1997)

Fryer et al. (1990) y Cvitanich et al. (1991) aislaron al organismo a partir de
tejido renal infectado inoculando cultivos de seis lineas celulares, cuatro derivadas
de salmoénidos y dos desde peces de aguas calidas. El crecimiento, determinado por
el ECP sobre la monocapa de cultivos celulares, se observé después de 17 dias de
inoculacién y no se observo en lineas celulares de peces de aguas calidas, una de
las cuales era la linea celular BB (“Brown Bullhead”, especie Ictalurus nebulosus).
Sin embargo Almendras et al. (1997) observaron la aparicion de ECP luego de

incubar 45 dias P. salmonis (cepa VR 1361) en la linea celular BB.



Estudios realizados por Larenas et al. (1997), indican que la temperatura
mas favorable para reproducir la enfermedad en condiciones experimentales es de
14°C; lo cual es cercano a la temperatura éptima de replicacion in vitro de la bacteria,
que va entre los 15 a 18°C (Fryer et al., 1990). Su multiplicacion in vitro disminuye
bajo los 10°C y sobre los 21°C. Se detiene sobre los 25°C (Fryer et al., 1990).

Con respecto a los antigenos bacterianos, Barnes et al. (1998) establecieron
la presencia de ocho proteinas antigénicas probablemente propias de P. salmonis
(108, 95, 60, 56, 40, 36, 32 y 20 kDa). Los principales antigenos tendrian pesos
moleculares de 56, 36 y 20 kDa. Kuzyk et al. (1996) sefalaron seis antigenos
principales, moléculas de 11, 16, 65, 60, 54 y 51 kDa.

B.-Sighos v lesiones

La piscirickettsiosis es una enfermedad septicémica, en donde los
principales tejidos afectados corresponden al hemapoyético renal, higado, bazo e
intestino. Entre los signos que se pueden observar se encuentran nado lento,
erratico y superficial; a veces en tirabuzoén y orillamiento, los peces chocan contra
las paredes de las balsas jaulas. También se puede observar letargia, anorexia y
oscurecimiento de la piel (Larenas et al., 1995)

Externamente se observan lesiones macroscépicas como nédulos y Ulceras
de distintos tamafios en la piel, descamacion, equimosis, petequias en la base de
las aletas y palidez branquial (Bravo y Campos 1989). Ademas se pueden
observar pequefias manchas blancas sobre el pez, algunos peces afectados
muestran areas de levantamientos a menudo hemorragicas de 0,5 cm de diametro
0 menos, estas lesiones van desde pequefas placas blancas hasta Ulceras
hemorragicas superficiales de aproximadamente 2 cm o mas de diametro. Algunos

peces afectados no evidencian lesiones en la piel (Branson y Nieto, 1991).



La enfermedad causa una marcada anemia en que el hematocrito
disminuye desde un 45% a 27% (Bravo y Campos 1989). A la necropsia se
visualiza ascitis, renomegalia y esplenomegalia, seudomembranas cardiacas,
nodulos amarillentos subcapsulares en el higado, hemorragias en estdbmago,
higado, ciegos piléricos, vejiga natatoria, musculo y grasa visceral. El estbmago a
menudo se encuentra con un contenido mucoso amarillento. Histolégicamente se
observa inflamacion y necrosis de distintos Organos y lesiones vasculares
(Cvitanich et al., 1991).

C.- Vias de transmision y epidemioloqgia.

Estudios realizados por Smith et al. (1996), demostraron que la bacteria
puede afectar a todas las especies de salmonidos que se cultivan en Chile, tales
como salmén del Atlantico (Salmo salar), salmon coho, salmén Chinook o Rey y
trucha arco iris. La enfermedad por consiguiente, afecta a todas las especies de
salmonidos cultivados en forma intensiva en Chile en fase de agua marina; aunque
raramente se ha presentado en fase de agua dulce. Los signos clinicos se observan
desde las 6 a 12 semanas después que los “smolt” son llevados al mar (Bravo y
Campos, 1989). Los brotes ocurren principalmente en la época otofio-primavera, al
parecer relacionado con la temperatura del agua, que en esa época varia entre los
9°C a 16°C (Lannan y Fryer, 1994).

Los mecanismos de transmision ain no estan claramente establecidos. Se ha
descrito experimentalmente que truchas arco iris infectadas eliminan P. salmonis por
medio de las heces, orina y bilis, las que podrian ser posibles vias de infeccién
(Salinas et al., 1997). Por otra parte, Smith et al. (1998) realizaron un estudio de
infectividad de P. salmonis en truchas arco iris. Los grupos de salmones fueron
desafiados con la bacteria mediante distintas vias: intraperitoneal (IP), subcutanea
(SC), parche en piel (PP), parche en branquias (PB), intubacién gastrica (IG) e

intubacién intestinal (II). Las mortalidades acumuladas alcanzadas fueron 98% (IP),



100% (SC), 52% (PP), 24% (PB), 2% (IG) y 24% (ll). Esto demuestra en forma
experimental la entrada de P. salmonis a través de piel y branquias intactas, en
ausencia de vectores. Como se evidencido experimentalmente, la inoculacion
subcutanea produce un altisimo porcentaje de mortalidad, esto indica que las
lesiones de la piel facilitan la invasion con el agente patdogeno y que los
ectoparasitos podrian jugar un importante rol en la transmisién horizontal de la
enfermedad. Los resultados obtenidos indican ademas, que la ruta oral puede no ser

el normal método por el cual P. salmonis inicia la infeccion en salménidos

En estudios realizados por Cvitanich et al. (1991), demostraron la transmision
horizontal experimentalmente en salmones coho, mantenidos en acuarios tanto en
agua dulce como salada, en ausencia de vectores. Lannan y Fryer (1994),
determinaron que la supervivencia extracelular de P. salmonis en agua salada es
relativamente prolongada; mayor a dos semanas, a una temperatura entre 5°C a
10°C. En cambio la viabilidad de la bacteria en agua dulce es limitada; esto explicaria

el escaso numero de brotes en la etapa de agua dulce.

Hallazgos de piscirickettsiosis en salmoénidos cultivados en agua dulce,
sugieren que este modo de transmision ocurre en forma natural. Uno de ellos, se
presentd en el Lago Llanquihue, en un grupo de peces provenientes de ovas
importadas desde Estados Unidos, las que siempre fueron mantenidas en agua
dulce. Aunque la bacteria no fue aislada en este caso, los peces mostraron las
mismas lesiones macroscoépicas externas e internas que los salmones enfermos en

agua de mar (Bravo, 1994).

En otro caso, Gaggero et al. (1995) informaron del primer aislamiento de P.
salmonis desde peces enfermos durante su fase de agua dulce. Los peces de
salmén coho, del Atlantico y trucha arco iris fueron obtenidos de una epizootia;
desde varias instalaciones de agua dulce localizadas en la isla de Chiloé, Décima

Region. Las lesiones en los peces afectados fueron concordantes con las descritas
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en los brotes de ambiente marino y las caracteristicas de crecimiento in vitro del
aislado correspondian a las de P. salmonis. El origen de la infeccion de estos

salmonidos no fue posible determinarlo.

Con respecto a la posibilidad de vectores o reservorios marinos de la
enfermedad; se determiné la presencia de la bacteria mediante inmunofluorescencia
indirecta (IFAT), en el ectoparasito Caligus sp, y también en Ceratothoa gaudichaudi
gue es un parasito hematéfago de peces. Ademas se ha observado en otras
especies de peces como el jurel, robalo, pejerrey y cabrilla; ademas en moluscos y
crustaceos como choritos y picorocos, lo cual sugiere que podrian actuar como
posibles reservorios o vectores marinos de la infeccion (Fryer et al., 1990; Cvitanich
et al., 1991). En trabajos realizados por Venegas (1996) en especies silvestres que
cohabitan con centros de cultivo marino, positivos a la enfermedad en la Décima
Regidén de Chile, determinaron la presencia del agente en especies de peces nativos,

crustaceos, moluscos y ectoparasitos artrépodos.

En estudios sobre la infectividad de P. salmonis en salmén coho y trucha arco
iris, en el cual, peces juveniles fueron inoculadas con la cepa LF-89, via
intraperitoneal; se obtuvo como resultado que la trucha arco iris es susceptible de ser
afectada por piscirickettsiosis, y por lo tanto puede ser usada como animal de
experimentacion para modelos de estudio de piscirickettsiosis. Ademéas se demostro
que esta cepa, es patdgena para ambas especies; sin embargo, el salmén coho es
mas susceptible a la cepa LF-89, ya que la DLs y la Dlsp en los salmones coho es
menor. También se observo, la presencia de la bacteria en un importante nimero de
peces clinicamente sanos de ambas especies, existiendo la posibilidad de que estos
permanezcan como portadores del microorganismo y participar en la transmision de

la enfermedad (Contreras, 1995)

En otro estudio, en que se comparo la virulencia de tres aislados de P.
salmonis utilizando truchas arco iris juveniles, se pudo reproducir experimentalmente

la enfermedad. Estas presentaron los signos clinicos y lesiones macroscoépicas
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caracteristicas de la piscirickettsiosis; ademas se realizaron frotis renales en el cual
se confirmo la presencia de P. salmonis mediante inmunofluorescencia. Al comparar
dosis equivalentes entre los aislados, se observd que la cepa SLGO- 95 produjo
significativamente las menores supervivencias, seguida de la cepa SLGO- 94 y
finalmente de la cepa LF- 89; por lo tanto; los resultados indican que existe variacion
en la virulencia entre los distintos aislados de P. salmonis. Ademas se observo que

SLGO-95 presenta una mayor resistencia a antibiéticos (Rojas, 2000)

Aungue la existencia de transmision vertical de piscirickettsiosis esta
confirmada durante el proceso de fecundacion de las ovas en trucha arco iris, los
mecanismos intrinsecos de este proceso aun se desconocen. En relacion a ésta;
Cvitanich et al., (1991), demostraron la presencia de este patdgeno en ovarios,
fluido ovérico y testiculos de peces afectados por la enfermedad. Larenas et al.
(1996), inocularon reproductores de trucha arco iris obteniendo ovas al estado de
0jo, positivas a la presencia de P. salmonis, sin embargo, no se demostré si a
partir de esta etapa de desarrollo embrionario, se podian obtener alevines viables.
En este mismo trabajo se observd que la bacteria puede encontrarse en
abundante cantidad en fluido celomico y seminal. Ademas, en un trabajo no
publicado, se ha corroborado la transmision vertical en salmones coho

naturalmente infectados (Zamorano, 2003).

Siguiendo la misma linea de investigacion, se demostré experimentalmente
la transmision vertical mediante la inoculacién de reproductores de trucha arco iris
machos y hembras con P. salmonis. Se detecté mediante inmunofluorescencia
indirecta la presencia de P. salmonis en muestras de semen y fluido celomico. La
infeccion de alevines obtenidos se logré tanto cuando provenian de uno o ambos
reproductores inoculados (alevines de saco ca 0,1 g y alevines de 1 g), pero
ninguno manifestd signos clinicos de la enfermedad. Ademas, se obtuvieron ovas
provenientes de hembras y machos sin infectar; estas ovas libres de bacterias
fueron inoculadas por un tiempo determinado, con un medio que contenia una

suspension bacteriana de P. salmonis, lograndose luego de esto, progenies
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positivas a la infeccién; demostrandose que la transmision del agente puede
ocurrir durante el proceso de fertilizaciéon. Y por lo tanto, que los fluidos ovaricos y
seminales pueden ser una importante fuente de P. salmonis; ya que al comparar
la positividad de distintas muestras; los fluidos ovaricos y seminales, presentaron
una mayor positividad que las muestras de rifion. Ademéas se demuestra la

importancia de ambos progenitores en la transmision vertical del agente.

Si bien no existe documentacion de piscirickettsiosis en salmonidos
reproductores en condiciones naturales; si se puede encontrar individuos positivos
mediante IFAT de tejido renal en reproductores de cultivo. Esto hace suponer que
estos peces si bien serian resistentes a la presentacion de la enfermedad, podrian
ser portadores asintométicos del agente (Larenas et al.,, 2002). Mediante
microscopia electronica de barrido, se demostrd que la bacteria puede adherirse a
la ova mediante unas prolongaciones, al parecer de la membrana externa del
corion, las cuales se denominaron complejo de adhesion piscirickettsial o CAP, el
cuél se une tempranamente a la ova. Aparentemente estas prolongaciones son
inducidas por la presencia de la ova, ya que solo se dirigen en esta direccion;
ademas se observé que estas uniones también ocurrian entre bacterias. Se
pudo observar también en este trabajo que las bacterias se encontraban en el
interior de la ova ya al tiempo de 5 minutos post-exposicién de la bacteria a la

ova (Larenas et al., 2002)

Los RLO’s (rickettsia-like organisms) son un grupo emergente de patégenos
y P. salmonis es el miembro mas prominente de éste grupo. Se han reportado
brotes de estos organismos similares a P. salmonis en Canadéa del este, Noruega,
Irlanda y Escocia. Se han encontrado estos organismos tanto en agua dulce como
en agua salada, pero aun no se han caracterizado bien éstos organismos.
Ademas se asocid a mortalidades en “white seabass” juveniles (Atractoscion
nobilis), en el sureste de California, EEUU estas muertes se asociaron a
infecciones producidos por organismos parecidos a P. salmonis, los signos

coincidian con los de piscirickettsiosis. Estos se aislaron en dos lineas celulares, la
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CHSE 214 de salmén Chinook y la linea WSBK de “white seabass” produciendo
destruccion de la monocapa. Al ser inoculada via intraperitoneal (IP); en salmones
coho juveniles, la bacteria resulté ser altamente virulenta y el 80% de los salmones
murieron de una septicemia hemorragica. Aun asi, las mortalidad de salmones
coho son menores que las reportadas en Chile. Esta bacteria presento diferencias
antigénicas con P. salmonis. En este estudio se concluyd que los dos organismos
estan relacionados y que con eventos de aguas calientes, como la corriente de El
Nifio, han habido cruzamiento entre poblaciones de “white seabass” y salmones
anadromos en California, ahora si la bacteria es transmitida por esta sobreposicién

de poblaciones no esta claro (Chen et al., 2000)

D.-Diagndstico

En condiciones de terreno, la enfermedad es presuntamente diagnosticada
en base a los signos clinicos descritos (Kent y Poppe, 1998). Para la identificacién
del agente existen distintas técnicas que entregan una aproximacion diagnéstica a
partir de frotis y cortes histologicos de tejidos como rifion, higado y bazo; entre las
cuales se pueden mencionar: las tinciones de Hematoxilina-Eosina (H-E), Giemsa,

azul de toluidina y naranja de acridina (Fryer et al., 1990; Larenas et al., 1995).

Para la confirmacion del patégeno existen pruebas serolégicas como
inmunofluorescencia indirecta (IFAT) (Lannan et al., 1991) y la prueba de reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR), que detecta, identifica y diferencia cepas de
esta bacteria (Mauel et al.,, 1996). Esta Ultima técnica presenta una alta
sensibilidad y especificidad y ademas permitiria la deteccion del agente en etapas
tempranas de la infeccion, o desde peces asintomaticos que podrian actuar como
portadores. Esta es capaz de detectar la presencia de ADN de P. salmonis
amplificable a partir de pequefias muestras como 5 pL o menos, de suero

sanguineo de peces.
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La IFAT utiliza anticuerpos fluorescentes para la deteccion y diagnostico de
la enfermedad la cual presenta una alta sensibilidad y especificidad, ademas de
ser un método simple y rapido de aplicar. Hoy en dia es la técnica mas usada en
centros de cultivo de salmones. Esta técnica no requiere estrictas condiciones de
asepsia. Las muestras se obtienen a partir de frotis de tejido renal o sanguineo.
La positividad de éstas se observaran al microscopio de fluorescencia como
estructuras cocoides en forma de anillos de un color verde (Lannan et al., 1991).
Existe una modificacion de ésta técnica realizada por Larenas et al. (1996a) en el
cual utilizando microondas disminuyeron los tiempos de incubacion del 1° y 2°
anticuerpo; obteniendo buenos resultados en la observacién y segun la técnica

original, no existi6 variacion en sensibilidad y especificidad.

También se utilizan técnicas inmunoenzimaticas que cuantifican la bacteria,
tales como ELISA (Aguayo et al., 2002). Sin embargo, en un estudio en que se
comparaba IFAT con ELISA utilizando anticuerpos mono y policlonales, se
demostré que las pruebas de ELISA presentaban una sensibilidad baja; ademas
no se observo concordancia estadistica entre los resultados obtenidos entre las
pruebas diagndésticas (Diaz, 1999)

Como método definitivo de deteccion del agente se recomienda el
aislamiento bacteriano a partir de frotis de tejido renal de peces infectados en
lineas celulares libres de antibi6ticos hasta lograr el efecto citopéatico. Este es un
método concluyente para la deteccibn de P. salmonis, pero presenta distintos
inconvenientes practicos ya que las muestras deben ser tomadas asépticamente y
mantenidas a 4°C. Debido a que las lineas celulares deben estar libres de
antibiéticos, el aislamiento resulta dificultoso ya que se produce una facil
contaminacion. Otro inconveniente es el largo tiempo en lograr el efecto citopatico,
que puede ir desde 17 a 28 dias a una temperatura de 15 a 18 °C (Fryer et al.,
1990; Cvitanich et al., 1991).
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E.- Prevencidén y tratamiento

Para disminuir las pérdidas en produccion de salmones, por lo general los
planteles productivos redujeron las densidades poblacionales por balsa jaula,
como lo recomendaron durante los primeros brotes de piscirickettsiosis Bravo y
Campos (1989), los que ademas recomendaron reducir los manejos durante

brotes para evitar el estrés en los peces.

Larenas et al. (1997) sugieren que el efecto de la densidad poblacional y de
la temperatura del agua pueden ser factores importantes en la presentacion de
piscirickettsiosis. En este estudio se reporta el efecto concomitante de tres
temperaturas diferentes del agua y dos densidades poblacionales sobre truchas
arco iris inoculadas experimentalmente con P. salmonis. Los resultados
demostraron mortalidades de 24% en un grupo mantenido a 14°C y con una
densidad poblacional de 20 k/m3. El resto de los grupos experimentales, los cuales
no superaron el 2% de mortalidad, se desafiaron en temperaturas de 8 y 18° C, y
densidad de 5 k/m*. Se demostré con esto un efecto de sinergismo entre la
temperatura de 14°C y la densidad poblacional de 20 k/m® para desarrollar la

enfermedad.

Es aconsejable ademds una pronta extraccién de las balsas jaula, de peces
moribundos y muertos. Esto es importante, ya que se ha demostrado el hecho de
gue peces moribundos eliminan una gran cantidad de la bacteria a través de orina,
heces y bilis (Salinas et al., 1997), sumado a la posibilidad de la entrada del
agente infeccioso via branquias y/o piel intacta (Smith et al., 1998), hace que este

simple manejo disminuya la posibilidad de transmision horizontal.

De acuerdo a los resultados obtenidos por Larenas et al. (1996b), se
comprueba que reproductores infectados con P. salmonis, tanto machos como
hembras, pueden transmitir este agente a su progenie. Esto ultimo indica la

importancia de muestrear tanto machos como hembras durante los procedimientos
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de control de la piscirickettsiosis. Observando ovas infectadas mediante
transmision vertical con P. salmonis, se observa este microorganismo dentro el
vitelo de la ova. Dado esto ultimo, las medidas de desinfeccion de ovas serian

ineficaces para la eliminacion del patdgeno (Larenas et al., 1996b).

A principios de los afios 90, los conocimientos sobre la respuesta inmune
de los peces frente P. salmonis eran limitados. Para estandarizar los métodos de
desafio, probando la eficacia de los métodos de vacunacién, Smith et al. (1997)
determinaron la dosis letal 50 y la dosis infectiva 50 en salmén coho y en trucha
arco iris usando inyecciones IP de P. salmonis. En una prueba de campo, usando
bacterinas de P. salmonis inyectadas intraperitonealmente en salmén coho pre-
smolt, los peces fueron desafiados naturalmente ubicandolos en una zona
endémica con piscirickettsiosis. Los resultados mostraron que algunos grupos de
peces vacunados experimentaron menores mortalidades acumulativas que
grupos de peces no vacunados sugiriendo una respuesta inmunoprotectiva en

estos animales (Smith et al., 1997).

La posibilidad de elaborar vacunas debiera ser una posible estrategia para
controlar la piscirickettsiosis (Smith et al., 1995), sin embargo, faltan mayores
investigaciones en relacién a la respuesta inmunoprotectiva que ellas pueden
generar (Smith et al., 1997).

Es importante tener en cuenta que las intensas lesiones necroticas de bazo
y rifion, particularmente del tejido inmunopoyético renal, que se presentan en
peces infectados con P. salmonis, sugieren que el sistema inmune estaria
severamente afectado. Por esto, la enfermedad predispondria a la accion de otros
agentes patdgenos u oportunistas que podrian desencadenar cuadros de
mortalidad multicausales. Ademas, el dafio ocasionado a las células
inmunocompetentes podria disminuir la eficacia de programas de inmumoprofilaxis

contra ésta u otras enfermedades en peces de cultivo (Larenas et al., 1995).
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Las efectividades de terapias antibioticas orales o inyectables no han
estado dentro de lo esperado. Se cree que esto se debe al posible hecho de la
aparicion de resistencia en algunas cepas (Smith et al., 1996b), y variabilidad en
los tiempos y dosis de aplicacion de las drogas. Se he determinado, mediante la
determinacion de concentracion minima inhibitoria (CMI) de distintos
antimicrobianos, que las cepas aisladas a mediados de los afios noventa (SLGO-
94 y SLGO-95) han mostrado una mayor resistencia a distintos antibioticos que las

primeras cepas aisladas (LF-89 y EM-90).

La oxitetraciclina, el &acido oxolinico y la flumequina fueron usadas
extensivamente por varios afios en Chile para el tratamiento de piscirickettsiosis y
por lo tanto una seleccion genética por parte de cepas resistentes pudo ser la
razon de la pérdida de susceptibilidad a estos antibioticos por parte de P. salmonis
(Smith et al., 1996b). La determinacién de CMI de antibiéticos con posible uso
terapéutico in vitro, es una primera aproximacion para seleccionar drogas que
actlen sobre el patdgeno. Arriagada et al. (1996) aplico la citometria de flujo en el
estudio de la sensibilidad a antibioticos in vitro de P. salmonis. Este método es una

alternativa mas rapida, precisay sensible para la determinacién de CMI.

F.-Estructuray composicién del corion en peces

En salmonidos, las primeras investigaciones con que se cuenta respecto a
ovas de trucha arco iris, otorgan una primera aproximaciéon de la posible

composicion proteica de éste.

Respecto a la biosintesis, secrecién y ensamblaje de materiales coriénicos;
éste proceso es realizado por el ovocito durante su desarrollo; ademas éste
participa en el proceso de fertilizacién, desde permitir el reconocimiento especifico
hasta prevenir la poliespermia. En relacion a la estructura externa del corion o
envoltura vitelina, Cotelli et al. (1988) reportaron que estaba formado
principalmente por proteinas y glicoproteinas. En este trabajo, se purificé el corion

maduro de Carassius auratus, determinandose que la ova esta rodeado por un
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recubrimiento acelular llamado corion y que este contendria aproximadamente
13,5 pg de proteina total; ademas de una variedad de al menos 20 polipéptidos de
bajo y alto peso molecular (30 a 250 kDa), las que fueron clasificados en cinco
clases, segun su tamafio en el cudl las proteinas de 40 hasta 60 kDa representan
la clase predominante, representando alrededor del 70% del total de proteinas del
corion. En relacion a la presencia de glicoproteinas como componentes del corion
se encontraron cuatro bandas (46, 60, 84, 110 kDa). De acuerdo a Cotelli et al.
(1988) se realizdé una solubilizacion del corion y se determind que éstos pueden
ser parcial o totalmente disueltos por enzimas, ademéas de agentes denaturantes.
En algunos casos, la accion combinada de algunos de estos agentes solubilizan
completamente las estructuras del corion en un corto tiempo de incubacién a
100 °C. Ademas en ensayos con colagenasas se encontré6 que esta enzima

digiere parcialmente preparaciones de corion frescos.

Brivrio et al. (1991) analizaron la composicion macromolecular de distintos
corion de trucha arco iris. El andlisis de la purificacion de estos mostré un patrén
reproducible de cuatro componentes mayores de 129, 62, 54 y 47 kDa,
representando aproximadamente el 80% del total de proteinas del corion.
Posteriormente estas fracciones fueron sometidas a tratamientos de
deglicosilacion enzimatica y s6lo se observé que las fracciones de 129 y 47 kDa
fueron glicosidados y se estableci6 que pertenecian a la familia de las
glicoproteinas “asparagine-linked”. Ademas el mapeo peptidico realizado en
aislados de polipéptidos muestra co-migraciéon de fragmentos en SDS-PAGE.
Estos resultados sugeririan que los cuatros principales polipéptidos del corion

pueden ser parte de una caracteristica estructural comun del corion.

En otro estudio, realizado por Ha y luchi (1997) en el que se extrajo y
caracterizo la envoltura de ovas de trucha arco iris (O. mykiss), para observar el
proceso de endurecimiento de estos huevos se establecio que las subunidades
proteicas de huevos no fertilizados de trucha arco iris, consisten principalmente de

49, 56 y 65 kDa, y que al iniciarse el proceso de endurecimiento del corion, estas
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subunidades disminuian gradualmente en cantidad y aparecian nuevas bandas de

mayor peso molecular (123, 160 kDa y mayores a 250 kDa)

Estudios de Laser-Raman sobre la estructura del corion revelan la
abundante conformacion antiparalela de B-hoja plegada de las proteinas de
huevos de trucha arcoiris (O. mykiss). Mediante técnicas de congelacion y fractura
permitieron la visualizacion directa de la arquitectura helicoidal del corion.
Tirosinas (Thy) parecen actuar como aceptantes de hidrégeno, mientras que los
residuos aromaticos fenilalanina (Phe) y el triptofano (Trp) son también
constituyentes del corion (Hamodrakas et al., 1987). Uniones disulfuro, junto con
uniones isopeptidicas; son eslabones de las proteinas del corion de trucha arco
iris que pueden encontrarse en todas las etapas de desarrollo del huevo. Ademas
en este estudio se entrega informacién sobre los residuos de aminoacidos Cys,
Tyr, Phe y Trp, formando parte de los aminoacidos del corion (Papadopoulou et
al., 1996).

En la presente memoria de titulo, se pretende obtener informacién del
comportamiento de P. salmonis frente a cambios realizados en la estructura
externa de la ova, que podrian alterar la adhesion y/o penetracion de la bacteria a
su superficie de la ova. Para ello se realizaron tratamientos sobre la superficie del
corion de ovas de trucha arco iris, con dos enzimas proteoliticas con el fin de
establecer si ello afectaba el proceso de adhesiéon de P. salmonis. Las enzimas
gue se eligieron en esta oportunidad fueron dos proteasas que actlan a distintos

niveles de degradacion proteica (proteinasa K y tripsina).

G.- Enzimas
Tripsina

La tripsina es una enzima que rompe los enlaces de las proteinas mediante
hidrolisis para formar péptidos o aminoacidos de menor tamafio. El pH 6ptimo es 8

(rango de 7 a 9) y la temperatura 6ptima es 37 °C. Es una enzima especifica ya
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gue hidrolisa al péptido en las posiciones del carboxilo terminal donde hay
Arginina (Arg) o Lisina (Lys), ambos aminoacidos con grupos R cargados

positivamente, fragmentando al péptido inicial (Sigma-Aldrich, 2008).

Proteinasa K

Proteinasa K presenta una amplia especificidad de sustrato. Degrada
muchas proteinas nativas a peptidos, incluso en presencia de detergentes. Esta
aislada del hongo Engyodontium album, que es capaz de crecer sobre la
queratina. El principal sitio de escision es el péptido adyacente a alfa amino acidos
de grupos carboxilos alifaticos y aromaticos. Es comunmente utilizada por su
amplia especificidad. Su pH O6ptimo va desde 7.5-9.0 (rango de 7.5 a 12). La
temperatura a la cual presenta mayor actividad es de 37 °C, pero es estable en

una amplia gama de temperaturas (25 a 65 °C) (Sigma-Aldrich, 2008).
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OBJETIVOS

Objetivo General

e Contribuir al conocimiento de la transmision vertical de P. salmonis y los
factores que afectan la cinética de penetracibn a la ova en peces

salmonideos.

Objetivos Especificos

e Determinar la capacidad de infeccion de P. salmonis, posterior a la
degradacion parcial de la superficie de ovas de trucha arco iris, al ser

tratadas con enzimas proteoliticas.
e Comparar diferencias en la capacidad de infeccion de P. salmonis, posterior

a tratamientos sobre superficie de ovas de trucha arco iris, entre tripsina y

proteinasa K.
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MATERIALES Y METODOS

El desarrollo de esta memoria, se realizé en las unidades de Patologia de
Organismos Acuaticos y Anatomia Patoldgica del Departamento de Patologia
Animal y, en el Laboratorio de Bioquimica y Quimica del Departamento de
Ciencias Biologicas Animales, pertenecientes a la Facultad de Ciencias

Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile.

A.-CINETICA DE INFECCION DE OVAS DE TRUCHA ARCO IRIS (O. mykiss)
SOMETIDA A TRATAMIENTO CON PROTEASAS Y POSTERIORMENTE
DESAFIADAS CON P. salmonis.

Se establecié un esquema de desafio en el cual se usé un total de 16 ovas,
subdivididas en distintos grupos. El volumen empleado de las distintas soluciones
usadas para cada ova se establecié en 400 pL; cantidad suficiente que lograba
cubrir totalmente cada ova, éstas fueron colocadas en un tubo eppendorf con
capacidad de 1 mL. La preincubacion con las enzimas y los desafios bacterianos
se realizaron a una temperatura de 14 °C, la cual se mantuvo mediante una estufa
refrigerada (Edilab, Santiago, Chile). El esquema de desafio completo se muestra

en la tabla 1.

A.1. Bacteria: Piscirickettsia salmonis

Se utilizé la cepa SLGO-95 (Pasaje 10) (Smith et al., 1996) de P. salmonis,
aislada de salmon coho, la cual fue mantenida en nitrégeno liquido a —196°C. Para
la multiplicacién de la bacteria se uso la linea celular CHSE-214, las cuales fueron
propagadas usando el medio esencial minimo (MEM), libre de antibidticos,
incubada a 17° C, segun metodologia establecida por Fryer et al. (1990).

La bacteria se utilizé una vez que se observd un efecto citopatico cercano

al 100%. El sobrenadante fue titulado mediante la dilucion punto final en placa,
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utilizando un titulo de 10°> TCIDso/mL (dosis infectante de cultivo celular). La
bacteria al ser usada en la cinética de infeccidén fue previamente filtrada a través

de un filtro Millipore® de 5 ym antes de ser utilizada en el experimento.

A.2. Ovas

Las ovas fueron obtenidas de reproductores hembras seleccionadas de
trucha arco iris donadas por la empresa Marine Harvest Chile, libres de la
infeccion por P. salmonis, Renibacterium salmoninarum y para el virus de la
necrosis pancreatica infecciosa (IPN). Las ovas se transportaron en su propio
fluido celomico dentro de una bolsa plastica, en un contenedor que las mantuvo a
una temperatura aproximada de 4°C. Las ovas utilizadas se las evalu6 mediante
inspeccion externa, presentando un color anaranjado homogéneo, sin sefiales de

sobremaduracion (Figura 1).

Figura 1. Ovas maduras obtenidas desde hembras de trucha arco iris (O. mykiss) mediante
frezado manual, las cuales presentan un tipico color anaranjado homogéneo a la inspeccién
externa.
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A.3.Control negativo

Como control negativo se dispusieron 2 ovas sin infectar; las cuales fueron
procesadas con el resto de las muestras para “dot blot”. Otro control que se cargd
al “dot blot”, correspondié al MEM y a células del cultivo celular CHSE-214 sin

infectar.

A.4. Cinética de infeccion de las ovas de trucha arco iris (O. mykiss)

desafiadas con P. salmonis.

El estudio de la cinética de infeccidn se subdividié en dos grupos:

A.4.1. Control de infeccidon P. salmonis

Como control de infeccion de las ovas, un grupo de cuatro ovas fueron desafiadas
con la suspension bacteriana SLGO-95 de P. salmonis (A.1 de Materiales y
Métodos). De éstas, dos ovas estuvieron en contacto con la bacteria por 5 min y
las otras dos ovas por un tiempo de 10 min. Luego se elimind la suspension
bacteriana y se realizaron dos lavados con 1 mL de solucién “buffer” fosfato
salino (PBS) (NaCl: 8,75 g/L; Na;HPO,. 2 H,0: 1,48 g/L; KH,PO4: 0,48 g/L; pH =
7,2). Finalmente, las muestras fueron congeladas a -14°C para posteriormente ser

procesadas para la técnica “dot blot”.

A.4.2. Infeccidn de ovas con P. salmonis previa exposicién a PBS

Este segundo grupo correspondié a cuatro ovas, las cuales fueron sumergidas en
una solucion de PBS, por un tiempo de 5 min (como forma de pre tratamiento, al
igual que lo establecido para las enzimas como se explica mas adelante).
Posterior a ello se realizaron dos lavados con 1 mL de PBS; para luego ser
desafiadas con P. salmonis (10° TCDIs¢/mL), dos de ellas por 5 min y las otras dos
por un tiempo de 10 min. Posteriormente las muestras fueron congeladas y

posteriormente procesadas para “dot blot”.
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A.5. Cinética de infecciobn de las ovas de trucha arco iris (O. mykiss)

sometida a tratamiento con proteasas y posteriormente desafiadas con P.

salmonis.

A.5.1 Efecto de tripsina sobre la superficie de las ovas y posterior desafio

con P. salmonis

De una concentracion final de tripsina de 2 pg/pL (preparada en PBS pH
7,2), un grupo de cuatro ovas fueron tratadas con 16 pL diluida en 400 uL de PBS,
por un tiempo de 5 min. Luego del tiempo de tratamiento de las ovas, se realizaron
2 lavados con PBS para eliminar la solucién enzimatica; posterior a ello, las ovas
fueron desafiadas con una suspensién de P. salmonis (10> TCIDso/mL), dos ovas
por 5 min y las otras dos ovas por un tiempo de 10 min (tablal). Luego fueron
lavadas dos veces con 1 mL de PBS. Posterior a esto las ovas fueron congeladas

y luego procesadas para “dot blot”.

A.5.2 Efecto de proteinasa K sobre la superficie de las ovas y posterior

desafio con P. salmonis.

Para este caso se utilizaron 20 pL de proteinasa K diluida en 400 pL de

PBS. El procedimiento fue igual a lo descrito para tripsina (tabla 1).

Para interrumpir todos lo desafios y como se describié anteriormente, se
elimind la suspension bacteriana y se efectuaron los lavados en dos ocasiones
con 1 mL de PBS. Luego las muestras fueron congeladas a -14 °C, para su
posterior procesamiento. Como control de viabilidad de las cepas bacterianas, se
inoculod una parte del sobrenadante bacteriano utilizado en esta experiencia, en la
linea celular CHSE-214 para demostrar su posterior multiplicacion a través de la
formacion de efecto citopéatico. También se realizaron tinciones de Giemsa e IFAT

de la suspension de desafio.
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Tabla 1. Disefio experimental. Ovas pretratadas con tripsina o proteinasa K y posteriormente
desafiadas con Piscirickettsia salmonis durante cinco y diez minutos.

Lavado CinéticatPS Detencion
Sielnelleaeicn PBS (pH7.2) (400 uL) (lavado PBS) | pot Blot
MUESTRA 5 min (X2) 5 min 10 min (X2)

1 |Ova(0) ) ) @) @)
O ©) ©) ©)

2 | Ova+ Tripsina (@) (@) O O ] o) o) o)
(0+T) 0 0 0 0 0 0 0 0

3 Ova + Prot K @) @) O O O @] O O
(0+K) 0 0 0 0 0 o) o) 0

4 Ova + PBS O O O O O O O O
(O+PBS) ®) ®) ©) ©) O ©) ©) ©)

Ps: P. salmonis.
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B.-Efecto de tratamientos enziméaticos sobre la superficie de ovas de trucha

arco iris (0. mykiss)

B.1. Control del efecto enzimatico sobre las ovas.

Es importante mencionar que el tiempo transcurrido desde que las ovas
fueron extraidas de los reproductores y usadas en los experimentos, no fue mayor

a 24 horas.

A un grupo de cinco ovas, se las tratd con la misma concentracion
enzimatica que se usoO en el disefio experimental, con el fin de evaluar visual y
externamente la existencia de cambios en la integridad, estructura, forma, color y
tamarno de las ovas. Se utilizé un volumen de 400 uL/ova, los tiempos empleados

se establecieron en 5y 10 minutos.

C.-Control de las enzimas utilizadas

Para constatar la efectividad de la accion enzimatica en las condiciones en
gue se mantuvieron las ovas, temperatura de incubacién de la bacteria y la
temperatura en la cudl se realizo la cinética de infeccion, se evalu6 empiricamente
la actividad proteolitica de tripsina y proteinasa K. Para ello, se utiliz6 como
sustrato albumina sérica bovina (BSA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), que
posteriormente se evalud a través de electroforesis en condiciones denaturantes
SDS PAGE (Laemmli, 1970)

C.1.Tripsina

El trabajo se inicié con la enzima tripsina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA); con la cual se realizé una cinética de degradacion utilizando como sustrato
BSA, el cual se evalud posteriormente mediante electroforesis. El BSA fue usado
a una concentracion de 1 pg/uL, y la tripsina a una concentracion de 2 pg/pL

(preparada en PBS pH 7,2). Se evaludé su actividad proteolitica en distintos
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tiempos y a distintas temperaturas. Las temperaturas evaluadas fueron de 4°C,
21°C (temperatura ambiente). Para ello, se realizé una incubacion en tubos
eppendorf con BSA vy tripsina, la degradacién se evalué a distintos tiempos, los
cuales fueron: 5, 15, 30, 45, 60 min (excepto para la temperatura de 4°C, en el
cual solo se tomaron dos tiempos de 5y 15 min). Se utiliz6 100 yL de BSAy 4 pyL
de tripsina en cada cinética. Una vez transcurrido el tiempo previsto para cada
muestra, se detuvo la reaccion con buffer de muestra 4x (ver anexo 2) para luego,
realizar la electroforesis. De cada muestra se cargaron 10 yL en cada pocillo del

gel en la electroforesis.

Ademas, como control de la degradacion, la enzima sola y BSA solo se
cargaron 10 pL en los pocillos del gel de electroforesis. El esquema de trabajo se

muestra en las tabla 2.

Tabla 2. Esquema en que se muestra la cinética de degradacion de BSA con tripsina a
distintos tiempos utilizando tres temperaturas.

Temperatura Incubacién BSA+ Tripsina (min)
°C 5 15 30 45 60
4°C X X

21°C X X X X X

C.2.- Proteinasa K

En base al trabajo realizado con tripsina; se realizdé el mismo experimento
con proteinasa K (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). En este caso so6lo se
tomaron los tiempos de 5, 10 y 20 min. En tubos eppendorf se realizé una
incubacion con BSA al cual se le agreg6 la enzima por los tiempos ya descritos;
estos mismos grupos fueron tratados a dos temperaturas de 8°C y 21°C
(temperatura ambiente). Se utiliz6 100 yL de BSA y 5 yL de proteinasa K. Se
cargaron ademas la enzima sola y BSA solo como control de la degradacion. Una

vez transcurrido el tiempo previsto para cada muestra, la reaccién se detuvo con
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buffer de muestra para luego realizar la electroforesis, tomando de cada muestra

10 pL que fueron cargadas en la electroforesis.

La enzima sola y BSA solo siguieron los mismos procedimientos que el
resto de las muestras, como control de la degradacion. En cada pocillo de

electroforesis se cargd 10 yL. El esquema de trabajo se muestra en las tabla 3.

Tabla 3. Esquema en que se muestra la cinética de degradacion de BSA con proteinasa K
a distintos tiempos y dos temperaturas.

Temperatura Incubacion BSA+ proteinas K (min)
°C 5 10 20

8 °C X X

21°C X X X

D.-Preparacion muestras dot-blot

Luego de descongelar las ovas del disefio experimental a temperatura
ambiente, éstas fueron procesadas mediante un método previamente
estandarizado (Gatica, 2007), para posteriormente ser utilizadas en el “dot-blot”. El
método constd basicamente en la homogeneizacion, centrifugacion y
resuspensién de la ova, como se muestra a continuacion en el punto A.4 de

Materiales y Métodos y se detalla en el anexo 1.

A las ovas desafiadas con distintas suspensiones se las sometio
previamente a un procedimiento de homogeneizado, para que pudieran ser
cargadas en el Biodot®. Cada ova se colocé en un tubo con una solucién de
homogeneizado en presencia de inhibidores de proteasas, para luego ser triturada
y homogeinizada, dejandola asi en condiciones de pasar al proceso de
centrifugado. El procedimiento de homogenizado se esquematiza en la figura 1 y

se detalla en el anexo 1.

Luego los homogeneizados fueron centrifugados a 1.208 x g durante 20
min, a partir del cual se obtuvo una fraccidon sobrenadante (S1) y un precipitado
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(P1). La fraccion S1 se centrifugé a 11.427 x g por 60 min, resultando de este
proceso un precipitado denominado P2 y un sobrenadante (S2). El sobrenadante
S2 se utiliz6 como muestra para ser analizado mediante la metodologia dot-blot.

Este procedimiento detalla y esquematiza en el anexo 1.

E.-Metodologia “dot blot”

Para realizar esta técnica se utilizo el BioDot (BioDot® Apparatus, BioRad)
y una membrana de polivinildifluoruro (PVDF) (Inmun-Blot® PVDF Membrane for
Protein Blotting 0,2 pm, BioRad). Las muestras a utilizar se colocaron en las
celdas del BioDot, las cuales mediante el uso de vacio a través del aparato
atravesaron la membrana PVDF. Posterior a esto, la membrana se bloqueé hasta
el siguiente dia a 4 °C, en una solucion de TBS-leche-Tween 20 (Tris-HCI 20nM
pH 7,6, NaCl 137nM, leche descremada 6% y Tween 20® 0,005%), con el fin de
evitar una interaccion inespecifica de anticuerpos con proteinas contaminantes. A
continuacion las membranas fueron sometidas a 3 lavados con agitacion, en una
solucion de TBS-tween 20 durante 10 min cada uno. Luego se incubo por 2 h con
un primer anticuerpo (IgG de raton) anti-P. salmonis (“Kit” SRS Fluorotest
Indirecto®, BiosChile®) en una solucion TBS-leche-Tween 20; en una dilucion de
1:5.000. Posteriormente se realiz6 una segunda etapa de lavado con agitacion
como ya se ha descrito anteriormente. Luego durante 1 h con un segundo
anticuerpo anti-lgG de ratdn (Anticuerpo InmunoPure®, Pierce®) conjugado a
peroxidasa HRP (Peroxidasa de Rabanito), en soluciéon de TBS-leche-Tween 20,
cuya dilucion fue de 1:10.000. Finalmente se realizé una ultima etapa de lavado,
para luego revelar con un sustrato quimioluminiscente (SuperSignal® West Dura
Extended Duration Substrate, Pierce®). La reaccién positiva se evidencio
indirectamente por la presencia de puntos luminosos, cuya intensidad de luz
estuvo en directa relacion con la cantidad de antigenos bacterianos presentes en
la muestra. Luego, la membrana fue expuesta durante 35 min a peliculas
fotosensibles (CL-X Posure®, Pierce®), con el fin de registrar las diferencias de

intensidad de luz de cada muestra. Posteriormente se realizd la determinacion
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cuantitativa de la intensidad de los puntos, mediante un analisis densitométrico. La
metodologia “dot blot” se basé en el protocolo que se detalla en el anexo 1.

F.-Determinacion mediante la metodologia “dot blot” de la cinética de

infeccidn de P. salmonis con ovas de trucha arco iris (O. mykiss)

Esto se realiz6 mediante la estandarizacion de la metodologia “dot blot
“(Gatica, 2007), para la deteccion de P. salmonis. La muestra a cargar

correspondio al sobrenadante 2 (S2) de la metodologia “dot blot”.

G.-Analisis de resultados

Respecto al andlisis de resultados del “dot blot”, la reaccion
quimioluminiscente entre la peroxidasa del segundo anticuerpo y el sustrato quedo6
registrada en la pelicula radiografica, indicando la presencia de P. salmonis en la
muestra. Para analizar los resultados se carga en el BioDot una muestra de
sobrenadante de cultivo celular de P. salmonis, cuyos pixeles totales, medidos por
densitometria, correspondieron como referencia al 100% de carga bacteriana
inicial. El pixelaje del resto de las muestras se expres6é como porcentaje de
adhesion e ingreso a la ova con respecto a la carga bacteriana inicial. Se realiz6
un andlisis descriptivo con relacion al tiempo y el porcentaje de adhesién e ingreso
a las ovas. Los controles negativos también fueron evaluados como ovas

completas.
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RESULTADOS

A.-Control de las enzimas utilizadas

Cabe recordar como se indicé en el punto B de materiales y métodos, al no
contar con informacién respecto a experimentos similares con ovas de trucha arco
iris, bacterias y las enzimas usadas, se realiz6 un perfil de electroforesis para
evaluar la degradacién de las distintas enzimas (E) y obtener un patron adecuado a
utilizar. Es asi como se procedioé a degradar el BSA con las 2 enzimas (tripsina y
proteinasa K a distintos tiempos y a distintas temperaturas. Esta degradacion se
muestra mas adelante; en la cual se puede observar que, al primer tiempo
empleado de 5 min ocurre degradacion del BSA en las 3 temperaturas empleadas
para tripsina y proteinasa K.

A.1.Tripsina

Los resultados de la electroforesis muestran que al tiempo de 5 min existe
una degradacion completa del BSA (mismo tiempo empleado en la cinética de
degradacion, material y métodos A.3) con las 2 temperaturas utilizadas. Ademas
se pudo observar que a las distintas temperaturas y tiempos empleados, no se
observan grandes diferencias de degradacion del BSA en la electroforesis. Estos
resultados, se pueden observar en las figuras 2 y 3.
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Electroforesis Tripsina 4°C

BSA 5min 15 min E

Figura 2. SDS PAGE. Muestra de degradacion de BSA a 4 °C, mediante electroforesis, en distintos
tiempos de exposicion de degradacion de tripsina junto a BSA.

BSA: albumina sérica bovina.

E: enzima tripsina.

Electroforesis Tripsina 21°C

BSA 5 min 15min 30min 45 min 60 min E

’
[}

Beas e s B e

Figura 3. SDS PAGE. Muestra de degradacién de BSA a 21 °C, mediante electroforesis, en
distintos tiempos de exposicion de degradacion de tripsina junto a BSA.

BSA: albumina sérica bovina.

E: enzima tripsina.
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A.2. Proteinasa K

En las siguientes figuras (4 y 5) se puede observar que al tiempo de 5 min,
ocurre una degradacion completa del BSA, al igual que en los tiempos de 10 min y
20 min; en los cuales no se observa ninguna banda. Esto ocurre en igual forma

para las dos temperaturas empleadas.

Electroforesis Proteinasa K 8°C

BSA 5 min 10 min E

Figura 4. DSD PAGE. Muestra de degradacion del BSA con proteinasa K a 8 °C, mediante
electroforesis, en distintos tiempos de exposicidon de degradacién de proteinasa K junto a BSA.
BSA: albimina sérica bovina.

E: enzima proteinasa K.
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Electroforesis Proteinasa K 21°C

BSA 5min 10 min 20 min E BSA

Figura 5: SDS PAGE. Muestra de degradacion del BSA con proteinasa K a 21 °C, mediante
electroforesis, en distintos tiempos de exposicién de degradacion de proteinasa K junto a BSA.
BSA: albimina sérica bovina.

E: enzima proteinasa K.

B.- Efecto de tratamientos enzimaticos sobre la superficie de ovas de trucha

arco iris (0. mykiss)

Como se menciond anteriormente en el punto A.2 de material y métodos,
las ovas fueron obtenidas de reproductores hembras seleccionadas de trucha
arco iris (O. mykiss). Las ovas utilizadas se las evalu6 inicialmente mediante
inspeccion externa, presentando un color anaranjado homogéneo, sin sefiales de
sobremaduracion. Este grupo de ovas sometidas a accion enzimatica, al ser
evaluadas en forma visual externa, se observé que en el tiempo de 5 min la ova no
sufria un deterioro observable a simple vista con el tratamiento con tripsina y
proteinasa K. Tampoco se observé cambios macros en las ovas al tiempo de 10
min al tratar con tripsina. Sin embargo, si se observaron cambios estructurales al
tiempo de 10 min en ovas tratadas con proteinasa K, en el cual se pudo apreciar
un cambio en su coloracion, tornandose algunas mas blanquecinas y algunas de

ellas se rompieron, perdiendo su estructura tipica redondeada original.
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C.- Cinética de infeccién de ovas de trucha arco iris (O. mykiss) sometida a

tratamiento con proteasas y posteriormente desafiadas con P. salmonis

Como ya se indicé en material y métodos (punto A.2), las muestras usadas
en estas experiencias corresponden a ovas de trucha arco iris desafiadas con la
cepa SLGO-95 de P. salmonis.

C.1. Control positivo

La muestra de bacteria usada en el desafio (SLGO-95), fue cargada como
control positivo de la deteccién de P. salmonis. Esta generd positividad en la
pelicula expuesta a la membrana PVDF a los 35 min de exposicion, como se

muestra en la figura 7.

Control positivo alos 35 min de
de exposicién ala membrana PVDF

CI SLGO-95

Figura 7. “Dot blot”. Muestra de cultivo celular (CHSE-214) infectada con la cepa SLGO-95
(pasaje 10) de P. salmonis, sometida a “dot-blot”. Se observa el punto de positividad generado por
la bacteria usada como desafio de ovas de trucha arco iris. Pelicula expuesta a la membrana PVDF
durante 35 minutos.

Cl SLGO-95: suspension bacteriana filtrada de botella de cultivo celular infectado con la cepa
SLGO-95 de P. salmonis, usada durante el desafio de ovas de trucha arco iris.

Mediante el andlisis densitométrico, con el software Un-Scanlt, se demostro
gue la muestra SLGO-95 presentd una positividad expresada en pixeles de
190.840.
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C.2. Controles negativos

Los controles negativos, correspondientes a las muestras de las ovas sin
infectar, MEM y células embrionarias de cultivo celular CHSE-214, fueron negativos

a la deteccion de P. salmonis mediante la metodologia “dot blot”.

C.3. Cinética de infeccidon de las ovas de trucha arco iris con P. salmonis

Como se indico en el punto A.3, ésta se subdividié en dos grupos:

C.3.1 Control de Infeccién P. salmonis

Como se explicé en punto A.3 de materiales y métodos, se establecié un
grupo de ovas como control de infeccién, esta muestra mediante analisis
densitométrico genero positividad al tiempo de 10 minutos de desafio de la bacteria
con la ova, sin embargo al tiempo de 5 minutos no se observo positividad en la
pelicula al ser expuesta durante 35 min a la quimioluminiscencia de la membrana

PVDF (figura 8). Estos resultados se muestran en la tabla 6, grafico 1.

Control de infeccién de ovas de trucha aroc iris
desafiadas con SLGO (O s/tto)

O+ SLGO-95 5 min O+ SLGO-95 10 min
Tiempo de cinética de infeccién con SLGO

Figura 8. “Dot blot”. Cinética de infeccion de ovas desafiadas con P. salmonis. Durante 5y 10 min.
La pelicula fue expuesta por 35 min. Se observa positividad sé6lo a los 10 min.
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C.3.2 Infeccidn de ovas con P. salmonis previa exposicién a PBS

Estas muestras generaron positividad al “dot blot”, en los dos tiempos de
desafio de las ovas a la bacteria, como se observa en la figura 9. Mediante andlisis
densitométrico se observd el pixelaje generado por ambas muestras que se

pueden observar en la tabla 4, grafico 1.

Control PBS (O+ PBS) en distintos tiempos de
Exposicién de SLGO alaova

O+PBS 5 min O+ PBS 10 min
Tiempo de cinética de infecciéon con SLGO

Figura 9. “dot blot”. Cinética de infeccion de ovas de trucha arco iris con P. salmonis a dos tiempos
de exposicién. Como preincubacién se utilizé PBS por 5 min y luego las ovas fueron desafiadas
con la bacteria por tiempos de 5 y 10 min. La pelicula fue expuesta por 35 min, ambas muestras
generaron positividad.

Tabla 4. Cinética de infeccion de ovas de trucha arco iris con P. salmonis a dos tiempos
de exposicion. Las ovas fueron desafiadas con la bacteria por tiempos de 5y 10 min.
Estos grupos se subdividieron en dos grupos. El primero corresponde a ovas sin pre
tratamiento, las cuales sélo fueron desafiadas con la bacteria por los dos tiempos
descritos y el segundo grupo correspondié a un grupo de ovas las cuales fueron
pretratadas PBS por 5 min y luego las ovas fueron desafiadas con la bacteria por tiempos
de 5y 10 min. La pelicula fue expuesta por 35 min.

Cinética de infeccion de las ovas de trucha arco iris
Muestra SLGO de P. salmonis.
5 min 10 min
O (s/tto)* - 96.625
O+PBS** 236.947 129.044

*O (s/tto). Ova desafiada con cepa de P. salmonis (pasaje 10) durante 5y 10 min.
**O+ PBS. Ova desafiada con cepa de P. salmonis (pasaje 10) durante 5y 10 min, posterior a
efecto de PBS sobre su superficie durante 5 min.
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Pixeles generados al dot blot en cinética de infeccién de las
ovas de trucha arco iris con P. salmonis

pixel
250000

200000
150000
100000
50000
0

OO (s/tto)
O0O+PBS

5 min 10 min

Tiempo de desafio de ovas a P.salmonis

Grafico 1. Pixeles generados por cinética de infeccion del control de infecciéon O (s/tto) en dos
tiempos de exposicion a la bacteria, y pixeles generados por cinética de infecciébn de ovas de
trucha arco iris con P. salmonis a dos tiempos de exposiciéon en que se us6 como preincubacién
PBS por 5 min y luego las ovas fueron desafiadas con la bacteria por tiempos de 5y 10 min. Para
ambos grupos la pelicula fue expuesta por 35 min.

C.4. Efecto de tripsina en la cinética de infeccién de P. salmonis sobre ovas

de trucha arco iris.

Como se indicé en el punto A.5.1 (Materiales y Métodos) las ovas
pretratadas con tripsina por 5 min, para luego ser desafiadas con P. salmonis a
los dos tiempos estudiados, 5 y 10 minutos de desafio, mostraron positividad en
los dos tiempos de desafio (figura 10). Mediante analisis densitométrico se
observa que al tiempo de 10 min de exposicion de la ova a la bacteria el pixelaje

fue mayor. Esto se observa en la tabla 5, gréafico 2
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Pixeles generados al “dot blot” por ovas desafiadas
con SLGO posterior efecto de la tripsina
sobre la superficie de la ova

N o

O+ T 5min O+ T 10 min
Tiempo de cinética de infeccién con SLGO

Figura 10. “dot blot”. Muestras de ovas pretratadas con tripsina y posteriormente desafiadas con P.
salmonis durante 5 y 10 min. La pelicula fue expuesta por 35 min. Ambas muestras generan
positividad.

Tabla 5. Pixeles generados posterior al efecto de tripsina sobre la superficie de las ovas
y posterior desafio con P. salmonis, muerta por 35 min de exposicién de la pelicula a la
membrana PVDF.

Cinética de infeccion de las ovas de trucha arco iris con cepa
Muestra SLGO de P. salmonis
5 min 10 min
O+T 35.406 73.846

O+ T. Ova desafiada con cepa de P. salmonis (pasaje 10) durante 5y 10 min, posterior a efecto
de tripsina sobre su superficie durante 5 min

Pixeles generados al dot blot por efecto de tripsina en la
cinética de infeccién de P. salmonis sobre ovas de trucha
arco iris

pixel
75.000 +
60.000 A
45.000 /
30.000 /
15.000 4
0 .
5 min 10 min
Tiempo de desafio de ovas a P. salmonis

Grafico 2. Pixeles generados por el efecto de la tripsina sobre la superficie de la ova y posterior
desafio con P. salmonis en dos tiempos (O+T), a los 35 min de exposicién a membrana PVDF.
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C.5. Efecto de la proteinasa K sobre la superficie de las ovas vy posterior

desafio con P. salmonis.

Las muestras de ovas que se pretrataron con proteinasa K, para luego ser
desafiadas con P. salmonis, por los tiempos de 5y 10 minutos de exposicion de las
ovas a la bacteria, generaron positividad en la pelicula expuesta a la membrana
PVDF a los 35 min de exposicion, como se muestra en la figura 11. Esta vez,
mediante densitometria, se observé que al tiempo de 5 min los pixeles generados

fueron mayores que a los 10 min, como se visualiza en la tabla 6, grafico 3.

Pixeles generados al “dot blot” por ovas desafiadas
con SLGOv posterior efecto de la proteinasa K
sobre la superficie de la ova

& @

O+ K 5 min O+ K 10 min

Tiempo de cinética de infeccién con SLGO

Figura 11. “Dot blot”’. Muestras de ovas pretratadas con proteinasa K las cuales posteriormente se
desafiaron con P. salmonis durante 5 y 10 min. La pelicula fue expuesta por 35 min. Ambas
muestras generan positividad.

Tabla 6. Pixeles generados al “dot blot” posterior efecto de proteinasa K sobre la
superficie de las ovas y luego desafiadas con P. salmonis por dos tiempos, a los 35 min
de exposicion de la pelicula de ala membrana PVDF.

Cinética de infeccion de las ovas de trucha arco iris
Muestra SLGO
5 min 10 min
O+K 46.347 33.630

O+ K. Ova desafiada con cepa de P. salmonis (pasaje 10) durante 5y 10 min, posterior a efecto
de proteinasa K sobre su superficie durante 5 min.
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Pixeles generados al "dot blot" por efecto de proteinasa
K en la cinética de infeccién de P. sailmonis sobre ovas
de trucha arco iris

pixel

50.000 1

40.000 1
30.000 1

20.000 1

AN\

10.000 {

5 min 10 min

Tiempo de desafio de ovas a P. salmonis.

Grafico 3. Pixeles generados por el efecto de la proteinasa K sobre la superficie de la ova y
posterior desafio con P. salmonis en dos tiempos (O+K), a los 35 min de exposicibn a membrana
PVDF.

D.- Resumen cinética de infeccién de ovas de trucha arco iris (O. mykiss)

sometida a tratamiento con proteasas y posteriormente desafiadas con P.

salmonis.

Tabla 7. Cinética de infeccion de ovas de trucha arco iris con P. salmonis viva y muerta.
Las ovas fueron desafiadas con la bacteria por tiempos de 5y 10 min. El primer grupo
corresponde a ovas a las cuales se las desafio directamente con la suspension
bacteriana, el segundo grupo corresponde a ovas pretratadas con PBS por 5 min para
luego exponerla a la bacteria. Los grupos siguientes corresponden a las ovas pretratadas
con las proteasas por 5 min, las que posteriormente se desafiaron con la bacteria. La
pelicula autorradiografica fue expuesta por 35 min.

Pixelaje cinética de infeccion de las ovas de trucha
arco iris con P. salmonis.
Muestra
5 min 10 min
O (s/tto)* - 96.625
O+PBS** 236.947 129.044
O+T 35.406 73.846
O+K 46.347 33.630

*O (s/tto). Ova desafiada con cepa de P. salmonis (pasaje 10) durante 5y 10 min.

**O+ PBS. Ova desafiada con cepa de P. salmonis (pasaje 10) durante 5y 10 min, posterior a
efecto de PBS sobre su superficie durante 5 min.

O+ T. Ova desafiada con cepa de P. salmonis (pasaje 10) durante 5y 10 min, posterior a efecto
de tripsina sobre su superficie durante 5 min

O+ K. Ova desafiada con cepa de P. salmonis (pasaje 10) durante 5y 10 min, posterior a efecto
de proteinasa K sobre su superficie durante 5 min
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Tabla 8. Cinética de infeccion de ovas de trucha arco iris con P. salmonis expresada
como porcentaje de la carga inicial. Las ovas fueron desafiadas con la bacteria por
tiempos de 5y 10 min. EIl primer grupo corresponde a ovas a las cuales se las desafio
directamente con la suspension bacteriana, el segundo grupo corresponde a ovas
pretratadas con PBS por 5 min para luego exponerla a la bacteria. Los grupos siguientes
corresponden a las ovas pretratadas con las proteasas por 5 min, las que posteriormente
se desafiaron con la bacteria. La pelicula fue expuesta por 35 min.

Muestra % %

5 min 10 min
Cl SLGO-95 100 100
O (s/tto)* - 50,63
O+PBS** 124,16 67,61
O+T 18,55 38,69
O+K 24,28 17,62

*O (s/tto). Ova desafiada con cepa de P. salmonis (pasaje 10) durante 5y 10 min.

*0O+ PBS. Ova desafiada con cepa de P. salmonis (pasaje 10) durante 5y 10 min, posterior a
efecto de PBS sobre su superficie durante 5 min.

O+ T. Ova desafiada con cepa de P. salmonis (pasaje 10) durante 5y 10 min, posterior a efecto
de tripsina sobre su superficie durante 5 min

O+ K. Ova desafiada con cepa de P. salmonis (pasaje 10) durante 5y 10 min, posterior a efecto
de proteinasa K sobre su superficie durante 5 min

Pixeles generados a la técnica de dot blot de muestras de ovas
trucha arco iris (0. mykiss) desafiadas con P. salmonis por 5 min
expresada como porcentaje de unién.
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Gréafico 3. Porcentaje de pixeles generados por cinética de infeccion de ovas de trucha arco iris
con P. salmonis, a los 5 min de desafio, respecto a la carga inicial. La pelicula fue expuesta por 35
min.
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Pixeles generados a la técnica de dot blot de muestras de ovas
trucha arco iris (O. mykiss) desafiadas con P. salmonis por 10 min
expresada como porcentaje de unién.
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Grafico 4. Porcentaje de pixeles generados por cinética de infeccién de ovas de trucha arco iris
con P. salmonis, a los 10 min de desafio, respecto a la carga inicial. La pelicula fue expuesta por
35 min.
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DISCUSION

Las ovas de trucha arco iris usadas en ésta memoria de titulo fueron
aportadas por Marine Harvest Chile S.A. y enviadas desde un centro de cultivo de
la Décima Region, el tiempo transcurrido desde que fueron frezadas hasta su
utilizacion en los experimentos no supero las 24 h. Las ovas fueron empacadas
con el fluido celdémico de las propias hembras frezadas, para preservar su estado y
colocadas dentro de una bolsa plastica que fue sellada posterior a la introduccién
de oxigeno en su interior para permitir oxigenacion de las ovas. Las bolsas fueron
transportadas a una temperatura aproximada de 4° C durante todo el trayecto.
Este método de transporte y de mantencion de las ovas permite obtener buenos
resultados en la fertilizacion in vitro inclusive hasta las 48 h post-desove (Blanco,
1995). El criterio de seleccion de ovas a partir del “pool”’, se bas6é en la
observacion de ciertas caracteristicas como: color anaranjado intenso Yy
homogéneo, translicido y sin presencia sefiales de precipitacion. Estas
caracteristicas indicarian la buena calidad de las ovas del punto de vista
macroscopico de acuerdo a lo descrito previamente por Blanco (1995), lo cual es

importante para obtener resultados experimentales reproducibles.

Puesto que, no existen muchos estudios sobre la deteccién de P. salmonis
mediante la metodologia “dot blot”, el presente trabajo es la continuacién de una
serie de experimentos y parte de un proyecto relacionado con la estandarizacion
del método, realizado previamente (Gatica, 2007) que fue la primera experiencia
de esta técnica para la deteccion de esta bacteria. Mediante esta metodologia y
esta memoria de titulo se buscé caracterizar la interaccion de P. salmonis con
ovas de trucha arco iris, posterior al tratamiento de estas ovas con enzimas

proteoliticas.
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A.- Control de las enzimas utilizadas y efecto de tratamientos enzimaticos

sobre la superficie de ovas de trucha arco iris (O. mykiss)

Con el fin de establecer la actividad enzimatica y la cantidad més apropiada
a utilizar con las ovas de trucha arco iris, se realizaron una serie de experimentos
preliminares. De esta manera, se evaluo la efectividad de las enzimas a distintas
temperaturas, y ademas se observo la cantidad y tiempo adecuado en el cual se
sumergiria la ova como pre-tratamiento. Fue asi que, en un primer paso utilizando
como sustrato BSA, se realizaron cinéticas de degradacion del mismo expuesto a
tripsina y proteinasa K, a diferentes tiempos y temperaturas. De los resultados
obtenidos, se observé que las enzimas tenian un buen comportamiento en cuanto

a degradacion del BSA en las distintas temperaturas empleadas (fig 3, 4, 5,6y 7).

Las ovas tratadas con enzimas, con tiempos mayores a 5 min sufrian
cambios observables a simple vista en cuanto a color y estructura, observados
principalmente con la enzima proteinasa K. Por lo tanto, segun los resultados el

tiempo establecido para el tratamiento de éstas no fue mayor a 5 min.

De acuerdo a lo anterior, lIwamatsu et al. (1995) observaron los cambios de
las proteinas del corion de huevos no fertilizados de Oryzyas latipes por digestion
enzimatica. Para ello, sumergieron los corion de ovas no fertilizadas en distintos
tipos de enzimas entre ellas tripsina y quimiotripsina al 0,25% por 30 min a 23 °C,

esto mostrd por SDS-PAGE que las capas internas del corion fueron digeridas.
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B.- Cinética de infeccion de ovas de trucha arco iris (O. mykiss) sometida a

tratamiento con proteasas y posteriormente desafiadas con P. salmonis.

B.1. Controles.

Con los resultados obtenidos en los dot-blot realizados en la presente
memoria de titulo, se comprob6 que las ovas desafiadas fueron susceptibles a la
infeccion con la cepa SLGO-95 de P. salmonis. Durante todos los experimentos
realizados, se comprobd que la técnica dot-blot es capaz de detectar la presencia
de P. salmonis, y que los controles negativos generaron los resultados esperados,
(ova no desafiada, MEM vy el cultivo celular CHSE-214).

Para el caso del control con PBS utilizado para observar y comprobar que el
medio en el cual se encontraban las enzimas no afectaria la infeccion. Los
resultados obtenidos fueron dispares y no esperados. Puesto que en experiencias
anteriores realizadas en la estandarizacion del método, el PBS fue cargado como

control en el “dot blot” y no genero positividad en ningun caso.

El pixelaje que generé la muestra control positivo de infeccion con P.
salmonis denominada “Cl SLGO-95", fue menor a lo esperado respecto a lo
observado hasta la fecha en suspensiones bacterianas filtradas desde botella, en
comparacién con lo generado en experimentos realizados previamente como parte
de la estandarizacion del método (Gatica, 2007). Este resultado se puede explicar
debido a una baja concentracion de la bacteria de cada suspension de P. salmonis
y que el método de centrifugacién no es capaz de concentrar la totalidad de las
bacterias, al menos para la cepa SLGO-95 y no a un comportamiento distinto de la
cepa a los anticuerpos monoclonales del “kit” comercial. De acuerdo a lo anterior
Silva (2007) establecid en ovas de salmén del Atlantico y de trucha arco iris
susceptibles a la infeccion con dos cepas de P. salmonis (LF-89 y SLGO-95), que

durante el proceso de centrifugacién para la obtencion de “muestra final”’, se

! CI SLGO-95; suspension bacteriana filtrada de botella de cultivo celular infectado con la cepa
SLGO-95 de P. salmonis, usada durante el desafio de ovas de trucha arco iris.
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pierden antigenos o estructuras bacterianas en fracciones de la primera (P1) y
segunda centrifugacion (S2) (Silva, 2007).

B.2. Cinética de infeccién de las ovas de trucha arco iris con P. salmonis

Los resultados obtenidos en la cinética de infeccion de las ovas de trucha
arco iris (resultados C.3), demuestra que éstas son susceptibles a la infeccion de
la cepa SLGO-95 de P. salmonis. La ausencia de positividad en la muestra de ova
sin pre-tratamiento y solo desafiada con P. salmonis por 5 min, podria obedecer a
la ausencia o baja cantidad de bacterias o estructuras bacterianas presentes en
ella, ya sea por una menor concentracion de la alicuota de la suspension de
desafio, lo que llevé a que la ova no pudo ser infectada o tal vez a la pérdida de
antigenos o estructuras bacterianas en la obtencién de la muestra final. Puesto
que, en trabajos en paralelo mediante microscopia electronica de barrido (MEB) se
observo la infeccion de una ova de trucha arco iris desafiada con P. salmonis
durante 5 min (cepa SLGO-95). Los resultados de esta observacion con aumento
10.000x muestra bacterias adheridas en la superficie de la ova mediante sus

prolongaciones llamadas CAP (Silva, 2007)

C.- Efecto de los tratamientos enziméaticos en la cinética de infeccién de P.

salmonis sobre ovas de trucha arco iris (O. mykiss)

El presente trabajo corresponde al primer estudio de tratamiento de ovas de
trucha arco iris con enzimas y la posterior infeccion con agentes patdégenos sobre
ella. Uno de los primeros antecedentes sobre solubilizacién de aislados de corion,
corresponden a los otorgados por Cotelli et al. (1988), el cudl trabajo con corion de
Carassius auratus, en el cual determinaron que éstos pueden ser parcial o
totalmente disueltos por enzimas, agentes denaturantes, reductores y no
reductores. Ademas en ensayos con colagenasas se encontré que esta enzima

digiere parcialmente preparaciones de corion frescos.
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De acuerdo a investigaciones, la insolubilidad del corion de ovas de O.
mykiss se logra después de la fecundacion o de la activacion de agua debido a la
formacion de isopeptidos de los residuos de sus cadenas proteicas de Gin
(glutamina) y Lys (lisina) o Arg (arginina) (Papadopoulou et al., 1996). Esta
informacion apoyaria el uso de tripsina como pre-tratamiento con el fin de evaluar
si se afectaria de algin modo la unién de la bacteria a la ova, considerando
ademas la especificidad de esta enzima que actia solo en el lado carboxilico
terminal de los residuos de lisina y arginina. Ademas su funcion permanece

estable a distintas temperatura y un amplio rango de pH

Por otro lado, resultados obtenidos por lwamatsu et al. (1995) en que
observaron los cambios de aislados de corion de ovas no fertilizadas de Orizyas
latipes, concuerdan con lo propuesto en esta memoria ya que la digestion
proteolitica se logré usando distintas proteasas entre ellas tripsina. La digestion de
los componentes proteicos mayores de peso molecular entre 77-73 KDa y de 49
Kda, y una proteina menor de 150 Kda (propia del corion no fertilizado) fueron
digeridos usando tripsina, quimiotripsina, proteasas, termolisinas y pepsina. La
digestion de las proteinas de 77-73 KDa logradas con tripsina, quimiotripsina y
termolisina, produjeron proteinas de peso molecular intermedios que se
encuentran en el proceso de endurecimiento del huevo, en el proceso de

fertilizacion.

De los resultados obtenidos en la presente memoria, se observa que existe
capacidad de infeccion de P. salmonis, posterior a la degradacion parcial de la
superficie de ovas de trucha arco iris con enzimas proteoliticas; y que ésta
adhesion se ve afectada por el uso de enzimas, ya sea tripsina o proteinasa K. La
disminucion en la adhesion de la bacteria a la ova expresada como pixeles, nos
demuestra que, efectivamente la union de P. salmonis a ovas de trucha arco iris
es mediada, al menos en parte por estructuras proteicas. Estos resultados nos

indican que el cambio estructural del corion producido por las enzimas
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proteoliticas, probablemente afectaria la union de la bacteria a la ova y con ello su
infeccion y posterior entrada (tabla 10, gréfico 4). Estos resultados concuerdan
con los obtenidos por Li y Walker (1992) en que la unién de de Rickettsia conorii a
la linea celular L-929 se ve disminuida, previa tripsinizacion de las células

hospederas.

Los resultados obtenidos a los 5 y 10 minutos se desafio de ovas con la
bacteria expresado como porcentaje de unidén respecto a la carga inicial (ClI
SLGO-95), se observa una tendencia a la disminucion de la infeccion o adhesion
de la bacteria a la ova, de la proteinasa K y de la tripsina; y de éstas respecto de

los controles de infeccién. Esta disminucion se puede observar en el grafico 3y 4.

Los resultados obtenidos posteriores al uso de tripsina y proteinasa K sobre
la ova, sugieren el rol que podrian tener las proteinas en el mecanismo de unién
de las bacterias al corion. Se ha demostrado que, en el mecanismo de fijacion
bacterial de R. conorii, implica una proteina rickettsial y que las células del
receptor objetivo también contienen una fraccidén proteica y que los componentes
de la célula huésped (linea celular L-929 de fibroblastos de ratén) son susceptibles

a la digestion por tripsina (Liy Walter., 1992).

Estudios mas recientes realizados por Cossart et al. (2005), demostraron
que la proteina Ku70 de la superficie de células huéspedes (células Vero y células
Hela) es critica para que R. conorii entre en la célula, éste fue el primer receptor
de rickettsia que se ha identificado. Este receptor es una sub unidad de un
complejo proteico que se encuentra principalmente en el nicleo, pero también en
el citoplasma de la célula y en la membrana celular del hospedero. Los resultados
obtenidos en éste estudio indican que la rickettsia se une especificamente a Ku70,
y que la unién y el reclutamiento de Ku70 a la superficie de la célula huésped son
eventos importantes en la invasion de las células mamiferas que realiza R. conorii.
Ademas, se encontr6 que esta proteina Ku70 interactia con una proteina
bacteriana; aunque el mecanismo que subyace a esta interaccion sigue siendo

poco clara. Esta unién entre proteinas es critico en la entrada a la célula de la
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bacteria, pero se desconoce si otra rickettsia y otros patdégenos utilizan Ku70 como
receptor.

En conclusiéon y de acuerdo a nuestros resultados, se puede establecer que
la infeccion de las bacterias (cepa SLGO-95 de P. salmonis) a las ovas de trucha
arco iris, se puede alterar por enzimas proteoliticas; con lo cual se puede
establecer y considerar que proteinas y/o polipéptidos participan en la union y

posterior internalizacion de la bacteria a la ova.

Considerando la importancia de la unién de la bacteria a células
hospederas y su posterior propagacion; este es un paso fundamental en la
patogénesis de la infeccién. Su vulnerabilidad a la degradacién de estructuras
proteicas proporciona un lugar potencial para la prevencion o inhibicion en la
propagacion de la infeccion y la comprension de la forma en la que esta bacteria
interactia con las células de su huésped podria llevar a nuevas estrategias

profilacticas y/o terapéuticas.

Pruebas definitivas de este proceso a partir de estos microorganismos
podrian ser proporcionadas por el aislamiento y la clonacién del gen o genes

especificos de P. salmonis que participaron en el proceso de internalizacion.

Esta memoria ofrece la oportunidad de seguir la investigacion hacia la

identificacion del receptor de las células del hospedero.
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CONCLUSIONES

Las ovas de trucha arco iris (O. mykiss) son susceptibles a la infeccion por

parte de cepa de P. salmonis (SLGO-95).

El método dot-blot es capaz de detectar la presencia de P. salmonis en

ovas de trucha arco iris.

La estructura proteica del corion es afectada por la utilizacion de enzimas
proteoliticas (tripsina y proteinasa K), y con ello se ve afectada la posterior

union de P. salmonis a la ova.

En los mecanismos de union entre ovas y P. salmonis participarian
proteinas y/o polipéptidos.
Tanto la proteolisis parcial (tripsina), como total (proteinasa K) disminuyeron

la unién de P. salmonis a la ova.

La metodologia “dot blot” no permite comparar la eventual diferencia en la
adhesion y/o penetracion de la bacteria a la ova entre ovas tratadas con

tripsina o proteinasa K.
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ANEXO 1

A.- HOMOGENEIZADO DE OVAS

Cada ova descongelada se colocé en un tubo de centrifugacién y se le
adicion6 1 mL de una solucion de homogeneizado, la que contenia Buffer de
Homogeneizacion (1 mL) e inhibidores de proteasas. En detalle se muestra como
se prepard 10 mL de solucién de homogeneizado en el siguiente cuadro:

Proporcion Volumenes

Buffer de homogeneizacion 1/1 10 mL
Pepstation 2 mM 1 pL/mL 10 pL
Leupeptin 1 mM 1 pL/mL 10 pL

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM | 4 uL/20 mL 2 uL

Posterior a esto se homogeneizaron mediante el uso de un Ultraturrex a
13.000 r.p.m. durante 15 segundos, donde para cada ova el procedimiento se
repitid 3 veces con pausas de 15 segundos en frio (tubo posado en un vaso con
hielo).

B.- CENTRTIFUGADO DE MUESTRAS

Luego del proceso de homogeneizado se coloco los tubos que contenian
las muestras dentro de la centrifuga para ser centrifugados a 2.500 rpm (1.208 x g)
durante 20 minutos a una temperatura de 4° C. Producto de este centrifugado se
obtuvo tres fracciones dentro de cada tubo, la primera y mas superficial
correspondiente a estructuras de bajo peso molecular, una segunda y central (S1)
correspondiente a una solucion sobrenadante, y una tercera o “pellet” (P1)
correspondiente a estructuras que precipitaron producto de esta centrifugacion.
Para la segunda centrifugacién se usé la fraccion del centro, la cual se extrajo
mediante el uso de micro pipeta una cantidad de 800 pL y se traspasé a un tubo
eppendorf debidamente rotulado. Estos tubos eppendorf se colocaron en el rotor
3326 de la misma centrifuga usada en la primera centrifugacion. En esta
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oportunidad las muestras se centrifugaron a 11.000 rpm (11.427 x g) durante 60
minutos a 4° C. Producto de esta centrifugacion se generé una fraccion,
correspondiente al sobrenadante (S2), la cual correspondio a la muestra definitiva

0 muestra final.
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MUESTRA DE OVA :
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Esquema del proceso de homogenizado y centrifugado de ovas desafiadas con las cepas SLGO-
95 y LF-89 de Piscirickettsia salmonis. Obtencién de muestra final para usar en “dot-blot”.
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C.- METODOLOGIA “DOT-BLOT”

PROTOCOLO

Primer dia

1. Colocar la membrana PVDF en metanol por 15 s, luego 2 min en agua
destilada y por dltimo 10 min en TBS 1x tween 20 en un recipiente plastico
sobre un agitador y posteriormente instalarla en el BioDot. Este
procedimiento torna a la membrana de hidrofébica a hidrofilica, permitiendo

gue las muestras puedan atravesarla.

2. Activar la bomba de vacio y luego cargar las muestras con micropipeta en
el BioDot.

3. Lavar la membrana en TBS 1X Tween 20 por 20 min.

4. Bloquear las zonas de la membrana PVDF que no retuvieron proteinas
colocando esta membrana en un recipiente plastico con una solucion de

leche descremada al 6% en TBS 1X Tween 20 hasta el siguiente dia.

Segundo dia

- Lavar la membrana con TBS 1X Tween 20 por 10 min en un agitador, en 3

oportunidades.

- Incubar membrana con una solucibn oligoclonal de anticuerpos
correspondiente a una inmunoglobulina (Ig) G de ratén anti-P. salmonis (Kit
SRS Fluorotest Indirecto, BiosChile) por 2 h, en dilucién 1:5.000.

- Lavar la membrana con TBS 1X Tween 20 por 10 min en un agitador, en 3

oportunidades.

- Incubar con un segundo anticuerpo anti IgG de ratén elaborado en cabra,
conjugado a una peroxidasa (InmunoPure® Antibody Horseradish

Peroxidase, Pierce) por 1 h en dilucién 1:10.000.

- Lavar la membrana con TBS 1X Tween 20 por 10 min en un agitador, en 3

oportunidades.
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- Colocar la membrana en contacto con el sustrato que reacciona con la
peroxidasa del segundo anticuerpo (Super Signal®, Chemiluminiscent
Horseradish Peroxidase, Pierce®) en una capa fina por un tiempo de 5 a 10

min.

- Poner la membrana en contacto con una pelicula autoradiografica (Kodac
BioMax MR-1 Film 8x10 in, Sigma) dentro de un casete de exposicion
(Exposure casete, vinyl-covered with Velcro® closure for 8x10 in film,

Sigma-Aldrich) por 2 a 8 min.
- Revelar la pelicula.

Evaluar mediante densitometria usando software computacional (Un-Scan-It
Version 4.1, 1996).

ANEXO 2
A.- BUFFER DE MUESTRA 4X.
Volimenes

SDS 5 mL
Glicerol 2 mL

3 mercapto etanol 100 pL
Tris HCI 0.5 M pH 6,8 1mL

Azul bromofenol 0.5% 1mL
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