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RESUMEN

Hasta la fecha, se han realizado mdultiples estudios sobre la transmision vertical de
Piscirickettsia salmonis. Al respecto, se ha demostrado que la bacteria puede infectar ovas
durante el proceso de fertilizacién y que es capaz de adherirse a la superficie corionica
mediante unas estructuras denominadas complejo de adhesion piscirickettsial o CAP. Estos
estudios so6lo han sido realizados en ovas de la especie trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss) utilizando la cepa de referencia LF-89. En la presente memoria, se buscé comparar
la infeccion de dos cepas de esta bacteria (LF-89 y SLGO-95) sobre ovas de salmon del

Atlantico (Salmo salar) y trucha arco iris.

Los experimentos consistieron en el desafio de ovas de las dos especies
salmonideas, con dos suspensiones bacterianas de P. salmonis (cepas LF-89 y SLGO-95)
durante distintos tiempos (1, 3, 5, 10, 30 y 60 min) para obtener una cinética de infeccién.
Las muestras de estas ovas fueron sometidas a una técnica “dot-blot” para la deteccion de
P. salmonis, y los resultados fueron analizados densitométricamente mediante un
“software” computacional. Ademas, mediante una técnica de microscopia electrénica de
barrido (MEB) se observd la superficie corionica de ovas de salmon de Atlantico y trucha

arco iris con el fin de detectar si la bacteria se unia mediante el CAP.

Mediante la técnica de “dot-blot” se establecio que las ovas de salmon del Atlantico
son sensibles a la infeccidn con cualquiera de las dos cepas de P. salmonis usadas (SLGO-
95 y LF-89), mientras que las ovas de trucha arco iris s6lo presentaron positividad a la
infeccion con la cepa SLGO-95. En el caso de la especie salmén del Atlantico se detectd
positividad al “dot-blot” en muestras provenientes de ovas desafiadas durante dos tiempos
(10 y 60 min) con la cepa SLGO-95 y tres tiempos (5, 10 y 60 min) con la cepa LF-89. Para
ovas de trucha arco iris desafiadas con la cepa SLGO-95 se detectd positividad a la
infeccion en cuatro tiempos de desafio (1, 3, 10 y 60 min) bacteria-ova. Mediante el uso de
MEB se observo la presencia de CAP sobre la superficie de ovas de salmén del Atlantico y

trucha arco iris desafiadas 5 min a ambas cepas de P. salmonis.

Los resultados de “dot-blot” y MEB permiten concluir que ambas cepas se unen e

infectan a las ovas de salmon del Atlantico, lo cual es el primer indicio de una posible



infeccion vertical en dicha especie. Por otra parte, el método “dot-blot” no permitio
comparar la cinética de infeccién entre ovas y cepas de bacterias, por lo que s6lo se pudo

utilizar como una técnica cualitativa para la deteccion de P. salmonis.
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INTRODUCCION

La produccion durante la etapa de desarrollo de salmones en agua de mar, en
muchos planteles del sur chileno, se ha visto afectada por una enfermedad septicémica
provocada por la bacteria Piscirickettsia salmonis. Tal enfermedad se ha observado desde
1989, fecha donde su agente causal era desconocido, y gener6 mortalidades principalmente
en otofio y primavera del orden de 20 a 50%. En ese afio, la enfermedad tuvo caracter de
epizootia afectando cultivos de Puerto Montt, Chiloé insular y continental, alcanzando
mortalidades de hasta un 70% y en un caso particular con pérdida total de la poblacion.
Hoy en dia se sabe que la enfermedad afecta a todas las especies salmonideas cultivadas en
Chile.

En mayo de 1989, Bravo y Campos detectaron el agente causal de la actualmente
llamada piscirickettsiosis, el cual por su pequefio tamafio (2 pm aprox.) y por la dificultad
de tefiirse con las tinciones cominmente usadas, siempre habia pasado inadvertido. Esta
enfermedad pudo haber sido enmascarada por otras alteraciones, tales como la enfermedad
bacteriana del rindén o “bacterial kidney disease” (BKD), problemas nutricionales, toxicos,
manejo y estrés. Inicialmente, debido a las caracteristicas morfologicas y de
comportamiento dentro del hospedero se determin6 que la bacteria podria corresponder a
una rickettsia. En 1992, Fryer et al. mediante el andlisis de 16S rRNA, establecieron que la
cepa tipo (LF-89) es una gammaproteobacteria. En la misma publicacion, un nuevo género
y especie (Piscirickettsia salmonis gen. nov., esp. nov.) es propuesto para este

microorganismo.

Los salménidos afectados se aprecian lentos e inapetentes, ubicandose
preferencialmente en las esquinas de las balsas-jaula, presentan coloracién corporal oscura
y acentuada palidez branquial, lo que refleja una anemia severa.

En diversos estudios experimentales se ha demostrado la transmision horizontal de
P. salmonis tanto en agua dulce como salada, a pesar de que in vitro la bacteria presenta
una baja viabilidad en agua dulce. Con respecto a la transmision vertical,
experimentalmente se ha demostrado la presencia del microorganismo en trucha arco iris

(Oncorhynchus mykiss) en las etapas denominadas estado de ojo, alevines de saco y en



peces de 1g, resultantes de la infeccion de reproductores machos y/o hembras. Ademas, se
ha establecido la infeccion de la ova durante el proceso de fecundacion.

Los trabajos experimentales de transmision vertical de P. salmonis publicados hasta
la fecha solo han demostrado la infeccién de ovas en trucha arco iris (O. mykiss) y
especificamente con la cepa LF-89. No se conoce si otras cepas de P. salmonis pueden
infectar las ovas durante la fecundacion y si este proceso se puede presentar en otras
especies salmonideas. Por lo anterior, en la presente memoria se pretendio establecer si las
cepas LF-89 y SLGO-95 son capaces de infectar in vitro ovas de salmén del Atlantico
(Salmo salar) y si existen diferencias respecto a la misma infeccién en ovas de trucha arco

iris (O. mykiss).



REVISION BIBLIOGRAFICA

El primer reporte de la presencia de un microorganismo tipo rickettsia en peces fue
descrito en Egipto el afio 1939. Ese afio, a partir de la observacion de un pez erizo enfermo,
especie Tetraodon fahaka, se observo dentro de monocitos y en el plasma, pequefias formas
cocoides eosinofilicas a la tincion Giemsa (Fryer y Mauel, 1997). Por otro lado, el primer
aislado en peces de un posible agente rickettsial fue obtenido desde truchas arco iris
(Oncorhynchus mykiss) en Alemania (Ozel y Schwanz-Pfitzner, 1975), sin embargo, este
microorganismo no se preservo para futuros estudios. Otro reporte relacionado al hallazgo
de microorganismos similares, se produjo en las costas de Gales, Gran Bretafia. En este
caso el organismo tipo rickettsia se encontrd en varios especimenes de primillas o
“Dragonets” maduros, especie Callionymus lyra, de forma casual durante un estudio que

buscaba la presencia del parasito sanguineo Haemogregarina quadrigemina.

Desde que Piscirickettsia salmonis fue caracterizado, muchos agentes similares
morfolégicamente han sido detectados en peces salmonideos alrededor del mundo. Uno de
estos organismos fue identificado, en 1991, en salmones del Atlantico (Salmo salar)
enfermos recolectados desde cultivos en agua marina Canadiense. En 1992, otro organismo
similar a P. salmonis, fue detectado en Noruega en cortes histologicos de higado de
salmones de Atlantico que presentaban una enfermedad llamada hepatitis necrotizante. Un
organismo de este tipo fue también observado en microscopia electrénica de tejidos de
salmones del Atlantico cultivados en Irlanda. En 1994 otro organismo morfol6gicamente
similar se asocié a nados anormales en peces juveniles de robalos 0 “sea bass”
(Dicentrarchus labrax) en Francia (Comps et al., 1996). Todos estos organismos producen
una patologia similar a la asociada con piscirickettsiosis en salmoénidos chilenos, pero la

relacién precisa entre ellos y P. salmonis no ha sido determinada (Fryer y Lannan, 1994).

En el sur de Chile, durante el periodo de cosecha 89/90 en muchas empresas hubo
altas mortalidades de salmones coho (Oncorhynchus kisutch) cultivados en balsas jaula. El
agente causal detectado tenia un tamafio de aproximado de 2 um, se tefiia debilmente
gramnegativo, era claramente visible tefiido con Giemsa, y fue detectado en gran nimero

en sangre, rifion, bazo, higado y branquias de peces afectados (Bravo y Campos, 1989).



A- Agente causal

El agente causal, fue identificado por Fryer et al. (1990) y Cvitanich et al. (1991) a
partir de salmones coho (O. kisutch) enfermos provenientes de Chiloé, Chile. La bacteria
crece en cultivos celulares de especies salmonideas sin antibiotico, luego de 10 dias de
incubacion a 15° C, produciendo un efecto citopatico (ECP), que se evidencia como grupos
de células redondeadas. Ademas se determiné que la temperatura Optima para el cultivo in
vitro es entre 15 y 18° C (Fryer et al., 1990). Fryer et al. (1990); Cvitanich et al. (1991)
aislaron al organismo a partir de tejido renal infectado inoculando cultivos de seis lineas
celulares, cuatro derivadas de salmonidos y dos desde peces de aguas calidas. El
crecimiento, determinado por el ECP sobre la monocapa de cultivos celulares, se observo
después de 17 dias de inoculacién y no se observé 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.

El agente causal se observo en frotis preparados de tejidos de salmones coho (O.
kisutch) naturalmente infectados, de rifion, bazo, higado, musculo, piel, corazon, sangre,
cerebro, ovarios, fluido ovarico, testiculos, intestino, grasa visceral y branquias. Ademas
fue ocasionalmente observado en infecciones mixtas, mas a menudo con un microsporidio
0 Renibacterium salmoninarum, agente causal de la enfermedad bacteriana renal (BKD,
“bacterial kidney disease”) (Cvitanich et al., 1991).

Este microorganismo inicialmente se conocié como agente no identificado o UA
(por su acronimo en inglés de “unknown agent”). Fryer et al. (1990) lograron establecer
que correspondia a una bacteria intracelular obligada, que fue denominada cepa LF-89. El
analisis del 16S rRNA de la cepa indicé que correspondia a una Gammaproteobacteria
distantemente relacionada a Coxiella burnetti y quizads a Wolbachia persica. Un nuevo
género y especie (Piscirikettsia salmonis gen. nov., esp. nov.) fue propuesto para este
microorganismo (Fryer et al., 1992), lo cual determindé el nombre oficial para esta
enfermedad: piscirickettsiosis.

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 a 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).

El agente es una bacteria gramnegativa, inmdvil, acapsulada, intracelular obligada,
Giemsa positiva, pleomorfica, cocoide formando anillos y frecuentemente unidos en pares;
de tamafo variable entre 0,5 y 1,5 um. A la microscopia se observd como inclusiones
citoplasmaticas en las células infectadas y rodeado por dos capas de membranas, una
ondulada externa y una citoplasmatica interna. Estos microorganismos, aparentemente, se
encontraban frecuentemente bajo fision binaria (Fryer et al., 1990). Con respecto al tamafio,
Quinteros (2005) realiz6 mediciones de P. salmonis mediante la observacion por
microscopia electrénica de barrido (MEB) donde observaron tamafios bacterianos que
fluctuaron entre 0,2 y 1,5 um.

Smith et al. (1996a) lograron aislar nuevas cepas; una a partir de trucha arco iris (O.
mykiss) en 1994 llamada SLGO-94 y otra desde salmdn coho en 1995 Ilamada SLGO-95.
Estos aislados demuestran diferencias en su virulencia y resistencia a antibioticos en
relacién a la cepa tipo (LF-89).

House et al. (1999) buscaron comparar las diferencias en virulencia entre aislados
de P. salmonis desde Chile, Canadd y Noruega (LF-89, ATL-4-91 y NOR-92,
respectivamente). Mediante la inyeccion intraperitoneal (IP) de cada cepa en salmones
coho (O. kisutch), se compard la mortalidad acumulada en cada grupo de salmones. La cepa
mas virulenta result6 ser la LF-89 y menos virulenta la NOR-92.

Con respecto a la antigenicidad de la bacteria, Kuzyk et al. (1996) sefialan seis
antigenos principales, moléculas de 11, 16, 65, 60, 54 y 51 kDa. Ultimamente, Barnes et al.
(1998) han tenido resultados diferentes, ya que sefialan ocho proteinas antigénicas
probablemente propias de P. salmonis (108, 95, 60, 56, 40, 36, 32 y 20 kDa).

B- Epidemiologia

La enfermedad producida por P. salmonis se present6 por primera vez en la zona del
canal Huito y se extendié posteriormente al canal Caicaén, ambas de la comuna de
Calbuco, provincia de Llanquihue, décima region. Luego de esto se extendid, con pocas

excepciones, a la totalidad de los centros de cultivo del salmon coho (O. kisutch) de la
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misma region. Hasta esos momentos, la enfermedad no fue diagnosticada en la XI y XII
regiones. En general, las mortalidades se presentan una vez transcurridas 6 a 12 semanas de
haber ingresado los “smolt” al mar, con porcentajes variables entre el 3 al 7% semanal. En
casos particulares, la mortalidad acumulada al periodo de cosecha ascendio al 60-80% del
total de la poblacion (Alvarado et al., 1990). La enfermedad que produjo estas altas
mortalidades se ha denominado de diversas formas, tales como ‘“sindrome de Huito”,
“sindrome del salmén coho” (Bravo y Campos, 1989), “sindrome rickettsial salmonideo”

(SRS) (Cvitanich et al., 1991) y ultimamente como “piscirickettsiosis” (Fryer et al., 1992).

Bravo y Campos (1989) sefialan que el agente etiologico de la piscirickettsiosis
estaba presente desde 1981 en salmones cultivados por primera vez en balsas jaula. Sin
embargo, sélo a partir de 1989 se han producido mortalidades de tipo crénica y estacional
(otofio y primavera principalmente), del orden del 20 a 50% de incidencia. Hasta esta
observacién, los sintomas provocados por este microorganismo probablemente estuvieron
enmascarados por agentes etiologicos relacionados con BKD, problemas nutricionales,
toxicos, manejos y estrés, entre otros. Los primeros brotes se relacionaron a un periodo
posterior a fluctuaciones en la temperatura del agua, presencia de un “bloom” de algas no
toxicas y/o estrés relacionado a severas tormentas (Branson y Nieto Diaz-Mufioz, 1991).
Graumann et al. (1997), han propuesto recientemente que el proceso de esmoltificacion
puede incrementar la susceptibilidad de los salmones infectados.

Bravo y Campos (1989) suponian que P. salmonis era especifica, ya que sélo
afectaba al salmon coho (O. kisutch), y no a la trucha arco iris (O. mykiss) ni el salmén del
Atlantico (Salmo salar). A comienzos de 1990, la enfermedad fue reportada por primera
vez en salmon del Atlantico (S. salar) y posteriormente en trucha arco iris (O. mykiss) y en
salmén chinook (Oncorhynchus tshawytscha) (Alvarado et al., 1990). La especie mas
susceptible a presentar piscirickettsiosis seria el salmon coho (O. kisutch) (Smith et al.,
1996a). Por otra parte, un organismo con caracteristicas antigénicas y patogénicas
similares a P. salmonis, aislado en el este de Canada, se inoculd IP en distintas especies de
salménidos y se observo susceptibilidades distintas a las observadas en el caso de P.
salmonis. En este caso la especie mas susceptible fue salmén del Atlantico (S. salar) (Jones
etal., 1998).



En Chile, dada la aparente especificidad de la infeccion frente al salmon coho (O.
kisutch), se comenz6 a disminuir la produccion de esta especie favoreciendo el aumento del
namero y densidad en la produccion de salmén del Atlantico (S. salar) y trucha arco iris (O.
mykiss), lo que evidencio la susceptibilidad a piscirickettsiosis en estas dos especies
(Alvarado et al., 1990). Con respecto a esto ultimo, se han orientado manejos tendientes a
disminuir la densidad animal en las balsas jaula como medida de control. Al respecto
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 (O. mykiss) 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/m®. 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/m3. Esto tltimo demuestra un efecto de sinergismo entre la temperatura de
14° C y la densidad poblacional de 20 k/m3 para desarrollar la enfermedad.

La presentacion del cuadro se concentra principalmente entre otofio y primavera
(Bravo y Campos, 1989). La enfermedad ha sido descrita principalmente en salmones que
son criados en agua marina y de estuario (Bravo y Campos, 1989; Fryer et al., 1990). Sin
embargo esto ultimo existen reportes de piscirickettsiosis en salmones criados en agua
dulce (Bravo 1994). En Diciembre de 1993 ocurrié un brote de piscirickettsiosis entre un
grupo de truchas arco iris (O. mykiss) criadas en el Lago Llanquihue, décima regién, Chile.
Los peces infectados en este brote fueron importados a Chile como ovas desde los Estados
Unidos. Ademas, otro grupo de peces de la misma especie, criados en el mismo lugar pero
provenientes de reproductores chilenos que ya sobrevivieron a la enfermedad durante la
fase marina, no presentaron la enfermedad ni fueron positivos a la deteccién de P. salmonis
por inmunofluorescencia (Bravo, 1994). En Septiembre de 1993, se aisl6 P. salmonis a
partir de tejido renal de salmones coho (O. kisutch) y truchas arco iris (O. mykiss)
enfermos. Estos salmones pertenecian a varios centros de agua dulce localizados en la isla
de Chiloé, décima region, Chile.

Importaciones anuales de ovas a Chile desde regiones criadoras de salmonideos del

hemisferio norte proveen un suministro de peces para cultivo, pero cada cual puede haber



limitado la resistencia natural a este patdgeno unico, hasta ese entonces, en agua chilenas.
Las epizootias de piscirickettsiosis demostraron ampliamente una desafortunada
consecuencia de la interaccion de especies nativas con especies introducidas para la

acuicultura (Fryer y Lannan, 1993).

C- Serologia, signologia y lesiones

Los salmones afectados presentan niveles en su hematocrito que revelan una severa
anemia (Bravo y Campos, 1989). El hematocrito de peces moribundos promedia dentro de
un rango de 4 a 34%, evidenciandose ademas, un gran numero de macréfagos en la sangre
periférica. Los eritrocitos observados eran tipicamente normocitico-normocrémico
(Cvitanich et al., 1990). En la generalidad, los signos clinicos observados son: nado
superficial, lento y errdtico. También se describe letargia, anorexia, choques contra las
paredes de las balsas jaula, orillamiento y oscurecimiento (Larenas et al., 1995). La primera
evidencia de esta enfermedad presente en las primeras muestras tuvo la apariencia de
pequefias manchas blancas sobre el pez. Algunos peces afectados muestran lesiones de piel
similares, enmarcadas desde pequefas areas de levantamientos, a menudo hemorragicas, de
0,5 cm de didmetro o menos, a través de placas levantadas 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, 1990).

D- Necropsia e histopatologia

Al andlisis de necropsia, es comun encontrar ascitis, reno y esplenomegalia,
nodulaciones capsulares de color cremoso a amarillento en higado, presencia de una
pseudomembrana envolviendo a corazon y hemorragias petequiales en estdmago, ciegos
pildricos, intestino, vejiga natatoria, muscular y grasa visceral. En la gran mayoria de los
casos el intestino se encontro lleno con un contenido mucoso amarillento y el estbmago con
un liquido transparente seromucoso (Schafer et al., 1990). Los estudios de histopatologia
demuestran que las principales lesiones corresponden a necrosis en diversos 6rganos y
tejidos, siendo los mayormente afectados el rifion, higado, bazo e intestino. También
relevante es la proliferacion de tejido conectivo y alteraciones vasculares (Larenas et al.,
1995).

Con respecto a la necrosis renal, se observa necrosis de glomérulo y las células méas

afectadas corresponden a los endoteliocitos y podocitos. Ademéas es posible encontrar
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necrosis de tubulos renales sobre todo en peces moribundos. Por otra parte, segun
evidencias experimentales, la necrosis endotelial de los vasos sanguineos del higado seria
una lesion que corresponderia a los inicios de la diseminacion de P. salmonis. La necrosis

de bazo se presenta mas severa en peces moribundos (Larenas et al., 1995).

E- Diagnosis

En terreno, la piscirickettsiosis es presuntamente diagnosticada en base a los signos
clinicos descritos (Kent y Poppe, 1998). El agente etiologico, se puede detectar mediante
el uso de tinciones, de frotis de tejido, con Giemsa, hematoxilina-eosina (HE), Gram,
naranja de acridina (NA) y azul de toluidina (Fryer et al., 1990). Entre estas tinciones el uso
de NA entrega un mayor contraste para una mas facil deteccion del agente, sobre todo
cuando hay un menor nimero de bacterias en la muestra (Lannan y Fryer, 1991). Por otra
parte, la inoculacién de tejidos renales en lineas celulares (sin antibioticos), obtenidos de
salmones sospechosos, seria el método mas definitivo para la deteccion de P. salmonis
(Fryer et al., 1990; Cvitanich et al., 1991). Dado que se usan cultivos celulares sin
antibidticos para permitir el crecimiento normal de P. salmonis, como método rutinario de
diagnostico no seria recomendable, debido a la facilidad de su contaminacion. Sin embargo,
el método diagnoéstico mas usado, por su sensibilidad y especificidad, es la
inmunofluorescencia indirecta (IFI) desarrollada por Lannan et al. (1991), el cual, dado los
elevados tiempos de incubacion de los anticuerpos, fue modificado mediante el uso de
microondas (Larenas et al., 1996a). Para la obtencién del antisuero contra la bacteria se
inoculé una preparacion antigénica de la cepa LF-89 de P. salmonis en conejos blancos
neozelandeses (Fryer et al, 1991). También se ha desarrollado un ensayo
inmunoenzimético (ELISA), para la deteccion y cuantificacion de P. salmonis a partir de
muestras renales (Aguayo et al., 2002).

Las técnicas habituales para la deteccidén de patdgenos involucran el sacrificio de
especimenes enfermos para el analisis o caracterizacion post-mortem de tejidos. Marshall et
al. (1998) desarrollaron un procedimiento para detectar P. salmonis en diminutas muestras
de suero de peces (volumen, <5 pL) mediante el uso la técnica “polymerase chain raction”
(PCR). Mauel et al., (1996) han descrito un andlisis basado en PCR donde usaban tejidos
internos de peces infectados. Se han desarrollado “primers” o partidores (PS2S, PS2AS,

PS3AS y EM90AS) que permiten diferenciar P. salmonis de otras bacterias, asi como la
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diferenciacion de la cepa EM-90 con la de referencia (LF-89). La sensibilidad y
especificidad de esta prueba diagndstica es altisima, pudiendo incluso llegar a detectar
hasta 1 dosis infectante de cultivo de tejido (TCIDsp).

F- Vias de transmision

Pese a que Lannan y Fryer (1994) demostraron in vitro una baja viabilidad de P.
salmonis en agua dulce, distintos autores demostraron la transmision horizontal de la
enfermedad en condiciones de agua dulce la cuél se vio favorecida por el contacto entre los
peces (Almendras et al., 1997) y al aumentar la densidad poblacional (Salinas et al., 1997).
Con respecto a esto ultimo, Salinas et al. (1997) lograron mortalidades acumuladas de 4%
en densidad poblacional de 20 kg/m?®y de 14% en 40 kg/m?, en poblaciones de truchas arco
iris (O. mykiss) cohabitantes con otras inoculadas con P. salmonis via IP.

Fryer et al. (1990) postularon la posible presencia de vectores marinos que
mantendrian al agente en el ambiente. Este postulado adquiere mayor fuerza cuando
Venegas (1996) y Correal (1995) demuestran mediante inmunofluorescencia la presencia
de P. salmonis en los ectoparasitos como Ceratothoa gaudichaudii y Caligus sp, en peces
como Cabrilla, Jurel, Pejerrey, Robalo y Merluza, en moluscos como el Chorito y en
crustaceos como Picorocos y Copépodos de vida libre, lo cual sefiala que podrian ser
vectores 0 reservorios marinos del agente. Sin embargo, hasta la fecha no existen
antecedentes concretos que permitan afirmar corroborar la importancia de estas especies
como vectores o reservorios de piscirickettsiosis.

Experimentalmente se determind que truchas arco iris (O. mykiss) infectadas
eliminan a la P. salmonis por medio de las heces, orina y bilis, las que podrian ser posibles
vias de infeccidn (Salinas et al., 1997). Por otra parte, Smith et al. (1998) realizaron un
estudio de infectividad de P. salmonis en truchas arco iris (O. mykiss). Los grupos de
salmones fueron desafiados con la bacteria mediante distintas vias. Las vias utilizadas
fueron intraperitoneal (IP), sub-cutdnea (SC), parche en piel (PP), parche en branquias
(PB), intubacion gastrica (IG) e intubacion intestinal (I1). Las mortalidades acumuladas
alcanzadas fueron 98% (IP), 100% (SC), 52% (PP), 24% (PB), 2% (1G) y 24% (Il). Esto
demuestra en forma experimental la entrada de P. salmonis a través de piel y branquias

intactas, en ausencia de vectores. Como se evidencia experimentalmente, la inoculacion
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subcutanea produce un altisimo porcentaje de mortalidad, por lo que los ectoparasitos
infectados podrian jugar un rol en la transmision horizontal de la enfermedad.

Larenas et al. (1996b) lograron reproducir experimentalmente la transmision
vertical, tras obtener ovas (al estado 0jo) infectadas, provenientes de machos y/o hembras
inoculados IP con P. salmonis. En general, el microorganismo fue encontrado en escasa a
moderada cantidad dentro de la ova, siendo la ubicacion més frecuente en el vitelo. Los
reproductores inoculados con P. salmonis no presentaron signos ni evidencias a la
necropsia de piscirickettsiosis durante la fase experimental, sin embargo en todos los frotis
renales de estos peces se encontré altas cantidades del agente inoculado. La bacteria
también se encontro en fluido seminal y ovarico, y en ovas no fertilizadas. En un trabajo no
publicado, se ha corroborado la transmision vertical en salmones coho (O. kisutch)
naturalmente infectados. Por otro lado, Bustos et al. (1994) realizé estudios, aunque no
concluyentes, que indicarian la existencia de transmision vertical en condiciones naturales.

De acuerdo con los resultados obtenidos por Larenas et al. (1996b), se comprueba
que ya sea el macho o la hembra portadores de P. salmonis, pueden transmitir el agente a su
progenie. Lo anterior difiere de lo obtenido por otras enfermedades de transmision vertical,
como es BKD, donde la fuente principal de diseminacién la constituyen las ovas
provenientes de hembras infectadas. El agente fue detectado en ovas al estado de ojo, pero
la persistencia de la bacteria en etapas posteriores del desarrollo no fue establecida en este
trabajo. Dado que P. salmonis fue observada en gran namero en fluido celéomico y fluido
seminal, Larenas et al. (1996b) postularon que esta bacteria podria penetrar a la ova durante
el proceso de fertilizacion. Esta hipotesis fue probada experimentalmente por Larenas et al.
(2003), donde obtuvieron ovas fertilizadas infectadas desafiando, con una suspensién de P.
salmonis, a gametos de reproductores libres de la infeccion durante el proceso de
fertilizacion.

Larenas et al. (2003) demostraron que reproductores machos y hembras inoculados
IP con P. salmonis, generan alevines de saco infectados viables. En este mismo estudio
mediante la observacion de la bacteria sobre la ova, por medio de microscopia electrénica
de barrido, se detectaron prolongaciones bacterianas que permitian la adhesién de la
bacteria a la ova. Estas prolongaciones se denominaron complejo de adhesion

piscirickettsial (CAP) y tienen un largo maximo de 2,5 pum, detectandose entre
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microorganismos lo cual forma una estructura como panal de abeja. Este CAP se comienza
a observar a los 45 segundos después del desafié ova-bacteria. Al minuto se observa
algunas bacterias penetrando al interior de la ova a través del corion de esta. A los 5
minutos se observaron bacterias al interior de la ova, las cuales ya no poseen el CAP. La
capacidad de P. salmonis para adherirse a la ova, para luego penetrarla, fue demostrada en

este estudio y se sugiere como posible mecanismo de transmisién vertical.

G- Prevencion y tratamiento

Para disminuir las pérdidas en produccién 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.

También es aconsejable una pronta extraccién, desde las balsas jaula, de peces
moribundos y muertos. Esto es importante, ya que se ha demostrado el hecho de que peces
moribundos eliminan una gran cantidad de P. salmonis 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 Gltimo indica la importancia de muestrear tanto machos
como hembras durante los procedimientos 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 Gltimo, las medidas de
desinfeccion de ovas serian ineficaces para la eliminacion del patogeno (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 vacunacion, Smith et al. (1997) determinaron la dosis letal 50
y la dosis infectiva 50 en salmon coho (O. kisutch) y en trucha arco iris (O. mykiss) usando
inyecciones IP de P. salmonis. En una prueba de campo, usando bacterinas de P. salmonis

inyectadas intraperitonealmente en salmén coho (O. kisutch) pre-smolt, los peces fueron
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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
relacion a la respuesta inmunoprotectiva que ellas pueden generar (Smith et al., 1997).

Es importante tener en cuenta que la intensas lesiones necréticas de bazo y rifion,
particularmente del tejido inmunopoyeético 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 patégenos 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).

Las efectividades de terapias antibidticas orales o inyectables no han estado dentro
de lo esperado. Se cree que esto se debe al posible hecho de la aparicién 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 concentracién 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
antibidticos que las primeras cepas aisladas (LF-89 y EM-90).

La oxitetraciclina, el &cido 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 antibidticos por parte de P. salmonis (Smith et al., 1996b). La
determinacion de CMI de antibidticos con posible uso terapéutico in vitro, es una primera
aproximacion para seleccionar drogas que actden sobre el patdgeno. Arriagada et al. (1996)
aplico la citometria de flujo en el estudio de la sensibilidad a antibi6ticos in vitro de P.
salmonis. Este método es una alternativa mas rapida, precisa y sensible para la

determinacion de CMI.
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Hasta el momento se ha demostrado la infeccion de ovas de trucha arco iris (O.
mykiss) con la cepa LF-89 de P. salmonis (Larenas et al., 2003). Por otra parte, ain no se
ha demostrado la infeccion de ovas de otras especies salmonideas con P. salmonis. Es por
esto que en la presente memoria de titulo se investigo si esta bacteria es capaz de infectar
ovas de salmon del Atlantico (S. salar), y ademas se estudio si existen diferencias en la
cinética de infeccidn de estas ovas con las de la especie trucha arco iris (O. mykiss) y entre
las cepas LF-89 y SLGO-95 de P. salmonis. Basado en esto, en la presente memoria de
titulo se busco contribuir al conocimiento de la infeccion de P. salmonis en ovas de
especies de salmonidos, mediante el desafio de ovas de salmén del Atlantico (S. salar) y de

trucha arco iris (O. mykiss) con las cepas LF-89 y SLGO-95.
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OBJETIVO GENERAL

e Aportar al conocimiento de la cinética de infeccion de Piscirickettsia salmonis en

ovas de especies salmonideas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Aplicar la técnica de “dot-blot” para detectar la infeccion de ovas de salmon del
Atlantico (Salmo salar) y trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) con P. salmonis.

e Detectar y comparar la cinética de la infeccion de ovas de salmon del Atlantico (S.
salar) con las cepas de P. salmonis, LF-89 y SLGO-95.

e Comparar la cinética de la infeccion entre ovas de salmén del Atlantico y ovas de
trucha arco iris con las cepas de P. salmonis, LF-89 y SLGO-95.

e Observar la infeccion de las cepas de P. salmonis, LF-89 y SLGO-95, en ovas de

salmdn del Atlantico (Salmo salar), mediante microscopia electronica de barrido.
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MATERIAL Y METODOS

Este trabajo se desarrollé en las unidades de Anatomia Patoldgica y de Patologia de
Organismos Acuéticos del Departamento de Patologia Animal y en el Laboratorio de
Bioquimica y Quimica del Departamento de Ciencias Biologicas Animales, ambas
pertenecientes a la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de
Chile.

A- Cinética de infeccion en ovas de salmén del Atlantico y trucha arco iris con dos

cepas de Piscirickettsia salmonis

A.1- Ovas

Se emplearon ovas de salmon del Atlantico (Salmo salar) y de trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss) que fueron gentilmente donadas por la empresa Marine Harvest
Chile y obtenidas de reproductores seleccionados, libres de la infeccidn por Piscirickettsia
salmonis, Renibacterium salmoninarum y el virus de la necrosis pancreatica infecciosa
(IPN, “Infectious pancreatic necrosis”). Las ovas se transportaron, en su propio fluido
celémico dentro de una bolsa pléstica, en un contenedor que las mantuvo a una temperatura
aproximada de 4° C. El tiempo transcurrido desde que las ovas fueron extraidas desde de

los reproductores y usadas en los experimentos fue menor a las 24 h.

A.2- Bacteria

Se utilizaron las cepas LF-89 (ATCC VR 1361) (Fryer et al., 1992) y SLGO-95
(Smith et al., 1996a), ambas aisladas desde salmén coho (Oncorhynchus kisutch), que se
obtuvieron de la multiplicacién en botellas de cultivo celular. Ambas cepas de la bacteria
fueron multiplicadas en la linea celular CHSE-214 con medio esencial minimo (MEM) de
Eagle con sales de Earle, libre de antibiéticos, incubadas a 18° C, segun la metodologia
establecida por Fryer et al. (1990).

Durante un desafio de ovas previo, donde se expusieron ovas de salmén del
Atlantico (S. salar), la cepa bacteriana usada (SLGO-95) fue multiplicada en el cultivo
celular con MEM vy suplementado con 10% de suero fetal bovino (MEM-10). En el desafio
de ovas principal, donde se usé ovas tanto de la especie salmén del Atlantico (S. salar)

como trucha arco iris (O. mykiss), ambas cepas usadas como desafio (SLGO-95 y LF-89) se
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multiplicaron en el cultivo celular con medio esencial minimo (MEM), sin suplemento de
suero fetal.

El periodo de multiplicacion de la P. salmonis se dio por finalizado una vez que se
observo un efecto citopatico (ECP) lo méas cercano al 100%, que coincidiera con la llegada
de las ovas enviadas por Marine Hervest Chile. Previo a utilizar la suspension bacteriana,

ésta fue pasada a través de un filtro millipore®, con poro de un didmetro de 5 um.

A.3- Desafio de ovas con las cepas SLGO-95 y LF-89 de P. salmonis

Previo al desafio principal, detallado en el parrafo siguiente, se desafié 18 ovas de la
especie salmon del Atlantico (O. mykiss) con una suspension bacteriana de P. salmonis
cepa SLGO-95 (A.2 de Materiales y Métodos) durante los mismos seis tiempos usados para
el desafio principal. Las suspensiones de desafio fueron: SLGO-95, denominada ahora en
adelante como SLGOa, SLGO-95 muerta (SLGOm) y medio esencial minimo con suero
fetal bovino (MEM-10).

Para el desafio principal, se seleccionaron 2 conjuntos de 18 ovas de cada especie
salmonidea (salmén del Atlantico y trucha arco iris), las cuales fueron desafiadas con una
de las diferentes suspensiones y tiempos de incubacion, de acuerdo al protocolo que se
establece més adelante en la tabla 1. Cada conjunto de ovas, se dividid en seis grupos segin
el tipo de tratamiento: SLGO-95 (SLGOP), SLGO-95 muerta (SLGOm), medio esencial
minimo (MEM), LF-89 (LF) y LF-89 muerta (LFm). Alicuotas de suspensiones de SLGOf
y LF, dentro de un tubo eppendorf®, fueron sumergidas en agua en ebullicion por un
periodo de 5 min para producir la muerte de la bacteria. Estas suspensiones fueron
denominadas como SLGOm y LFm, respectivamente. Cabe sefialar que las cepas usadas en
este desafio de ovas, provinieron de botellas de cultivo celular distintas al del desafio
previo.

Doce ovas de cada especie se colocaron en forma individual dentro de tubos
eppendorf®. A seis ovas de cada especie se les agregd 400 pL de suspension de cultivo
bacteriano SLGOP y a las otras seis se les agregd una cantidad similar de suspension de
cultivo bacteriano LF, las que fueron desafiadas con cada cepa bacteriana durante seis
tiempos de incubaciéon (1, 3, 5, 10, 30 y 60 min). Para establecer que el proceso de
infeccion de la P. salmonis a la ova era de caracter activo, se utilizé como control, cuatro

ovas de cada especie, donde a dos de cada una se les agregd 400 pL de la suspensién
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SLGOm, durante 5 y 30 min respectivamente, y las otras dos fueron tratadas con la
suspension LFm, durante los mismos tiempos. Se utiliz6 ademas, dos ovas de cada especie
como controles negativos, a las cuales se les agreg6é 400 pL de MEM durante 5 y 60 min,
respectivamente.

Para interrumpir los desafios, se elimino la suspension de cada tubo eppendorf® y
se lavo la ova mediante tres enjuagues consecutivos con 1 mL de PBS (pH=7,4). Luego las
muestras fueron congeladas a -70° C. Como control de viabilidad de las cepas bacterianas,
se inocul6 una parte del sobrenadante bacteriano utilizado en esta experiencia, en la linea
CHSE-214 para demostrar su posterior multiplicacion a través de la formacion de ECP.

En la tabla 1 se muestra el esquema desafio utilizado tanto para las ovas de salmén

del Atlantico (S. salar) como para las ovas de trucha arco iris (O. mykiss).

Tabla 1. Esquema del desafio para ovas de dos especies salmonideas con las cepas SLGO-95 y LF-
89 Piscirickettsia salmonis.

. ’ Tiempo de desafio (min)
Suspensiones de desafio

1 3 5 10 30 60
Cepa SLGO-95 (SLGOB) 0] 0] O O O O
Cepa SLGO-95 muerta (SLGOm) @) @)
Medio esencial minimo (MEM) @) @)
Cepa LF-89 (LF) 0] 0] O O O O
Cepa LF-89 muerta (LFm) @) @)

Luego de descongelar las ovas 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 resuspension 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.4- Preparacion de la muestra para el “dot-blot”

Para que las ovas, desafiadas con las distintas suspensiones, pudieran ser usadas en la
metodologia “dot-blot”, se las sometid previamente a un procedimiento de homogeneizado.
Cada ova se colocé en un tubo con una solucion de homogeneizado en presencia de
inhibidores de proteasas (Anexo 1) para luego ser triturada y homogeneizada, dejandola asi

en condiciones de pasar al proceso de centrifugado.
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Luego los homogeneizados fueron centrifugados a 1.208 x g durante 20 min, a partir del
cudl se obtuvo una fraccion sobrenadante (S1) y un precipitado (P1). La fracciéon S1 se
centrifugd a 11.427 x g por 60 min, para concentrar las bacterias en un precipitado
denominado como P2 y separarlas de la fraccion sobrenadante (S2). El precipitado P2,
resuspendido en 150 pL, se utiliz6 como muestra final para ser analizado mediante la
metodologia “dot-blot”. Este procedimiento se esquematiza en la figura 1 y se detalla en el

Anexo 1.

A.5- Metodologia “dot-blot”

Para realizar esta técnica se utilizo el aparato BioDot® (BioDot® “apparatus”,
BioRad®) y una membrana de polivinildifluoruro (PVDF) (Inmun-Blot® PVDF “membrane
for protein blotting” 0,2 um, 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 bloque6 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 tres lavados con agitacion, en una solucion de TBS-tween 20 durante 10 min cada uno.
Luego se incubd por 2 h con un primer anticuerpo (IgG de ratén) anti-P. salmonis (“kit”
SRS Fluorotest Indirecto®, BiosChile®) en una solucion TBS-leche-Tween 20; en una
dilucion de 1:5.000. Posteriormente se realizd una segunda etapa de lavado con agitacién
como ya se ha descrito anteriormente. Luego se incuba nuevamente la membrana durante 1
h con un segundo anticuerpo anti-lgG de raton (InmunoPure® “antibody horseradish
peroxidase”, Pierce®) que estaba conjugado a una peroxidasa HRP (peroxidasa de
Rabanito), en solucién de TBS-leche-Tween 20, cuya dilucion fue de 1:10.000. Finalmente
se realiz6 wuna ultima etapa de lavado, para luego revelar con un sustrato
quimioluminiscente (SuperSignal® “west dura extended duration substrate”, Pierce®). La
reaccion positiva se evidencio por la presencia de puntos luminosos, cuya intensidad de luz
estuvo en directa relacién con la cantidad de antigenos bacterianos presentes en la muestra.
Luego, la membrana se expuso durante tiempos que variaron entre 2 y 30 min a peliculas
fotosensibles (CL-X Posure®, Pierce®), con el fin de registrar las diferencias de intensidad

de luz de cada muestra. Posteriormente se realizé la determinacion cuantitativa de la
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intensidad de los puntos, mediante un analisis densitométrico. La metodologia “dot-blot” se

baso en el protocolo que se detalla en el Anexo 1.

]
Proceso de
homogeneizado de
p— ovas
N~ —

U =

\

homogeneizado de ovas

Ova desafiada Centrifugacion

mas solucion de al.208 xg

homogeneizado % durante 20 min
N ——

S1 Atub Jor®
ubo eppendor
/Q

=

¥

&71/' P Centrifugaci()né

homogeneizado de ovas

Fraccion S1 de
centrifugacion de

150 pL de PBS

alld27xg
durante 60 min
T
SE ELIMINA iK
P2

—)

Muestra final para
utilizar en metodologia
“dot-blot”

Figura 1. Esquema del proceso de homogenizado y centrifugado de ovas desafiadas con las cepas
SLGO-95 y LF-89 de Piscirickettsia saimonis. Obtencion de muestra final para usar en ~dot-biot”.

A.6- Determinacion, mediante la metodologia “dot-blot”, de la cinética de infeccion de

P. salmonis en ovas de dos especies salmonideas desafiadas con las cepas SLGO-95 y

LF-89

Segln la estandarizacion de la metodologia “dot-blot” (Gatica, 2007), para la

deteccidon de P. salmonis, el tiempo normal de exposicion de la membrana PVDF a la

pelicula fotosensible, para que esta genere una buena positividad, no es superior a los 5
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min. En la presente memoria de titulo, dado la dificultad de conseguir resultados positivos
claros incluso en controles positivos durante una primera experiencia de “dot-blot”, se
aumentaron los tiempos de exposicion de la membrana PVDF con la finalidad de
incrementar el nimero de pixeles generados por una misma muestra en distintas peliculas
fotosensibles.

A continuacién, se describen tres experiencias desarrolladas, la primera usando
muestras provenientes de un desafio previo al principal donde se usé ovas de salmon del
Atlantico (S. salar) con la cepa SLGO-95, mientras que la segunda y tercera experiencia
corresponden a “dot-blot” de muestras de ovas del desafio principal, donde se us6 ovas de

dos especies de salmonidos frente a dos cepas de P. salmonis.

A.6.1- Primera experiencia

Se realizd la metodologia “dot-blot” de deteccion de P. salmonis de una serie de
muestras. La membrana de PVDF usada se expuso a una pelicula fotosensible durante
distintos tiempos (2, 5y 8 min). Todas las muestras se cargaron en el aparato BioDot® en
volimenes de 30 pL.

Se usOG muestras provenientes de un desafio de ovas de salmon del Atlantico (S.
salar) previo al desafio principal (A.3 de Materiales y Métodos). Un grupo provino de seis
ovas desafiadas con la suspension de SLGOao durante 1, 3, 5, 10, 30 y 60 min; estas
muestras fueron denominadas SLGO1, SLGO3z, SLGOs, SLGO10, SLGO30 y SLGOs0, Segun
el tiempo de exposicion. Como controles se utilizaron muestras de dos ovas controles
desafiadas con MEM (MEMs y MEMeo) durante 5 y 60 min, respectivamente. Ademas,
muestras de otras dos ovas se les agregd6 SLGOm (SLGOms y SLGOmzo), durante 5y 30
min, respectivamente. Como control positivo del desafio de ovas de salmdn del Atlantico
(S. salar), se us6 una alicuota de SLGOa (bacteria viva) que habia sido usada como
desafio.

En la misma experiencia, también se cargd una muestra de P. salmonis cepa SLGO-
95 (SLGO*) proveniente de una botella de cultivo celular distinta a la usada en el desafio
de ovas. Esta suspension bacteriana, se usé en un experimento piloto donde fue
centrifugada a 11.427 x g (figura 2), y de esta manera se obtuvo una fraccion S2 y otra P2.
De estas fracciones se uso la S2 (S2-SLGO*) y P2 resuspendida en 150 uL de PBS (P2-
SLGO*). Ademas se usO, como control positivo de la metodologia, una muestra de P.
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salmonis cepa LF-89 (LF*) usada en “dot-blot” anteriores a esta memoria de titulo, la cual
es conocida por su positividad a este procedimiento. El protocolo de centrifugacion para
purificar o concentrar suspensiones bacterianas de P. salmonis se basé en lo realizado por
Jamett et al. (2001) y modificado por Gatica (2007).

—7 1 mL de muestra S2-cepa bacteriana
=1 de suspension

|
.,L/' bacteriana.
|

B V/i i::>

Centrifugacion
al1l1.427xg

150 uL de PBS

P2-cepa bacteriana

—_—

—)

Figura 2. Procedimiento de centrifugacion de suspensiones bacterianas para su posterior uso en
“dot-blot”.

Para todas las muestras usadas en esta experiencia se determiné la concentracion de

proteinas totales por el método espectrofotométrico de Lowry (Lowry et al., 1951), usando

como estandar albumina sérica bovina (A.1, Anexo 2).

A.6.2- Segunda experiencia

En esta experiencia se realizd la metodologia ‘“dot-blot” de deteccion de P.
salmonis de una serie de muestras. En estos experimentos, la membrana de PVDF usada se
expuso a la pelicula fotosensible durante distintos tiempos (2, 5, 8, 10, 20 y 30 min). Todas
las muestras se cargaron en el aparato BioDot® en volimenes de 30 pL.

Se us6 muestras de ovas de salmon del Atlantico (S. salar) provenientes del desafio
principal con dos cepas de P. salmonis. A todas las siglas de muestras provenientes de estas
ovas se antepondra “A-" como nomenclatura. Un grupo de estas muestras provenian de seis
ovas desafiadas con la suspension SLGOB (A-SLGO;, A-SLGO3, A-SLGOs, A-SLGOy,
A-SLGO30 Y A-SLGOg0) y otras seis con la suspension LF (A-LF1, A-LF3, A-LFs, A-LF1o,
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A-LF3 Y A-LFeo) durante los seis distintos tiempos de incubacion (1, 3, 5, 10, 30 y 60
min). Otro grupo provino de ovas desafiadas con las suspensiones SLGOm (A-SLGOms y
A-SLGOmzp) durante 5y 30 min respectivamente, y LFm (A-LFms y A-LFmso), durante
los mismos tiempos. Se utilizé ademéas muestras de dos ovas desafiadas con la suspension
MEM (A-MEMs y A-MEMeo) durante 5 y 60 min, respectivamente. Estas muestras se
cargaron en membranas PVDF que se expusieron a cuatro peliculas, durante cuatro tiempos
distintos (2, 5, 8 y 20 min). Como controles positivo de la cinética, se usé6 muestras de
SLGOP y LF usadas como desafio de ovas de salmén del Atlantico (S. salar). Las
membranas PVDF con estos dos controles fueron expuestas a seis peliculas en seis tiempos
(2,5, 8,10, 20 y 30 min).

Durante el proceso de centrifugado de las ovas de salmén del Atléantico (S. salar) se
guardd la fraccion S2 (figura 1), producto del centrifugado a 11.427 x g, de la muestras A-
SLGO10, A-SLGOg0, A-LF10 y A-LFeo. Estas muestras S2 (S2A-SLGO10, S2A-SLGOeo,
S2A-LF10y S2A-LFeo) fueron usadas para la deteccion de P. salmonis mediante “dot-blot”,
donde se obtuvo dos peliculas expuestas a la membrana PVVDF en los tiempos 10 y 30 min.
También se usé una muestra de P. salmonis cepa LF-89 (LF*) perteneciente a una botella
de cultivo celular distinta a la usada en el presente desafio de ovas de salmén del Atlantico
(S. salar), también usada en la primera experiencia (A.6.1, Materiales y Métodos), la cual
se expuso a la pelicula durante seis tiempos (2, 5, 8, 10, 20 y 30 min). A partir de una
alicuota de LF* y de SLGOB, las que se centrifugaron a 11.427 x g, se obtuvieron una
fraccion S2 y otra P2. De estas fracciones se uso las muestras de S2 (S2-LF* y S2-SLGOp)
y P2 resuspendida en 150 pL de PBS (P2-LF* y P2-SLGOp) (figura 2). Estas ultimas
muestras se cargaron en una membrana PVDF que se expuso a dos peliculas durante 10 y
30 min respectivamente.

Durante el proceso de centrifugado de ovas se guardo la fraccion P1, producto de la
centrifugacion a 1.208 x g, de las muestras SLGOs y LFs (PLA-SLGOs Y P1A-LFs,
respectivamente). A partir de cada muestra de P1 se obtuvo dos alicuotas, un par se hirvié
dentro de tubos eppendorf® a bafio maria durante 5 min (P1LhA-SLGOs y P1hA-LFs) vy el
otro par se mantuvo tal cudl (P1A-SLGOs y P1A-LFs). Estas muestras de P1 fueron
cargadas en una membrana PVDF que se expuso a dos peliculas durante 10 y 30 min

respectivamente.
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Para alguna de las muestras usadas en esta segunda experiencia se determino la
concentracion de proteinas totales por el método espectrofotométrico de Lowry (Lowry et
al., 1951), usando como estandar albimina sérica bovina (A.2, Anexo 2).

A.6.3- Tercera experiencia

En estos experimentos, la membrana de PVDF usada se expuso a la pelicula
fotosensible durante dos tiempos (20 y 30 min).

Se us6 muestras de ovas de trucha arco iris (O. mykiss) provenientes del desafio
principal con dos cepas de P. salmonis. El sobrenadante bacteriano usado, para ambas
cepas, provino de las mismas botellas de cultivo celular (CHSE-214) usadas para el desafio
de ovas de salmon del Atlantico (S. salar) (A.6.2 de Materiales y Métodos). A todas las
siglas de muestras provenientes de ovas de trucha arco iris (O. mykiss) se antepondra “T-”
como nomenclatura. Un grupo de estas muestras provenian de seis ovas desafiadas con la
suspension SLGOP (T-SLGO1, T-SLGO3, T-SLGOs, T-SLGO10, T-SLGO30 y T-SLGOs0) Y
otras seis con la suspension LF (T-LFy, T-LF3, T-LFs, T-LF10, T-LF30 Y T-LFgo) durante
los seis distintos tiempos de incubacion (1, 3, 5, 10, 30 y 60 min). Otro grupo provino de
ovas desafiadas con las suspensiones SLGOm (T-SLGOms y T-SLGOm3p) durante 5 y 30
min respectivamente, y LFm (T-LFms y T-LFma3o), durante los mismos tiempos. Se utilizd
ademas muestras de dos ovas desafiadas con la suspension MEM (T-MEMs y T-MEMeo)
durante 5 y 60 min, respectivamente. Todas estas muestras se cargaron en membranas
PVDF que se expusieron a dos peliculas, durante dos tiempos distintos (10 y 30 min) y se
cargaron en el aparato BioDot® en volimenes de 30 pL. Como controles positivo de la
cinética, se us6 las muestras de SLGO-95 (SLGOp) y LF-89 (LF) usadas como desafio de
ovas de trucha arco iris (O. mykiss) sefialadas anteriormente, y cada una se cargd en
volimenes de 15 y 30 pL. Estas muestras de ambas cepas de P. salmonis provenian de las
mismas botellas de cultivo celular a las usadas como desafio de ovas de salmén del
Atlantico (S. salar) (A.6.2, Materiales y Métodos). Las membranas PVDF con estos dos
controles fueron expuestas a dos peliculas en dos tiempos (10 y 30 min).

Basandose en resultados de la segunda experiencia, durante el proceso de
centrifugado de las ovas de trucha arco iris (O. mykiss) se guardé la fraccion S2 (figura 1),
producto del centrifugado a 11.427 x g, de todas las muestras de ovas desafiadas con ambas
cepas de P. salmonis. Estas muestras S2, tanto las desafiadas con SLGO-95 (S2T-SLGO;q,
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S2T-SLGO3z, S2T-SLGOs, S2T-SLGO10, S2T-SLGO30 y S2T-SLGOs0) como con LF-89
(S2T-LF1, S2T-LFs, S2T-LFs, S2T-LF10, S2T-LF30 y S2T-LFeo), fueron usadas para la
deteccion de P. salmonis mediante “dot-blot”, donde se obtuvo dos peliculas expuestas a la
membrana PVDF en los tiempos 10 y 20 minutos. Para estas muestras, se cargo volimenes
de 30 pL sobre la membrana PVDF.

Para todas las muestras S2 provenientes de ovas usadas en esta tercera experiencia
se determind la concentracion de proteinas totales por el método espectrofotométrico de

Lowry (Lowry et al., 1951), usando como estandar albdmina sérica bovina (A.3, Anexo 2).

B- Observacion mediante microscopia electronica de barrido (MEB) de la infeccion de

ovas de salmdn del Atlantico y trucha arco iris con dos cepas de P. salmonis

B.1- Procesamiento y observacion de muestras para MEB

Se procesaron muestras de ovas de salmén del Atlantico (S. salar) y trucha arco iris
(O. mykiss) desafiadas durante 5 min con las cepas LF-89 y SLGO-95 de P. salmonis.
Ademéas como control se procesé una ova de cada especie, incubadas durante 5 min en
MEM. El método de procesamiento para MEB que se sefiala a continuacion esta de acuerdo
a lo descrito por Quinteros (2006).

Las ovas de ambas especies salmonideas usadas en la cinética de desafio, luego de
ser desafiada con suspensiones bacterianas (LF-89 y SLGO-95) durante 5 min, fueron
fijadas en glutaraldehido al 3% en solucién tampon cacodilato de sodio (0,1 M) a
temperatura ambiente durante 24 h. Posteriormente, las muestras fueron lavadas dos veces
en solucién tampdn cacodilato de sodio 0,1 M por 30 min. Terminado el lavado, las
muestras fueron deshidratadas en concentraciones crecientes de acetona (30, 50, 70, 95 y
100%), haciendo tres recambios de la misma concentracion cada 20 min a excepcion de la
ultima concentracion (100%) en la cual se hizo tres recambios cada 60 min. Posteriormente
fueron llevadas al secado de punto critico y sombreadas con oro con un espesor de 20 nm.
Las muestras se guardaron al vacio en un desecador hasta el momento de su observacion en

un microscopio de barrido.

C.- Analisis de resultados
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Respecto al andlisis de resultados de los “dot-blot”, la reaccion quimioluminiscente
entre la peroxidasa del segundo anticuerpo y el sustrato quedo registrada en la pelicula
fotosensible, indicando la presencia de P. salmonis en la muestra. Para analizar los
resultados se cargd en el BioDot® una muestra de sobrenadante de cultivo celular de cada
cepa P. salmonis usada en desafios, cuyos pixeles totales, medidos por densitometria,
corresponderian como referencia al 100% de carga bacteriana inicial. El pixelaje del resto
de las muestras se expresd como porcentaje de adhesion e ingreso a la ova con respecto a la
carga bacteriana inicial. Se realiz6 un analisis descriptivo con relacion al tiempo y el
porcentaje de adhesion e ingreso a las ovas. Para comparar los resultados entre las dos
cepas Yy entre las dos especies de ovas se realizaria un andlisis estadistico por medio de la
prueba de “t-Student” para dos medias aritméticas.

Por otra parte, para el analisis de las imagenes de las muestras sometidas a MEB,
estas fueron fotografiadas con pelicula de formato 120, obteniéndose negativos donde se
realizaron, cuando correspondia, mediciones de estructuras asociadas a las ovas, asi como
de las bacterias. Todos los negativos fueron digitalizados al formato de compresion JPG
mediante un escaner de color, las transparencias y las imagenes obtenidas fueron
finalmente transformadas a positivo mediante un programa computacional de edicion de
imagenes (“602 Pro PC Suite Photoeditor v. 200b™).
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RESULTADOS

A.- Determinacion, mediante la metodologia “dot-blot”, de la cinética de infeccion de
Piscirickettsia salmonis en ovas de dos especies salmonideas desafiadas con las cepas
SLGO-95y LF-89

A.1- Primera experiencia
Cabe recordar, como se indico en el punto A.6.1 de Material y Métodos, que las
muestras usadas en esta primera experiencia corresponden a ovas de la especie salmén del

Atlantico (Salmo salar) desafiadas con la cepa SLGO-95 de Piscirickettsia salmonis.

A.1.1- Controles positivos

La muestra de bacteria usada en el desafio (SLGOa), que fue cargada como control
positivo de la deteccion de P. salmonis, gener6 positividad en las peliculas expuestas a la
membrana PVDF durante los tres tiempos de exposicion (2, 5 y 8 min), al igual que la

muestra SLGO*. Ambas muestras pueden observarse a continuacién en la figura 3.

Tiempo de exposicion de peliculas fotosensibles
a membrana PVDF!
2 min 5 min 8 min

[
« [ [

Figura 3. Puntos de positividad al “dot-blot” de muestras de dos sobrenadantes de cultivo celular
(CHSE-214), pasados por un filtro millipore de 5u, infectadas con la cepa SLGO-95 de
Piscirickettsia salmonis. Cada muestra bacteriana proviene de botellas de cultivo celular diferentes;
SLGOuq, usada en el primer desafio de ovas de salmon del Atlantico (Salmo salar), y SLGO¥*,
proveniente de otra botella de cultivo celular con el mismo nimero de pasajes y un efecto citopatico
similar. En la imagen se puede observar que, en los tres tiempos de exposicion de la pelicula
fotosensible a la membrana PVDF!, ambos controles positivos generan puntos de positividad.

1- Membrana de polivinildifluoruro (Inmun-Blot® PVDF “membrane for protein blotting” 0,2 um, BioRad®).
Mediante el analisis densitométrico, con el “software” “Un-Scanlt®”, se demostrd
que la muestra SLGOa presentd una mayor cantidad de pixeles en la pelicula fotosensible

expuesta durante 5 min a la quimioluminiscencia de la membrana PVDF. En cambio la
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muestra SLGO* generd un pixelaje mayor en la pelicula con el tiempo mayor de exposicion

(8 min) a la membrana PVDF. Estos datos se muestran en la tabla 2 y gréfico 1.

Tabla 2. Pixeles, calculados mediante densitometria, generados por las muestras SLGOa! y
SLGO*? en las peliculas correspondientes a los tres tiempos de exposicion a la membrana PVDF,

Muestras  Tiempo de exposicion de peliculas fotosensibles
sometidas a membrana PVDF?®

a “dot-blot”

2 min 5 min 8 min
SLGOa 22.792 49.430 26.351
SLGO*? 24.806 27.018 33.639

1. SLGO-95 (pasaje 10) usada como desafio de ovas de salmén del Atlantico (Salmo salar).

2. SLGO-95 (pasaje 10) perteneciente a una botella de cultivo distinta a la usada en el desafio de ovas de
salmdn del Atléntico (S. salar).

3. Membrana de polivinildifluoruro (Inmun-Blot® PVDF “membrane for protein blotting” 0,2 um, BioRad®).

50000
40000
$ 30000
= ESLGOa
(=
20000
mSLGO*

10000

2min 5min 8 min

Tiempo de exposicion de peliculas
fotosensibles a membrana PVDF!

Gréfico 1. Pixeles generados por las muestras SLGOa y SLGO* (controles positivos de “dot-blot”
en primera experiencia) en tres peliculas fotosensibles durante sus tres respectivos tiempos de
exposicion a la membrana PVDF!. En el caso de SLGOa (suspension bacteriana de cepa SLGO-95,
usada en desafio de ovas), esta alcanzé un mayor nimero de pixeles a los 5 min de exposicion de la
pelicula a la membrana PVDF!, mientras que SLGO* (suspensién bacteriana de cepa SLGO-95, de
botella de cultivo celular distinta a SLGOa) lo alcanzo a los 8 min.

1- Membrana de polivinildifluoruro (Inmun-Blot® PVDF “membrane for protein blotting” 0,2 pm, BioRad®).

Las muestras obtenidas de la centrifugaciéon a 11.427 x g de una alicuota de SLGO*
(S2-SLGO* y P2-SLGO¥*) generaron positividad en los tiempos de exposicion 2, 5y 8 min,

como se puede observar en la figura 4.
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Tiempo de exposicion de peliculas fotosensibles
a membrana PVDF!

2 min 5 min 8 min

S2-SLGO*

P2-SLGO*

Figura 4. Puntos de positividad al “dot-blot” de muestras resultantes de la centrifugacion a 11.427
X g de una alicuota de sobrenadante de cultivo celular (CHSE-214) infectado con la cepa SLGO-95
de Piscirickettsia salmonis (SLGO*). Ambas muestras derivadas de SLGO*, la fraccion
sobrenadante (S2), denominada S2-SLGO*, y la fraccion precipitada (P2), denominada P2-SLGO¥,
fueron positivas en las tres peliculas fotosensibles expuestas cada una durante tres tiempos a la
membrana PVDF,

1- Membrana de polivinildifluoruro (Inmun-Blot® PVDF “membrane for protein blotting” 0,2 um, BioRad®).

Las mediciones densitométricas de las muestras S2-SLGO* y P2-SLGO* mostraron
una mayor cantidad de pixeles en la pelicula expuesta durante 5 min a la membrana. En
este caso, la muestra P2-SLGO* correspondié al 55,5% respecto a la suma de los pixeles
generados por ella y S2-SLGO*. Esta relacion no se repitié en las peliculas expuestas
durante 2 y 8 min. Mayor detalle respecto a estos valores se muestra a continuacion en la

tabla 3 y el gréfico 2.

Tabla 3. Pixeles, calculados mediante densitometria, generados por las muestras S2-SLGO*! y P2-
SLGO*? en los tres tiempos de exposicion de la membrana PVDF? a cada pelicula.

Tiempo de exposicion de peliculas fotosensibles

Muesggas a membrana PVDF®
sometidas
a “dot-blot” 2 min 5 min 8 min

Pixeles Porcentaje @ Pixeles Porcentaje | Pixeles Porcentaje
S2-SLGO*! 30.722 47,9 49.430 445 49.617 63,4

P2-SLGO*?  33.450 52,1 61.763 55,5 28.629 36,6

1. Fraccion sobrenadante (S2) producto de la centrifugacion a 11.427 x g de una cepa viva de SLGO-95.
2. Fraccidn precipitada (P2) producto de la centrifugacion a 11.427 x g de una cepa viva de SLGO-95.
3. Membrana de polivinildifluoruro (Inmun-Blot® PVDF “membrane for protein blotting” 0,2 um, BioRad®).
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Gréfico 2. Pixeles generados al “dot-blot” por las fracciones, sobrenadante (S2-SLGO*?) y
precipitado (P2-SLGO*3), resultantes de la centrifugacion de la cepa SLGO-95 de Piscirickettsia
salmonis.

1. Membrana de polivinildifluoruro (Inmun-Blot® PVDF “membrane for protein blotting” 0,2 um, BioRad®).
2. Fraccidn sobrenadante (S2) producto de la centrifugacion a 11.427 x g de una cepa viva de SLGO-95.
3. Fraccidn precipitada (P2) producto de la centrifugacion a 11.427 x g de una cepa viva de SLGO-95.

En relacion con la muestra LF*, esta generd positividad en todos los tiempos de
exposicion de la pelicula fotosensible (2, 5y 8 min), lo que se puede observar en la figura
5.

Tiempo de exposicion de peliculas fotosensibles
a membrana PVDF!
2 min 5 min 8 min

LF*

Figura 5. Puntos de positividad generados por una muestra, LF*, de sobrenadante de cultivo celular
(CHSE-214) infectado con la cepa LF-89 de Piscirickettsia salmonis sometida a “dot-blot”. El
cultivo celular fue utilizado con un 100% de efecto citopético, y corresponde a una muestra que ya
habia sido utilizada con éxito durante el proceso de estandarizacion de la metodologia “dot-blot”
(Gatica, 2007). LF* generd puntos de positividad en las tres peliculas fotosensibles usadas para
observar resultados.

1. Membrana de polivinildifluoruro (Inmun-Blot® PVDF “membrane for protein blotting” 0,2 um, BioRad®).

Los resultados de la medicion de densitometria de los puntos generados por la
muestra LF* en las peliculas, mostraron un mayor nimero de pixeles a los 8 min de

exposicion a la quimioluminiscencia. Los datos se muestran en la tabla 4 y el gréafico 3.
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Tabla 4. Pixeles, calculados mediante densitometria, generados por la muestra LF*! en tres
distintas peliculas expuestas durante tres tiempos (2, 5y 8 min) a la membrana PVDF2,

Muestras  Tiempo de exposicion de peliculas fotosensibles

sometidas a membrana PVDF2
a “dot-blot” 2 min 5 min 8 min
LF*! 111.934 134.116 137.147

1. Cepa LF-89 de Piscirickettsia salmonis usada en desafios de ovas de trucha arco iris (O. mykiss) durante el
proceso de estandarizacion del método “dot-blot” (Gatica, 2007).
2. Membrana de polivinildifluoruro (Inmun-Blot® PVDF “membrane for protein blotting” 0,2 um, BioRad®).
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fotosensibles a membrana PVDF!

Grafico 3. Pixeles generados por la muestra LF* en tres distintas peliculas expuestas durante tres
tiempos (2, 5y 8 min) a la membrana PVDF.

1. Membrana de polivinildifluoruro (Inmun-Blot® PVDF “membrane for protein blotting” 0,2 um, BioRad®).

A.1.2- Controles negativos

Los controles negativos, correspondientes a las muestras A-MEMs, A-MEMso, A-
SLGOms y A-SLGOmsg, fueron negativos a la deteccion de P. salmonis mediante la

metodologia “dot-blot”.

A.1.3- Cinética de infeccién de P. salmonis cepa SLGO-95 en ovas de salmdn del Atlantico

Ninguna de las muestras de ovas de salmon del Atlantico (S. salar) desafiadas
durante diferentes tiempos con la cepa SLGO-95 (A-SLGO;, A-SLGO3, A-SLGOs, A-
SLGO10, A-SLGO3z0 y A-SLGOs0) generd puntos de positividad en las tres peliculas
expuestas a la membrana PVDF en los respectivos tiempos de exposicion (2, 5y 8 min).
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A.2- Segunda experiencia
En esta segunda experiencia, como se describio en el punto A.6.2 de Materiales y

Métodos, se busco detectar la presencia de antigenos bacterianos en muestras de ovas de
salmén del Atlantico (S. salar) desafiadas con dos cepas de P. salmonis (SLGO-95 y LF-
89).

A.2.1- Controles positivos

La muestra control positivo SLGOPB gener6 positividad en las peliculas
fotosensibles que se expusieron a la membrana PVDF desde los 8 min. La misma muestra
no mostrd positividad en las peliculas expuestas en los tiempos menores (2 y 5 min) (figura
6). Con respecto a los controles positivos de la cepa LF-89 (LF y LF*), éstos generaron
puntos de positividad en las seis peliculas correspondientes a todos los tiempos de
exposicion: 2, 5, 8, 10, 20 y 30 min (figura 6).

Mediante el estudio por densitometria, el nimero de pixeles generados por la
muestra de la cepa SLGO-95 (SLGOp), a partir de la pelicula expuesta durante 8 min a la
membrana PVDF, present6 un aumento a medida que el tiempo de exposicion de la pelicula
a la membrana fue mayor. En este caso, el mayor nimero de pixeles se presenté a los 20
min de exposicion (28.991), mientras que a los 30 min (28.944 Pixeles) no difirié por
mucho de los pixeles generados a los 20 min (tabla 5). En el caso de las muestras de LF-89,
LF y LF*, el mayor nimero de pixeles se presentd en los tiempos menores de exposicion de
la pelicula a la membrana. La muestra LF presenté un mayor numero de pixeles a los 5 min
de exposicion (137.640 pixeles), mientras que para la muestra LF* fue a los 2 min de
exposicion (173.944 pixeles). En estos casos, desde el momento del “peak” de pixelaje
estos disminuyeron a medida que aumento el tiempo de exposicion de la pelicula a la
membrana PVDF (tabla 5 y grafico 4).
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Tiempo de exposicién de peliculas fotosensibles
a membrana PVDF!

2 min 5min 8 min 10 min 20 min

Figura 6. Puntos de positividad al “dot-blot” de muestras de sobrenadante de cultivo celular
(CHSE-214), infectado con las cepas SLGO-95 (pasaje 10) y LF-89 de Piscirickettsia salmonis.
Estas muestras corresponden a controles positivos de la infeccion (SLGOB, LF y LF*) del desafio
principal? de ovas. SLGOP (cepa SLGO-95) genera puntos de positividad en las peliculas expuestas
a la membrana PVDF! durante 8 3, 10, 20 y 30 min respectivamente. Por otra parte, LF (LF-89
usada en el desafio principal de ovas) y LF* (LF-89 utilizada en desafio de ovas mientras se
estandarizd la metodologia “dot-blot”) generaron positividad en todas peliculas expuestas a la
membrana PVDF! (2, 5, 8, 10, 20 y 30 min).

1. Membrana de polivinildifluoruro (Inmun-Blot® PVDF “membrane for protein blotting” 0,2 pm, BioRad®).
2. Desafio principal; desafio de ovas de dos especies de salmonidos (salmon del Atlantico y trucha arco iris)
con dos cepas de P. salmonis (SLGO-95 y LF-89).

3. Ningln contraste computacional de la imagen permitié que el punto de positividad generado por SLGOp en
la pelicula fotosensible expuesta 8 min a la membrana PVDF fuera visible luego de ser impreso a papel.

30 mjn_

LF*

Tabla 5. Pixeles, calculados mediante densitometria, generados por las muestras control positivo de
infeccion (SLGO-95 y LF-89) en seis peliculas expuestas durante seis tiempos a la membrana
PVDF.

Tiempo de exposicion de peliculas fotosensibles a membrana PVDF!

2 min 5 min 8 min 10 min 20 min 30 min
SLGOB? 0 0 2.589 27.248 28.991 28.944
LF3 76.789 137.640 | 130.201 | 129.006 | 120.643 | 88.892
LF** 173.944 | 151.738 | 142.864 | 129.655 96.215 92.665

1. Membrana de polivinildifluoruro (Inmun-Blot® PVDF “membrane for protein blotting” 0,2 um, BioRad®).

2. Cepa SLGO-95 usada en el desafio principal de ovas de especies salmonideas.
3. Cepa LF-89 usada en el desafio principal de ovas de especies salmonideas.

4. Cepa LF-89 usada en una memoria de titulo anterior, la cual tiene una probada positividad a la metodologia
“dot-blot” para la deteccion de Piscirickettsia salmonis.
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Gréfico 4. Pixeles generados por las muestras control positivo de infeccion (SLGOR?, LF® y LF*%)
en seis peliculas expuestas durante seis tiempos a la membrana PVDF.

1. Membrana de polivinildifluoruro (Inmun-Blot® PVDF “membrane for protein blotting” 0,2 um, BioRad®).
2. Cepa SLGO-95 usada en el desafio principal de ovas de especies salmonideas.

3. Cepa LF-89 usada en el desafio principal de ovas de especies salmonideas.

4. Cepa LF-89 usada en una memoria de titulo anterior, la cudl tiene una probada positividad a la metodologia
“dot-blot” para la deteccion de Piscirickettsia salmonis.

Las muestras S2-LF* y P2-LF* generaron puntos de positividad en las dos

peliculas, expuestas 10 y 30 min respectivamente (figura 7).

Tiempo de exposicion de
peliculas fotosensibles
a membrana PVDF!

10 min 30 min

S2-LF*

—
G
I

Figura 7. Puntos de positividad al “dot-blot” de muestras correspondientes a las fracciones
resultantes de la centrifugacion a 11.427 x g de una alicuota de la muestra LF*2, La primera fila
corresponde a los puntos de positividad generados por la fraccion sobrenadante (S2) de la muestra
LF* (S2-LF*), durante dos tiempos de exposicion de la pelicula fotosensible a la membrana PVDF!
(10 y 30 min). La segunda fila corresponde a los puntos de positividad generados por la fraccion
precipitada (P2) de la muestra LF* (P2-LF*), durante los mismos dos tiempos de exposicion que la
muestra S2-LF*.

1. Membrana de polivinildifluoruro (Inmun-Blot® PVDF “membrane for protein blotting” 0,2 um, BioRad®).
2. Sobrenadante de cultivo celular (CHSE-214) infectado con la cepa LF-89 de Piscirickettsia salmonis.

P2-LF*
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En la pelicula expuesta 10 min a la membrana PVDF, la muestra S2-LF* generd
37.855 pixeles, mientras que la muestra P2-LF* alcanzo los 46.259 (tabla 6). Por otra parte,
en la pelicula expuesta 30 min la muestra S2-LF* gener6 15.176 pixeles y la muestra P2-
LF* 23.786 pixeles (tabla 6). En la tabla 6 se establece una relacion de porcentaje entre
muestras S2 y P2 dentro de una misma pelicula, donde el 100% seria la suma total de
ambos pixelajes. En el grafico 5 se muestra la relacion de porcentaje entre ambas muestras
obtenidas en dos peliculas expuestas durante distintos tiempos (10 y 30 min), mientras en el
gréfico 6 se visualiza la misma relacién en base al nimero de pixeles generados.

Tabla 6. Pixeles, calculados mediante densitometria, generados por las muestras S2-LF*! y P2-
LF*2 en dos peliculas. Relacion en porcentaje de la suma de pixeles de ambas muestras sobre una
misma pelicula.

Tiempo de exposicion de peliculas fotosensibles

Muestras a membrana PVDF?
sometidas - .
a “dot-blot” 10 min 30 min
Pixeles Porcentaje Pixeles Porcentaje
S2-LF*! 37.855 45 15.176 39
P2-LF*2 46.259 55 23.786 61

1. Fraccion sobrenadante (S2) de la centrifugacién a 11.427 x g de la cepa LF-89.
2. Fraccion precipitada (P2) de la centrifugacion a 11.427 x g de la cepa LF-89.
3. Membrana de polivinildifluoruro (Inmun-Blot® PVDF “membrane for protein blotting” 0,2 um, BioRad®).

WS2-LF*

Porcentaje

WP2-LF*

10 min 30 min

Tiempo de exposicion de peliculas
fotosensibles a membrana PVDF

Gréfico 5. Porcentaje en relacion a la suma de pixeles entre las muestras S2-LF* y P2-LF*
generadas en dos tiempos de exposicion de pelicula a membrana de polivinildifluoruro (PVDF) (10
y 30 min).
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Gréfico 6. Pixeles generados por las muestras S2-LF* y P2-LF* durante dos tiempos de exposicion
de pelicula a membrana de polivinildifluoruro (PVDF) (10 y 30 min).

La muestra S2-SLGOp (figura 8) generé un punto de positividad en las dos
peliculas expuestas cada una 10 y 30 min respectivamente. La muestra de P2-SLGOp no

generd punto de positividad en ninguna de las dos peliculas reveladas en los tiempos de

exposicion 10 y 30 min (figura 8).

Tiempo de exposicion de
peliculas fotosensibles
a membrana PVDF!
10 min 30 min

S2-SLGOB | .
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Figura 8. Puntos de positividad al “dot-blot” de muestras correspondientes a la centrifugacion a
11.427 x g de una alicuota de la cepa SLGO-95 de Piscirickettsia salmonis. La primera fila
corresponde a los puntos de positividad generados por la fraccion sobrenadante (S2) de la muestra
SLGOR? (S2-SLGOp) durante dos tiempos de exposicion de la pelicula fotosensible a la membrana
PVDF! (10 y 30 min). La segunda fila corresponde a la zona de la pelicula que no gener
positividad a partir de la fraccion precipitada (P2) de la muestra SLGOp (P2- SLGOp) durante los
mismos dos tiempos de exposicion.

1. Membrana de polivinildifluoruro (Inmun-Blot® PVDF “membrane for protein blotting” 0,2 um, BioRad®).
2. Sobrenadante de cultivo celular (CHSE-214) infectado con la cepa SLGO-95 de Piscirickettsia salmonis,
usada en el desafio principal de ovas de especies salmonideas.
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En la pelicula expuesta 10 min a la membrana PVDF, la muestra S2-SLGOP generd
9.249 pixeles, mientras que la muestra P2-SLGO no genero positividad (tabla 7). Por otra
parte, en la pelicula expuesta 30 min la muestra S2-SLGOp gener6 18.439 pixeles y la

muestra P2-SLGOP nuevamente no generd positividad (tabla 7 y grafico 7).

Tabla 7. Pixeles, calculados mediante densitometria, obtenidos por las muestras S2-SLGOp! y P2-
SLGOpB2

Muestras Tiempo de exposicion de peliculas fotosensibles
sometidas a membrana PVDF!
a “dot-blot” 10 min 30 min
S2-SLGOp? 9.2489 18.439
P2-SLGOp? 0 0

1. Fraccidn sobrenadante (S2) de la centrifugacion a 11.427 x g de SLGOB*.

2. Fraccion precipitada (P2) de la centrifugacion a 11.427 x g de SLGOB*.

3. Membrana de polivinildifluoruro (Inmun-Blot® PVDF “membrane for protein blotting” 0,2 um, BioRad®).
4. Sobrenadante de cultivo celular (CHSE-214) infectado con la cepa SLGO-95 de Piscirickettsia salmonis,
usada en el desafio principal de ovas de especies salmonideas.

pixeles

mS2-SLGOB
@ P2-SLGOP

10 min 30 min

Tiempo de exposicion de peliculas fotosensibles a membrana PVDF!

Gréfico 7. Pixeles generados por las muestras S2-SLGOB*? y P2-SLGOB*2 en dos tiempos de
exposicion de membrana a membrana PVDF! (10 y 30 min).

1. Membrana de polivinildifluoruro (Inmun-Blot® PVDF “membrane for protein blotting” 0,2 um, BioRad®).
2. Fraccion sobrenadante (S2) de la centrifugacion a 11.427 x g de SLGOp*.

3. Fraccion precipitada (P2) de la centrifugacion a 11.427 x g de SLGOB*.

4. Sobrenadante de cultivo celular (CHSE-214) infectado con la cepa SLGO-95 de Piscirickettsia salmonis,
usada en el desafio principal de ovas de especies salmonideas.

A.2.2- Controles negativos

Los controles negativos, correspondientes a las muestras A-SLGOms, A-SLGOmazy,
A-MEMs, A-MEMgo, A-LFms y A-LFms, también fueron expuestas a la pelicula
fotosensible en los tiempos 2, 5, 8 y 20 min. Todos estos controles fueron negativos a la

deteccion de P. salmonis mediante la metodologia “dot-blot”.
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A.2.3- Cinética de infeccidn de dos cepas de P. salmonis en ovas de salmdn del Atlantico

Las muestras ovas de salmén del Atléantico (S. salar), procesadas como se sefiala en
el punto A.4 de Materiales y Métodos, desafiadas con la cepa SLGO-95 durante todos los
tiempos de la cinética (A-SLGO;, A-SLGOs3, A-SLGOs, A-SLGO10, A-SLGOz y A-
SLGOso) no generaron puntos de positividad en ninguna de las cuatro peliculas
fotosensibles expuestas durante los cuatro tiempos de exposicion a la membrana PVDF (2,
5, 8 y 20 min). En relacion a las muestras de ovas de salmon Atlantico (S. salar) desafiadas
con la cepa LF-89, la cinética de infeccion demostr6 negatividad entre los tiempos de 1 a
30 min (A-LF1, A-LF3, A-LFs, A-LF10 y A-LF30), independiente del tiempo de exposicion
de la pelicula fotosensible (2, 5, 8 y 20 min). En el caso de la muestra expuesta durante 60
min (A-LFeo), esta generd un punto de positividad sélo en la pelicula que fue expuesta a la

membrana PVDF durante 20 min (Figura 9).

20 min de exposicion de pelicula fotosensible
a membrana PVDF!

A-LFgo

Figura 9. La imagen muestra el punto de positividad generado al “dot-blot” por la muestra de ova
de salmén del Atlantico (Salmo salar) desafiada a la cepa LF-89 de Piscirickettsia salmonis durante
60 min (A-LFeo). Se observa ademas, un “background” generado en la pelicula expuesta durante 20
min a la quimioluminiscencia.

1. Membrana de polivinildifluoruro (Inmun-Blot® PVDF “membrane for protein blotting” 0,2 um, BioRad®).
Con respecto a la medicion de pixeles, el punto generado por la muestra expuesta
durante 60 min (A-LFeo) correspondid al 27% respecto al pixelaje, en la misma pelicula, de
la muestra de la bacteria total (LF) usada como desafio de ovas de salmoén del Atlantico (S.
salar). Detalle del nimero de pixeles del punto de positividad se muestra en la tabla 8 y se

visualiza en el grafico 8.
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Tabla 8. Pixelaje, calculados mediante densitometria, de los puntos generados por las muestras A-
LFe' y LF? en la pelicula expuesta durante 20 min a la membrana PVDF3. Porcentaje de A-LFeso*
respecto la muestra de desafio (LF?).

20 min de exposicién de pelicula fotosensible

Muestras sometidas a membrana PVDE?

a “dot-blot” Pixeles Porcentaje
= 174.551 100
A-LFeo" 48.364 21,7

1. Muestra de ova de salmon del Atlantico (Salmo salar) desafiada durante 60 min con LF-89.
2. Muestra de LF-89 usada como desafio de ovas de salmén del Atlantico (Salmo salar) en desafio principal.
3. Membrana de polivinildifluoruro (Inmun-Blot® PVDF “membrane for protein blotting” 0,2 um, BioRad®).
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Gréfico 8. Pixelaje de los puntos generados por las muestras A-LFg? y LF?, en la pelicula expuesta
durante 20 min a la membrana PVDF™.

1. Membrana de polivinildifluoruro (Inmun-Blot® PVDF “membrane for protein blotting” 0,2 um, BioRad®).
2. Muestra de ova de salmon del Atlantico desafiada durante 60 min con LF-89.
3. Muestra de LF-89 usada como desafio de ovas de salmén del Atlantico (Salmo salar) en desafio principal.

Los sobrenadantes (S2) de los homogeneizado de dos ovas, expuestas a SLGO-95,
denominadas S2A-SLGO10 y S2A-SLGOeo, Y otra a la cepa LF-89, denominada S2A-LFeo,
s6lo mostraron positividad cuando la pelicula fotosensible fue expuesta durante 30 min. Por
otra parte, la muestra S2A-LF1o (ova de salmén del Atlantico desafiada durante 10 min con
la cepa LF-89) gener6 positividad en ambas peliculas (10 y 30 min de exposicion a la

membrana PVDF) (figura 10).
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Figura 10. Puntos de positividad al “dot-blot” generados por las muestras S2 (fracciones
sobrenadantes) producto de la centrifugacion a 11.427 x g de cuatro ovas de salmén del Atlantico
(Salmo salar) desafiadas con SLGO-95 y LF-89 (A-SLGO19, A-SLGOgo, A-LF10 Yy A-LFeo), en dos
peliculas expuestas 10 y 30 min a la membrana polivinildifluoruro (PVDF). A esta imagen se
aumentd el contraste computacionalmente en un 40 % para visualizar mejor los puntos de
positividad.

Los pixeles obtenidos por medicion de densitometria de los puntos generados por
las muestras S2A-SLGO10 y S2A-SLGOgo se compararon porcentualmente entre si a partir
de un 100% representado por la muestra SLGOP, correspondiente a la cepa SLGO-95
usada como desafio de las ovas originarias de las muestras ya hombradas. En el caso de la
pelicula expuesta 10 min a la membrana PVDF, la muestra S2A-SLGO1o correspondi6 al
25,3% del ntimero de pixeles generados por la muestra SLGOP, mientras que la muestra
S2A-SLGOgo no genero positividad al “dot-blot”. En el caso de la pelicula expuesta 30 min,
la muestra S2A-SLGO1o generd pixeles que representaron el 67,8% y la muestra S2A-
SLGOso 17,5% (tabla 9 y gréfico 9).
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Tabla 9. Pixeles y porcentaje, respecto del control positivo (SLGOB?!), de las muestras S2A-
SLGO10? y S2A-SLGOs¢°.

Muestras Tiempo de exposicion de peliculas fotosensibles a membrana PVDF*
sometidas 10 min 30 min
a “dot-blot” Pixeles Porcentaje Pixeles Porcentaje
SLGOB? 27.248 100 28.944 100
S2A-SLGO10? 6.891 25,3 19.637 67,8
S2A-SLGOg® - - 5.059 17,5

1. Cepa SLGO-95 usada como desafio de ovas de salmdn del Atlantico (Salmo salar) en desafio principal.

2. Fraccion sobrenadante (S2) de la centrifugacion a 11.427 x g de ova de salmon del Atlantico (S. salar)
desafiada durante 10 min con la cepa SLGO-95.

3. Fraccion sobrenadante (S2) de la centrifugacion a 11.427 x g de ova de salmon del Atlantico (S. salar)
desafiada durante 60 min con la cepa SLGO-95.

4. Membrana de polivinildifluoruro (Inmun-Blot® PVDF “membrane for protein blotting” 0,2 um, BioRad®).
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Tiempo de exposicion de peliculas fotosensibles
amembrana de polivinildifluoruro (PVDF)

Gréfico 9. Pixeles, respecto del control positivo (SLGOP?), de las muestras S2A-SLGO10? y S2A-
SLGOgo®.

1. Cepa SLGO-95 usada como desafio de ovas de salmdn del Atlantico (Salmo salar) en desafio principal.

2. Fraccién sobrenadante (S2) de la centrifugacion a 11.427 x g de ova de salmon del Atlantico (S. salar)
desafiada durante 10 min con la cepa SLGO-95.

3. Fraccién sobrenadante (S2) de la centrifugacion a 11.427 x g de ova de salmon del Atlantico (S. salar)
desafiada durante 60 min con la cepa SLGO-95.

En el caso del nimero de pixeles de los puntos generados por las muestras S2A-
LFio y S2A-LFeo también se compararon porcentualmente respecto de un 100%
representado por la muestra LF, correspondiente a la cepa LF-89 usada como desafio de las
mismas ovas. En el caso de la pelicula expuesta 10 min a la membrana PVDF, las muestras
S2A-LF1o (S2 de ova de salmdn del Atlantico desafiada durante 10 min con LF-89) y S2A-
LFeo (S2 de ova de la misma especie desafiada durante 60 min con LF-89) no generaron

pixelaje (tabla 10). En el caso de la pelicula expuesta 30 min, la muestra S2A-LF1o genero
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pixeles que representaron el 4,2% y la muestra S2A-LFso 21,8%, ambas respecto de los

pixeles generados por el control positivo LF (tabla 10 y grafico 10).

Tabla 10. Pixeles y porcentaje, respecto del control positivo (LF?), de S2A-LF1? y S2A-LFec®.

Muestras
sometidas
a “dot-blot”

LF!
S2A-LF1p?
S2A-LFgp®

Tiempo de exposicion de peliculas fotosensibles
a membrana PVDF!

10 min 30 min
Pixeles Porcentaje Pixeles Porcentaje
129.006 100 88.892 100
- - 3.706 4,2
- - 19.416 21,8

1. Cepa LF-89 usada como desafio de ovas de salmén del Atlantico (Salmo salar) en desafio principal.

2. Fraccion sobrenadante (S2) de la centrifugacion a 11.427 x g de ova de salmdn del Atlantico (S. salar)
desafiada durante 10 min con la cepa LF-89.

3. Fraccién sobrenadante (S2) de la centrifugacion a 11.427 x g de ova de salmén del Atlantico (S. salar)
desafiada durante 60 min con la cepa LF-89.

4. Membrana de polivinildifluoruro (Inmun-Blot® PVDF “membrane for protein blotting” 0,2 pm, BioRad®).
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Gréfico 10. Numero de pixeles, respecto del control positivo (LF'), de las muestras S2A-LFi® y

S2A-LFgo’.

1. Cepa LF-89 usada como desafio de ovas de salmdn del Atlantico (Salmo salar) en desafio principal.
2. Fraccién sobrenadante (S2) de la centrifugacion a 11.427 x g de ova de salmon del Atlantico (S. salar)

desafiada durante 10 min con la cepa LF-89.
3. Fraccién sobrenadante (S2) de la centrifugacion a 11.427 x g de ova de salmon del Atlantico (S. salar)

desafiada durante 60 min con la cepa LF-89.
Las muestras P1A-SLGOs, P1A-LFs y P1hA-SLGOs no generaron puntos de

positividad en ninguna de las dos peliculas expuestas a la membrana PVDF (10 y 30 min).

La muestra P1hA-LFs logré generar un punto de positividad sélo en la pelicula expuesta 30

min a la membrana PVDF (figura 11).
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Figura 11. Punto de positividad al “dot-blot” generado por la muestra P1hA-LFs2. Este punto sélo
se presento en la pelicula expuesta durante 30 min a la membrana PVDFL.

1. Membrana de polivinildifluoruro (Inmun-Blot® PVDF “membrane for protein blotting” 0,2 um, BioRad®).
2. Fraccion precipitada (P1), hervido durante 5 min, de la centrifugacién a 1.208 x g de una muestra de ova de
salmon del Atlantico (Salmo salar) desafiada durante 5 min con LF-89.

El valor de los pixeles de la muestra LF se tom6 como 100% para la determinacion
del porcentaje de estructuras bacterianas que se pudieron encontrar en la fraccién P1
hervida (P1h) producto de la centrifugacion a 1.208 x g del homogeneizado de una ova de
salmén del Atlantico (S. salar) desafiada durante 5min con la cepa LF-89 (A-LFs). S6lo en
la pelicula expuesta 30 min la muestra P1hA-LFs genero positividad, la cual correspondio
al 12,8% del numero de pixeles alcanzado por la muestra LF (control positivo) en la misma
pelicula (tabla 11 y grafico 11).

Tabla 11. Pixeles y porcentaje, respecto al control positivo (LF?), de la muestra PIhA-LFs2.
Muestras  Tiempo de exposicion de pelicula fotosensible a membrana PVDF?

sometidas 30 min

a “dot-blot” Pixeles Porcentaje
LF! 88.892 100
P1hA-LFs? 11.348 12,8

1. Cepa LF-89 usada como desafio de ovas de salmdn del Atlantico (Salmo salar) en desafio principal.

2. Fraccién precipitada (P1), hervida durante 5 min, de la centrifugacion a 1.208 x g de una muestra de ova de
salmon del Atlantico (Salmo salar) desafiada durante 5 min con LF-89.

3. Membrana de polivinildifluoruro (Inmun-Blot® PVDF “membrane for protein blotting” 0,2 um, BioRad®).
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Gréfico 11. Nimero de pixeles, respecto al control positivo (LF?), generados por la muestra P1hA-
LFsS.

1. Membrana polivinildifluoruro (PVVDF).

2. Cepa LF-89 usada como desafio de ovas de salmén del Atlantico (Salmo salar).

3. Fraccidn precipitado (P1), hervido durante 5 min, de la centrifugacion a 1.208 x g de una muestra de ova de
salmon del Atlantico (Salmo salar) desafiada durante 5 min con LF-89.

A.3- Tercera experiencia

En esta tercera experiencia, como se mostré en el punto A.6.3 de Materiales y
Métodos, se buscd detectar la presencia de antigenos bacterianos en muestras de ovas de
trucha arco iris (O. mykiss) desafiadas durante el desafio principal con dos cepas de P.
salmonis (SLGO-95 y LF-89).

A.3.1- Controles positivos
Los controles positivos, tanto SLGO-95 (SLGOP) como LF-89 (LF), generaron

positividad a la deteccion de P. salmonis en todos los volumenes cargados (30 y 15 uL).

Ambas cepas generaron puntos de positividad en las dos peliculas expuestas a la membrana

PVDF (20 y 30 min), ver figura 12.
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Figura 12. Puntos de positividad al “dot-blot” de las muestras controles positivos de la tercera
experiencia?, cargados cada uno en dos volimenes (30 y 15 pL) y donde la membrana PVDF! fue
expuesta en dos tiempos distintos a la pelicula fotosensible (20 y 30 min). Ambas cepas de
Piscirickettsia salmonis corresponden a “pools” bacterianos pertenecientes a las mismas botellas de
cultivo celular usadas en la segunda experiencia® (desafio principal®).

1. Membrana de polivinildifluoruro (Inmun-Blot® PVDF “membrane for protein blotting” 0,2 um, BioRad®).
2. Tercera experiencia; “dot-blot” realizados a muestras de ovas de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss)
expuestas a P. salmonis durante el desafio principal®.

3. Segunda experiencia; “dot-blot” realizados a muestras de ovas de salmon del Atlantico (Salmo salar)
expuestas a P. salmonis durante el desafio principal®.

4. Desafio principal; Infeccion experimental de ovas de dos especies salmonideas (salmén del Atlantico y
trucha arco iris) con dos cepas de P. salmonis (SLGO-95 y LF-89).

A simple vista no es posible apreciar una diferencia entre la intensidad de los puntos
generados por un misma muestra en los dos volumenes distintos de carga (30 y 15 uL). El
valor de los pixeles totales que se encontr6 en cada punto de positividad se detalla a

continuacion en la tabla 12 y el gréafico 12.

Tabla 12. Pixeles, calculados mediante densitometria, generados por los controles positivos usados
en la tercera experiencia®.
Tiempo de exposicion LF-89° SLGO-95*
de peliculas fotosensibles

a membrana PVDF? 30pL spL 30pL spL
20 min 143.224 139.248 44,318 35.515
30 min 126.905 120.313 33.144 30.243

1. Tercera experiencia; “dot-blot” realizados a muestras de ovas de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss)
expuestas a P. salmonis.

2. Membrana de polivinildifluoruro (Inmun-Blot® PVDF “membrane for protein blotting” 0,2 um, BioRad®).
3. Cepa LF-89 usada como desafio de ovas de dos especies salmonideas (control positivo).

4. Cepa SLGO-95 usada como desafio de ovas de dos especies salmonideas (control positivo).
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Grafico 12. Numero de pixeles de las muestras de SLGO-95 y LF-89 usadas como controles
positivos en la tercera experiencia.

1. Membrana de polivinildifluoruro (Inmun-Blot® PVDF “membrane for protein blotting” 0,2 um, BioRad®).

A.3.2- Controles negativos

Las muestras usadas como controles negativos para la metodologia “dot-blot” (T-
SLGOms, T-SLGOmzp, T-MEMs, T-MEMgo, T-LFms y T-LFmeg) fueron negativas. Las
fracciones S2 (subproducto del proceso de homogeneizado de cada muestra, figura 1 en
Materiales y Métodos) de estas mismas muestras controles negativos (S2T-SLGOms, S2T-
SLGOma3o, S2T-MEMSs, S2T-MEMeo, S2T-LFmsy S2T-LFmeo) también fueron negativos a

la deteccion de P. salmonis.

A.3.3- Cinética de infeccion de dos cepas P. salmonis en ovas de trucha arco iris

Las muestras finales de ovas de trucha arco iris (O. mykiss) desafiadas con la cepa
SLGO-95 durante los tiempos 1, 3, 10 y 60 de la cinética (T-SLGO1, T-SLGO3, T-SLGO1o
y T-SLGOeo) generaron puntos de positividad en la pelicula fotosensible expuesta durante
20 min a la membrana PVDF (figura 13), mientras que en la pelicula expuesta durante 10

min ninguna muestra genera positividad.
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Figura 13. Cinética de la infeccion de Piscirickettsia salmonis cepa SLGO-95 en ovas de trucha
arco iris (Oncorhynchus mykiss). La pelicula fotosensible fue expuesta a la membrana de
polivinildifluoruro (PVDF) durante 20 min.

La densitometria determino el nimero de pixeles de cada muestra, lo cual se detalla
en la tabla 13 y en el grafico 13. La muestra SLGOp, alicuota de la suspensién con la cepa
SLGO-95 y usada como control positivo del “dot-blot”, se establecié como muestra 100%
para poder comparar el porcentaje de estructuras bacterianas presentes en las distintas

muestras de ovas de trucha arco iris (O. mykiss) desafiadas (tabla 13).

Tabla 13. Pixeles, calculados mediante densitometria, de las muestras de ovas de trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss) infectadas con Piscirickettsia salmonis cepa SLGO-95 a distintos tiempos y
su relacion en porcentaje con la carga inicial. Estos resultados fueron obtenidos a partir de uuna
pelicula fotosensible expuesta 20 min a la membrana polivinildifluoruro (PVDF).

Muestra Pixeles Porcentaje

SLGOB 44.318 100
T-SLGO: 34.293 77,38
T-SLGO3 30.105 67,93
T-SLGOs 0 0
T-SLGO1o0 28.634 64,61
T-SLGOs30 0 0
T-SLGOeo 36.700 82,81
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Gréfico 13. Cinética de infeccién de la cepa SLGO-95 de Piscirickettsia salmonis sobre ovas de
trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss). Pixeles obtenidos mediante densitometria en relacion con el
tiempo de exposicion de las ovas a la suspension bacteriana.

En relacion con las muestras de ovas de trucha arco iris (O. mykiss) desafiadas con
la cepa LF-89, fueron todas negativas a la presencia de antigenos bacterianos (T-LF1, T-
LFs, T-LFs, T-LF10, T-LF30 y T-LFeo) en ambas peliculas fotosensibles, expuestas 10 y 20
min a la membrana PVDF.

Basandose en lo observado en la segunda experiencia (A.2 de Resultados), respecto
al “dot-blot” realizado a las fracciones sobrenadantes (S2) o subproductos del proceso de
obtencién de muestra final* (figura 1, Materiales y Métodos), se guardd la totalidad de las
muestras S2 provenientes de las muestras de ovas de trucha arco iris (O. mykiss)
tedricamente infectadas con ambas cepas, seis desafiadas con LF-89 vy otras seis desafiadas
con SLGO-95.

Las muestras S2 provenientes de ovas de trucha arco iris (O. mykiss) desafiadas con
las cepas LF-89 (S2T-LF1, S2T-LFs, S2T-LFs, S2T-LF10, S2T-LF30 y S2T-LFe0) y SLGO-
95 (S2T-SLGOs, S2T-SLGOs, S2T-SLGOs, S2T-SLGO10, S2T-SLGO30 y S2T-SLGOs0)

fueron todas negativas al “dot-blot”, desde 1 hasta los 60 min de desafio ova-bacteria. Estos

1 Muestra final; muestra obtenida a partir del homogenizado y proceso de centrifugacién de las ovas
desafiadas (figura 1, Materiales y Métodos). Esta muestra es la definitiva para usar en “dot-blot” segun
estandar del método.
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resultados tambien fueron obtenidos en dos peliculas fotosensibles expuestas durante dos

tiempos a la membrana PVDF (10 y 20 min).

A.4- Comparacion de las cinéticas de infeccion con P. salmonis de ovas de salmon del
Atlantico y trucha arco iris

Algunos resultados de positividad, obtenidos por las muestras provenientes de las
cinéticas de infeccion de ambas especies de ovas, se obtuvieron a partir de muestras no
consideradas durante la parte tedrica de esta memoria de titulo. Ademas, los resultados para
las distintas especies se obtuvieron a partir de peliculas expuestas a la membrana PVDF
durante distintos tiempos. Esto no permitio realizar comparaciones entre los resultados de
las cinéticas obtenidos para cada especie de ovas.

Los resultados dentro de una misma especie de ova, obtenidos a partir de una misma
membrana PVDF y a una misma pelicula, tampoco pudieron ser comparados de forma
relativa dado las caracteristicas de los resultados obtenidos durante el presente trabajo.

Las razones por la cudles no se pudo hacer las comparaciones establecidas en forma
tedrica en Materiales y Métodos se presentan en la discusion del presente trabajo.

A.5- Sintesis de resultados obtenidos mediante la metodologia “dot-blot”

A.5.1- Resultados de positividad a la metodologia “dot-blot” de muestras provenientes de

las cepas usadas en los desafios de ovas de salmdnidos (controles positivos)

A continuacion se resume los resultados de las distintas muestras provenientes de
las cepas de desafio de ovas (SLGO-95 y LF-89) usadas durante las experiencias “dot-blot”
en la presente memoria de titulo (tabla 14).

A partir de la cepa de desafio SLGO-95 se utiliz6 una alicuota como control
positivo para los “dot-blot” (SLGOP), la cual gener6 puntos de positividad en peliculas que
fueron expuestas a la membrana PVDF desde 8 min hasta los 30 min (8, 10, 20 y 30 min)
en las experiencias descritas anteriormente (tabla 14). Mediante la centrifugacion de una
alicuota de SLGOP se obtuvo dos fracciones denominadas S2-SLGOB y P2-SLGO,
correspondientes a la fracciones sobrenadante y precipitado de la cepa SLGO-95,
respectivamente. La muestra S2-SLGOP generé puntos de positividad en las peliculas
expuestas 10 y 30 min a la membrana PVDF (tabla 14). La muestra P2-SLGOp fue

negativa a la deteccion de antigenos de P. salmonis mediante la metodologia “dot-blot”
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(tabla 14), la cudl, al igual que la muestra S2-SLGOB, soélo se observo en peliculas
expuestas 10 y 30 min a la membrana PVDF.

Por otra parte, a partir de la cepa de desafio LF-89 se utilizé una alicuota como
control positivo para los “dot-blot” (LF), la cual generd puntos de positividad en peliculas
que fueron expuestas a la membrana PVDF desde 2 min hasta los 30 min (2, 5, 8, 10, 20 y
30 min) (tabla 14). Mediante la centrifugacion de una alicuota de LF* se obtuvo dos
fracciones denominadas S2-LF* y P2-LF*, correspondientes a la fracciones sobrenadante y
precipitado de la cepa LF-89, respectivamente. Tanto la muestra S2-LF* como P2-LF*
generaron puntos de positividad en las peliculas expuestas 10 y 30 min a la membrana
PVDF (tabla 14) donde los puntos de ambas muestras sdlo se revelaron en peliculas
expuestas 10 y 30 min a la membrana PVDF.

Tabla 14. Resultados de positividad a la metodologia “dot-blot” de controles positivos usados en
los desafios de ovas de salménidos.
Tiempo (min) de exposicion de peliculas

Cepa Fracciont Nomenclatura fotosensibles a membrana PVVDF?
2 5 8 10 20 30
Sin centrifugar SLGOB - - + + + +
SLGO-95% Sobrenadante (S2) S2-SLGOPB ND ND ND + ND +
Precipitado (P2) P2-SLGOp ND ND ND - ND -
Sin centrifugar LF* + + + + + +
LF-89 Sobrenadante (S2) S2-LF*° ND ND @ ND + ND +
Precipitado (P2) P2-LF*® ND ND ND + ND +

1. Fraccion producto de la centrifugacion a 11.024 x g de cada muestra (figura 2 de Materiales y Métodos).

2. Membrana de polivinildifluoruro (Inmun-Blot® PVDF “membrane for protein blotting” 0,2 um, BioRad®).
3. SLGO-95; cepa usada en el desafio de ovas de salmén del Atlantico (Salmo salar) y trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss) en la segunda y tercera experiencia.

4, LF-89; cepa usada en el desafio de ovas de salmon del Atlantico (Salmo salar) y trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss) en la segunda y tercera experiencia.

5y 6. Fracciones provenientes de la muestra LF*, la cudl corresponde a una suspension bacteriana cepa LF-89
de Piscirickettsia salmonis usada como desafio durante la estandarizacion del método “dot-blot” para la
deteccion de P. salmonis (Gatica, 2007).

ND: No determinado.
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A.5.2- Resultados de positividad a la metodologia “dot-blot” de las muestras provenientes

de ovas de salmdn del Atlantico desafiadas con las cepas SLGO-95 vy LF-89

En la tabla 15 se expresa un resumen de los resultados a la metodologia “dot-blot”
de las muestras provenientes de homogeneizado de ovas de salmon del Atlantico (S. salar)
desafiadas con dos cepas de P. salmonis.

Respecto de los resultados de las muestras provenientes de ovas de salmoén del
atlantico (S. salar) desafiadas con la cepa SLGO-95, las denominadas A-SLGOy, donde n
es el tiempo (en minutos) de desafio, correspondientes a la fraccion P2 o muestra final del
proceso de centrifugacion (figura 1 en Materiales y Métodos) fueron negativas a la
presencia de antigenos bacterianos mediante su deteccion con la metodologia “dot-blot”.
Por otro lado, las denominadas S2A-SLGO., de las cuales s6lo se conservaron las
desafiadas durante los tiempos 10 y 60 min, si generaron positividad mediante el “dot-
blot”, donde la muestra S2A-SLGO10 presentd positividad en las dos peliculas expuestas 10
y 30 min a la membrana PVDF, mientras que S2A-SLGOso s6lo presento positividad en la
pelicula expuesta 30 min a la membrana PVDF. En el caso de la muestra PLA-SLGO:s,
proveniente de la fraccion P1 (figura 1 de Materiales y Métodos), también fue negativa
(tabla 15).

En el caso de las muestras provenientes de ovas de salmén del atlantico (S. salar)
desafiadas con la cepa LF-89, las denominadas A-LFn, donde n es el tiempo (en minutos)
de desafio, correspondientes a la fraccion P2 o muestra final del proceso de centrifugacion
(figura 2 en Materiales y Métodos) fueron negativas a la presencia de antigenos bacterianos
mediante su deteccion con la metodologia “dot-blot”. Por otro lado, las denominadas S2A-
LFn, de las cuales sélo se conservaron las desafiadas durante los tiempos 10 y 60 min, si
generaron positividad mediante el “dot-blot”, donde las muestras S2A-LF10 y S2A-LFeso
presentaron positividad en la pelicula expuestas 30 min a la membrana PVDF. En el caso
de la muestra P1hA-LFs, proveniente de la fraccion P1 y sometida a calor, esta fue positiva
a la metodologia “dot-blot” solo en la pelicula expuesta a la membrana PVDF durante 20

min (tabla 15).
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Tabla 15. Resumen de resultados a la metodologia “dot-blot” de las muestras provenientes de ovas
de salmon del Atlantico (Salmo salar) desafiadas con las cepas SLGO-95 y LF-89.
Tiempo (min) de exposicion de

Cepa Tiempo

peliculas fotosensibles a

Ty
e | R Fraccion Nomenclatura membrana PVDF!
2 5 8 10 20 30
1 min Precipitado (P2) A-SLGOq - - - - - -
3 min Precipitado (P2) A-SLGOs3 - - - - - -
) Precipitado (P1)* P1A-SLGOs ND ND ND - - ND
LO 5 min o
o2 Precipitado (P2) A-SLGOs - - - - - -
O _ Precipitado (P2) =~ A-SLGO1 | - | - - | - - -
O 10 min
d Sobrenadante (S2)  S2A-SLGO;p ND ND ND +4+ ND 4+
30 min Precipitado (P2) A-SLGOs3 - - - - - -
60 i Precipitado (P2) A-SLGOsgo - - - - - -
min
Sobrenadante (S2) = S2A-SLGOsg ND ND ND| - ND | +
1 min Precipitado (P2) A-LF1 - - - - - -
3 min Precipitado (P2) A-LF;3 - - - - - -
- Precipitado (P1) 3 P1hA-LFs* ND ND ND - + ND
(o)) I Precipitado (P2) A-LFs - - - - - -
P . Precipitado (P2) A-LF1o - - - - - -
LL 10 min
— Sobrenadante (S2) S2A-LF1o ND ND ND - ND +
30 min Precipitado (P2) A-LF3 - - - - - -
. Precipitado (P2) A-LFeo - - - - - +
60 min
Sobrenadante (S2) S2-LFgo ND ND ND - [ ND +

1. Membrana de polivinildifluoruro (Inmun-Blot® PVDF “membrane for protein blotting” 0,2 um, BioRad®).
2. Fraccion producto de la centrifugacién a 11.024 x g de cada muestra (figura 1 de Materiales y Métodos).

3. Fraccion P1, corresponde a la fraccion precipitada durante la centrifugacion a 2.200 x g.

4. Muestra de fraccién P1 (figura 1 de Materiales y Métodos) de ova de salmon del Atlantico (S. salar)
desafiada durante 5 min a LF-89, y sometida a calor.

ND: No determinado.

A.5.3- Resultados de positividad a la metodologia “dot-blot” de las muestras provenientes

de ovas de trucha arco iris desafiadas con las cepas SLGO-95 y LF-89

En la tabla 16 se expresa un resumen de los resultados a la metodologia “dot-blot”
de las muestras provenientes de homogeneizado de ovas de trucha arco iris (O. mykiss)
desafiadas con dos cepas de P. salmonis.

Respecto de los resultados de las muestras provenientes de ovas de trucha arco iris
(O. mykiss) desafiadas tanto con la cepa SLGO-95, las denominadas T-SLGO,, donde n es

el tiempo (en minutos) de desafio, correspondientes a la fraccién P2 o muestra final del
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proceso de centrifugacion (figura 1 en Materiales y Métodos), fueron positivas a la

presencia de antigenos bacterianos las muestras provenientes de ovas desafiadas a la
bacteria durante 1, 3, 10 y 60 min (T-SLGOq1, T-SLGO3, T-SLGO10 y T-SLGOsp). Mientras

que las ovas de esta misma especie desafiadas con la cepa SLGO-95, las denominadas T-

LFn, donde n es el tiempo (en minutos) de desafio, fueron todas negativas.

Las muestras denominadas S2T-SLGOn y S2T-LFn, fracciones S2 de todas las ovas

de trucha arco iris (O. mykiss) teéricamente infectadas, no generaron positividad al “dot-

blot” (tabla 16). Todos estos resultados fueron obtenidos a partir de una pelicula expuesta a

la membrana PVDF durante 20 min.

Tabla 16. Resumen de resultados a la metodologia “dot-blot” de las muestras provenientes de ovas
de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) desafiadas con las cepas SLGO-95 y LF-89.
Tiempo (min) de
exposicion de peliculas
fotosensibles a membrana

Cepa
desafio

Tiempo
desafio

1 min

3 min

5 min

10 min

SLGO-95

30 min

60 min

1 min

3 min

LF-89

5 min

Fraccion?

Precipitado (P2)
Sobrenadante (S2)
Precipitado (P2)
Sobrenadante (S2)
Precipitado (P2)
Sobrenadante (S2)
Precipitado (P2)
Sobrenadante (S2)
Precipitado (P2)
Sobrenadante (S2)
Precipitado (P2)
Sobrenadante (S2)
Precipitado (P2)
Sobrenadante (S2)
Precipitado (P2)
Sobrenadante (S2)

Precipitado (P2)

Sobrenadante (S2)

Nomenclatura

T-SLGOq
S2T-SLGO;
T-SLGOs3
S2T-SLGO3
T-SLGOs
S2T-SLGOs
T-SLGO10
S2T-SLGOxo
T-SLGO30
S2T-SLGOg3
T-SLGOe¢o
S2T-SLGOeo
T-LF;
S2T-LF
A-LF3
S2T-LF3
T-LFs
S2T-LFs
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Precipitado (P2) T-LF10 - -

10 min
Sobrenadante (S2) S2T-LF1o - -
% ) Precipitado (P2) T-LF30 - -

L 30 min
] Sobrenadante (S2) S2T-LF30 - -
) Precipitado (P2) T-LFeo - -

60 min
Sobrenadante (S2) S2T-LFeo - -

1. Membrana de polivinildifluoruro (Inmun-Blot® PVDF “membrane for protein blotting” 0,2 um, BioRad®).
2. Fraccién producto de la centrifugacion a 11.024 x g de cada muestra (figura 1 de Materiales y Métodos).
ND: No determinado.

A continuacion en la figura 14 se presenta un esquema con los resultados al “dot-
blot” de cada muestra de ova desafiada con las distintas suspensiones usadas, independiente
del tipo de muestra usada (P1, S2 o P2) o de los tiempos de exposicién de pelicula a
membrana PVDF.

Tiempo de desafio de

Suspensiones de desafio : S
P ovas de salmon del Atlantico

1 min 3 min 5 min 10 min 30 min 60 min
Cepa SLGO-95 < g = 2 s .
Cepa LF-89 = = i o o &

Tiempo de desafio de
ovas de trucha arco iris

1 min 3 min 5 min 10 min 30 min 60 min

Cepa SLGO-95 + g = + - +

Cepa LF-89 = a - = = =

Figura 14. Resultados del “dot-blot” para la deteccion de Piscirickettsia salmonis en las ovas de
dos especies de salmdnidos (salmén del Atlantico y trucha arco iris) desafiadas con dos
suspensiones bacterianas (cepas SLGO-95 y LF-89).
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B- Observacion mediante microscopia electronica de barrido (MEB) de la infeccion de

ovas de salmdn del Atlantico y trucha arco iris con dos cepas de P. salmonis

A continuacién se entregan las imagenes generadas mediante MEB de ovas de
salmén del Atlantico (S. salar) y trucha arco iris (O. mykiss) desafiadas durante 5 min tanto
con la cepa SLGO-95 como la cepa LF-89.

En las imagenes de la figura 15, se observa la superficie de la ova de salmon
del Atlantico (S. salar) (figura 15a), con un aumento de 10.000x, cdmo una bacteria P.
salmonis (cepa SLGO-95) se adhiere a la superficie de la ova mediante unas
prolongaciones denominadas complejo de adhesion piscirickettsial (CAP). Ademas, se
muestra otra imagen (figura 15b) donde agrupaciones de bacterias de P. salmonis (cepa
SLGO-95) se encuentran sobre la superficie coridnica de la ova de trucha arco iris (O.
mykiss), donde también se observan CAP. Este hecho demuestra visualmente que, a los 5
min de desafio con la cepa SLGO-95 de P. salmonis sobre ovas de ambas especies, la

bacteria se encuentra adherida por lo menos en la superficie de la ova.

(@) (b)

Figura 15. En la imagen (a), con aumento de 10.000x, se observa una bacteria Piscirickettsia
salmonis, cepa SLGO-95, adherida a la superficie de una ova de salmén del Atlantico (Salmo
salar). Mientras que en la imagen (b), con aumento de 4.500x, se observan bacterias agrupadas de
la misma cepa sobre la superficie de una ova de la especie trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss).
Las flechas sefialan la presencia del complejo de adhesion piscirickettsial (CAP).
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Respecto al desafio de ovas con la cepa LF-89, se pueden observar varias bacterias
de P. salmonis en la superficie de la ova de salmén del Atlantico (S. salar) (figura 16a) y
trucha arco iris (O. mykiss) (figura 16b). Sobre la superficie coridnica de ambas especies
salmonideas se puede observar la presencia de CAP, las cuales estan sefialadas por una

flecha en las imagenes 16ay 16b.

(€)) (b)

Figura 16. En la figura (a), con aumento 4.500x%, se observan varias bacterias (cepa LF-
89, Piscirickettsia salmonis) sobre la superficie de una ova de salmén del Atlantico
(Salmo salar). Mientras que en la imagen (b), con aumento de 10.000x, se observan bacterias de
la misma cepa agrupadas sobre la superficie de una ova de la especie trucha arco iris
(Oncorhynchus mykiss). Las flechas sefialan la presencia del complejo de adhesion piscirickettsial
(CAP).

56



DISCUSION

Las ovas de salmon del Atlantico (Salmo salar) y de trucha arco iris (Oncorhynchus
mykiss) usadas en la presente memoria de titulo fueron aportadas gentilmente por Marine
Harvest Chile S.A. y enviadas desde un centro de cultivo de la décima region, donde el
tiempo transcurrido desde que fueron fresadas hasta su utilizacion en los experimentos no
superd las 24 h. Estas fueron empacadas, con el fluido celémico de las propias hembras
fresadas para preservar su estado, dentro de unas bolsas plasticas que fueron selladas
posteriormente a la introduccion de oxigeno en su interior para permitir oxigenacion de las
ovas. Estas bolsas se mantuvieron durante el viaje a una temperatura aproximada de 4° C.
El criterio de seleccion de ovas a partir del “pool”, se basé en la observacion de ciertas
caracteristicas tales como: color anaranjado intenso, translicido y sin presencia de
precipitacion de proteinas. Estas caracteristicas indicarian la buena calidad de las ovas del
punto de vista macroscopico de acuerdo a lo descrito previamente por Blanco (1995), lo
cudl es importante para obtener resultados experimentales reproducibles. Es importante
destacar que el método de transporte y de mantencion de las ovas permite obtener buenos
resultados en la fertilizacion in vitro inclusive hasta las 48 h posterior al desove (Blanco,
1995).

Hasta la fecha no existen estudios sobre la deteccion de Piscirickettsia salmonis
mediante la metodologia “dot-blot”, por lo cudl, el presente trabajo y la estandarizacion del
método realizado previamente (Gatica, 2007) son las primeras experiencias de esta técnica
para la deteccion de esta bacteria. Mediante esta metodologia se buscéd caracterizar la
cinética de infeccion de ovas de dos especies salmonideas (salmén del Atlantico y trucha
arco iris) con dos cepas bacterianas de P. salmonis (SLGO-95 y LF-89).

Con los resultados obtenidos en los “dot-blot” y microscopia electronica de barrido
(MEB) realizados en la presente memoria de titulo se prueba que las dos especies de ovas
(salmén del Atlantico y trucha arco iris) desafiadas con las suspensiones bacterianas son
susceptibles a la infeccion con las cepas SLGO-95 y LF-89 de P. salmonis. Durante todos
los experimentos realizados, se comprobd el buen comportamiento de la técnica “dot-blot”
para la deteccion de P. salmonis, y los resultados de los controles positivos y negativos

generaron los resultados esperados.
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Durante el desarrollo de las experimentaciones se fueron presentando situaciones
que hicieron variar ciertas etapas de la metodologia “dot-blot” para permitir optimizar los
resultados. Ademaés, se coligid que la forma de analizar los resultados establecidos
tedricamente no era aplicable. Estas variaciones se aclaran a continuacién durante la
presente discusion.

El pixelaje que generd la muestra control positivo de infeccion con SLGO-95
denominada SLGOB!, fue menor a lo esperado respecto a lo observado hasta la fecha en
“dot-blot” para suspensiones bacterianas filtradas desde botella. Este resultado fue menor
en comparacion con lo generado por la muestra LF*? y LF, esta Gltima usada junto con
SLGOp en el desafio o cinética de infeccion principal realizado en el presente trabajo (tabla
5y 12, Resultados).

Este resultado motivd que se realizara un experimento piloto para confirmar si la
diferencia de intensidad al “dot-blot” entre las suspensiones bacterianas SLGO-95 y LF-89
correspondian sélo al efecto de la concentracion de bacterias de cada suspension y no a un
distinto comportamiento de cada cepa a los anticuerpos monoclonales del “kit” comercial.
Este experimento consistio en someter a centrifugacion a 11.427 x g durante 60 mina 1 mL
de suspension bacteriana con SLGO*? y asi lograr concentrar en el “pellet” o precipitado a
todas las bacterias presentes, luego este “pellet” se resuspendio en 150 uL de PBS (pH=7,4)
para generar la muestra P2. Los productos de la centrifugacion de SLGO*, la fraccion
sobrenadante (S2-SLGO*) y la fraccion precipitada resuspendida (P2-SLGO¥*), fueron
ambas positivas al “dot-blot”. El nimero de pixeles de estas muestras (tabla 3, Resultados)
confirma que el bajo pixelaje alcanzado por la muestra SLGO se debié a una baja
concentracion bacteriana, mientras que el hecho que la muestra S2-SLGO* fuera positiva
aclara que el método de centrifugacion (figura 2, Materiales y Métodos) no fue capaz de

concentrar la totalidad de las bacterias de P. salmonis en el “pellet”, al menos para la cepa

I SLGOB; suspension bacteriana filtrada de botella de cultivo celular infectado con la cepa SLGO-95 de P.
salmonis, usada durante el desafio principal de ovas salmonideas.

2 LF*; suspension bacteriana filtrada de botella de cultivo celular infectado con la cepa LF-89 de P. salmonis,
usada con éxito como control positivo durante la estandarizaciéon del método.

3 SLGO*; suspension bacteriana filtrada de botella de cultivo celular infectado con la cepa SLGO-95 de P.
salmonis, distinta a la usada durante el primer desafio de ovas de salmon del Atlantico, pero con el mismo
ntmero de pasajes (n=10) y similar porcentaje de efecto citopatico (cercano al 80%) que SLGO.

58



SLGO-95, lo que se pudo deber a rupturas bacterianas y/o péerdidas de antigeno bacteriano
desde la bacteria a la suspension.

Las muestras SLGOP y LF, usadas en la cinética de infeccion durante el desafio
principal*, también fueron sometidas al experimento piloto segin protocolo de
centrifugacion esquematizado en la figura 2 de Materiales y Métodos. En ambos casos, las
fracciones S2 de cada suspension bacteriana generaron positividad al “dot-blot” (figuras 7 y
8, Resultados), lo cuél confirma que el protocolo de centrifugacion usado no consiguid
precipitar las bacterias de las cepas de P. salmonis usadas en el presente trabajo.

La primera variacion al método de deteccidn de P. salmonis se realizé a partir de los
“dot-blot” de las muestras de ovas tedricamente infectadas durante el desafio principal. Esta
correspondié a un aumento en los tiempos de exposicion de la pelicula fotosensible a la
membrana de polivinildifluoruro (PVDF), que segun lo estandarizado, bastaba con un
tiempo entre 2 y 8 min. Este incremento en los tiempos, que fueron de 10 a 30 min, se
establecio luego que durante la primera experiencia® las muestras finales provenientes de
ovas tedricamente infectadas durante el primer desafio® fueron negativas al “dot-blot”. Ello
pudo deberse a una baja concentracion de bacterias presentes en la suspensién de desafio,
por lo que se hizo necesario un tiempo mayor para que la quimioluminiscencia generara
pixeles en la pelicula.

El aumento de los tiempos de exposicion de pelicula a membrana PVDF, durante
los “dot-blot” realizados en la segunda experiencia’, permitieron evidenciar a la Gnica
muestra final, o fraccion P2, proveniente de ovas de salmén del Atlantico (S. salar)
desafiadas con las dos cepas de P. salmonis que fue positiva al “dot-blot” (A-LFeo, figura 9
de Resultados) la cual expresd su positividad s6lo en la pelicula fotosensible que fue
expuesta durante 30 min a la membrana PVDF.

Debido a que durante la primera experiencia se observd que el protocolo de

centrifugacion usado no era capaz de concentrar todas las bacterias o estructuras

4 Desafio principal; desafio de ovas de dos especies de salménidos (salmon del Atlantico y trucha arco iris)
con dos cepas de P. salmonis (SLGO-95 y LF-89).

5 Primera experiencia; experimentos realizados a partir de muestras de ovas de salmén del Atlantico (S. salar)
tedricamente infectadas con la cepa SLGO-95 de P. salmonis (primer desafio®).

® Primer desafio; desafio de ovas de salmon del Atlantico (S. salar) con la cepa SLGO-95 de P. salmonis
realizado previo al desafio principal.

7 Segunda experiencia; experimentos realizados a partir de muestras de ovas de salmén del Atlantico (Salmo
salar) tedricamente infectadas con dos cepas de Piscirickettsia salmonis (desafio principal?).
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bacterianas en el “pellet”, se guardaron cuatro alicuotas de la fraccion S2 del proceso de
obtencion de la muestra final a partir del homogeneizado de ovas de salmén del Atlantico
(S. salar) desafiadas a la bacteria durante el desafio principal (segunda experiencia). Estas
muestras provinieron de cuatro ovas de salmon del Atlantico (S. salar), dos desafiadas
durante 10 min y dos durante 60 min, respectivamente estos pares de ovas fueron
desafiados con la cepa SLGO-95 (S2A-SLGO10 y S2A-SLGOs0) y con la cepa LF-89 (S2A-
LFi0 S2A-LFeo0). Estas cuatro muestras resultaron ser positivas al “dot-blot” (figura 10,
Resultados). Ademas se observo positividad en una fraccion P1 proveniente de la primera
centrifugacion del homogenizado de una ova de salmon del Atlantico (S. salar) desafiada
con la cepa LF-89 durante 5 min (P1hA-LFs, figura 11 de Resultados). Estos resultado
demuestran que las ovas de salmén del Atlantico (S. salar) son susceptibles a la infeccion
con ambas cepas de P. salmonis, y ademas confirma que, durante el proceso de
centrifugacion para la obtencion de muestra final, se pierden antigenos o estructuras
bacterianas en fracciones de la primera (P1) y segunda centrifugacion (S2).

Durante la tercera experiencia®, solo las muestras finales de los homogenizados de
ovas de trucha arco iris (O. mykiss) desafiadas durante 1, 3, 10 y 60 min con la cepa SLGO-
95 de P. salmonis fueron positivas al “dot-blot”. Por otro lado, todas las muestras finales
provenientes de ovas desafiadas con la cepa LF-89 de P. salmonis fueron negativas al “dot-
blot”, lo que difiere con los resultados de la microscopia electronica de barrido (MEB)
discutida mas adelante y con los obtenidos hace un par de afios por Gatica (2007), donde
mediante la misma técnica “dot-blot” se observo que la cepa LF-89 si era capaz de infectar
ovas de esta especie.

Por lo observado en la segunda experiencia, donde hubo positividad en algunas
muestras sobrenadantes (S2), se procurd guardar la totalidad de las fracciones S2 del
proceso de centrifugacion de los homogenizados de las ovas de trucha arco iris (O. mykiss)
desafiadas a las suspensiones bacterianas SLGOp y LF, para someterlas a “dot-blot”. La
totalidad de estas muestras S2, desafiadas tanto con la cepa SLGO-95 (S2T-SLGO4, S2T-
SLGO3, S2T-SLGOs, S2T-SLGO10, S2T-SLGO30 y S2T-SLGOgo) como con LF-89 (S2T-

8 Experimentos realizados a partir de muestras de ovas de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss)
tedricamente infectadas con dos cepas de P. salmonis (desafio principal®).
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LF1, S2T-LFs, S2T-LFs, S2T-LF10, S2T-LF30 y S2T-LFeo), fueron negativas al “dot-blot”
en las dos peliculas fotosensibles expuestas durante 20 y 30 min a la membrana PVDF.

La negatividad de muchas muestras finales provenientes de las dos cinéticas
realizadas (primer desafio y desafio principal) obedece sin dudas a la ausencia o baja
cantidad de bacterias o estructuras bacterianas presentes en ellas. Un factor que contribuyo
a esto Gltimo fue la menor concentracién o nimero de bacterias, respecto a muestra tipo
usada durante la estandarizacion de la técnica “dot-blot” (LF*), presentes en las
suspensiones bacterianas (SLGOPB y LF) usadas en los desafios de ovas (tabla 2 y 4,
Resultados). Otro factor que influyo, discutido anteriormente, fue la pérdida de antigenos o
estructuras bacterianas durante el proceso de obtencion de muestra final.

Las variables que pudieron provocar la pérdida de bacterias o estructuras
bacterianas durante el protocolo de centrifugacion usado en la obtencion de muestras
finales se puede explicar por la posible presencia de tamafios bacterianos con bajo peso
molecular, lisis bacteriana y/o efectos mecéanicos. Fryer et al. (1990), observaron una gran
variedad de tamarfios en que se puede presentar esta bacteria (0,5 a 1,5 pm), lo mismo
confirmd Quinteros (2006) (0,2 y 1,5 um). Basandose en lo anterior, pudo existir una
presencia importante de bacterias de pequefio tamafio y bajo peso molecular que se
detectaron en la fraccion S2. Ademas de esto, la lisis bacteriana por causas fisicas o
quimicas, durante el proceso de utilizacion y conservacion de muestra, pudo liberar
antigenos que quedaron en la fraccion S2. Por ultimo, algunas bacterias adheridas al corion
de la ova o por efecto de arrastramiento de estructuras groseras durante la primera
centrifugacion, llevaron bacterias en la fraccion P1 (figura 11, Resultados).

Se hace necesario que, en futuros trabajos de deteccion de P. salmonis mediante
“dot-blot”, se optimice el procedimiento de obtencion de muestra final para asegurar que
todas las estructuras bacterianas se concentren en la fraccion P2. Esto se aseguraria
aumentando la velocidad y tiempos de la segunda centrifugacion. También se podria usar
como muestra en “dot-blot” la fraccion S1 (sobrenadante de la primera centrifugacion del
homogenizado de ovas) para lo cual se deberia determinar el volumen de carga éptimo para
que generaran resultados claros.

Por lo observado en las distintas peliculas fotosensibles reveladas, la

quimioluminiscencia generada por distintas muestras cargadas sobre una misma membrana
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PVDF no present6 el mismo patron de distribucion a lo largo del tiempo. Un ejemplo de
esto se observa en la figura 6 y grafico 4 de Resultados, que corresponde a “dot-blot” de
controles positivos. Lo mismo se observa en casi todos los “dot-blot” realizados donde se
utilizé mas de una pelicula fotosensible (graficos 1, 2, 4, 5, 9 y 10). Para dejar mas aclarada
esta situacion, en el grafico 14 se presentan las curvas de distribucion de las

quimioluminiscencias generadas por los controles positivos del ejemplo anterior.

200000 : : »
180000 : .
160000 :

140000 : i A ! '
120000 - ' ' \ .

” , . |
& 100000 ﬁ/ i = i [
2 30000 _— | | | \‘ ) SLGOB
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40000 l T ; ; LE*
20000 - i 1 j — :
0 ‘ - » 1 : : ‘
2 min 5min 8 min 10 min 20 min 30 min
2 min 7 min 15 min 25 min 45 min 75 min

Tiempos de exposicion de cada pelicula y tiempos reales desde iniciada la
quimioluminiscencia

Gréfico 14. Curvas de distribucion de las quimioluminiscencias generadas por los controles
positivos a lo largo del tiempo (2 a 75 min). Los tres controles usados (SLGOB?, LF? y LF*%) fueron
cargadas sobre una misma membrana de polivinildifluoruro (PVDF) en volimenes iguales (30 pL).

1. Cepa SLGO-95 usada en el desafio principal de ovas salmonideas.

2. Cepa LF-89 usada en el desafio principal de ovas salmonideas.

3. Cepa LF-89 usada en durante la estandarizacion de la técnica “dot-blot” para la deteccion de
Piscirickettsia salmonis, la cual tiene una probada positividad.

El comportamiento de la curva de distribucion presentd patrones distintos para cada
muestra. Para la muestra SLGOp la curva present6 una tendencia a aumentar desde los 15
min de iniciada la reaccién quimioluminiscente, mientras que para la muestra LF* la curva
tiende a disminuir desde los 2 min hasta el final del registro. Diferente a lo anterior, para la
muestra LF la curva presenta un patrén similar a una campana, donde desde los 2 min de
iniciada la reaccion quimioluminiscente esta aumenta hasta los 7 min, manteniéndose
estable hasta los 15 min, luego de lo cuél disminuye hasta el final del registro. Esta
situacion revela que el comportamiento de la quimioluminiscencia varia a lo largo del

tiempo segun la muestra utilizada, incluso si pertenecen a una misma cepa bacteriana (LF y
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LF*). Lo anterior se puede deber a diferencias en las concentraciones bacterianas presentes
en cada muestra, donde una alta concentracion bacteriana pudo hacer disminuir la
quimioluminiscencia a medida que pasa el tiempo por un agotamiento de los reactivos del
sustrato (ver curva de LF*, grafico 14). Mientras, en contraposicion, una baja concentracion
bacteriana permite que la quimioluminiscencia aumente por una presencia de sustrato que
es suficiente para el nimero de estructuras bacterianas presentes (ver curva de SLGOp,
gréafico 15). Esto demuestra que lo sefialado en el catdlogo PIERCE 2004 en relacion a las
caracteristicas del sustrato usado, donde se indica que el sustrato quimioluminiscente
(SuperSignal® West Dura Extended Duration Substrate, Pierce®) genera una
quimioluminiscencia estable hasta 24 h de comenzada la interaccion peroxidasa-sustrato,
no se cumplio en el presente trabajo.

Lo anterior demuestra que a través de la medicion del namero de pixeles no se
pueden realizar comparaciones cuantitativas ni relaciones porcentuales entre muestras
distintas, aunque estas sean cargadas en una misma membrana PVDF y observadas en una
misma pelicula fotosensible. Para que la prueba pudiera generar resultados comparables, las
proporciones entre el ndmero de pixeles de las muestras se debieron mantener
indistintamente del tiempo de exposicion de la pelicula a la membrana, lo cuél no sucedié
en los “dot-blot” del presente trabajo (graficos 1, 2, 4, 5, 9 y 10). Para ejemplificar esto, se
tomo los resultados de la tabla 5 de Resultados, correspondientes a “dot-blot” de controles
positivos, y se relativizé en forma porcentual la proporcion de pixeles que cada muestra
aportaba a la suma total de ellas en cada una de las peliculas expuesta en los distintos

tiempos. Esto se observa a continuacion en el grafico 15.

63



mSLGOB

Porcentaje

mLF

mLF*

2min 5min 8 min 10 min 20 min 30 min

2 min 7 min 15 min 25 min 45 min 75 min

Tiempo de exposicion de pelicula y tiempo total desde iniciada la
quimioluminiscencia

Gréfico 16. Proprociones porcentuales del nimero de pixeles obtenidos por cada muestra control
positivo en las distintas peliculas fotosensibles expuestas durante distintos tiempos (2, 5, 8, 10, 20 y
30 min). Se observa que las proporciones para cada muestra varian segun el tiempo que ha
transcurrido desde que comenz6 la quimioluminiscencia.

Esto confirma que la metodologia “dot-blot” no serviria para obtener resultados
cuantitativos o relativos entre valores de una cinética, por lo que hasta aqui sélo se puede
decir que mediante esta técnica diagnostica se pueden obtener resultados cualitativos.
Ademas hay que considerar que esta técnica necesita de mejoramientos en el procedimiento
de obtencion de muestra a partir de de ovas enteras para lograr que sea una prueba mas
sensible.

De acuerdo a lo anterior, los resultados obtenidos implican que no es aplicable la
comparacion de los resultados de positividad obtenidos en las muestras de ovas de ambas
especies, dado a que los resultados se obtuvieron a partir de peliculas expuestas durante
distintos tiempos a la membrana PVDF y que las muestras se cargaron en membranas
distintas. Tampoco fue posible comparar los resultados de las cinéticas de infeccion entre
las dos cepas usadas (SLGO-95 y LF-89) sobre ovas de una misma especie, dado la gran

variabilidad de las curvas de quimioluminiscencia entre peliculas expuestas a la membrana
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PVDF durante distintos tiempos, donde es imposible saber que tiempo de exposicion
entrega la proporcién de valores correcta.

En el resultado de positividad generado por una muestra P1 de ova de salmén del
Atlantico (S. salar) desafiada con LF-89 durante 5 min (figura 11, Resultados) solo se
observd luego que esta muestra (PLA-LFs) fue hervida a 100° C durante 10 min (P1hA-
LFs). Esto indica que el cambio conformacional de la estructura antigénica expone nuevos
y/o mayor nimero de sitios de union para el anticuerpo anti-P. salmonis. Ademas, confirma
lo establecido durante la estandarizacion del método (Gatica, 2007) donde se probo que el
efecto de denaturacion antigénica no afectaba la deteccion mediante “dot-blot”, indicando
que el epitopo antigénico para el anticuerpo anti-P. salmonis es de estructura lineal, y que
el reconocimiento de los antigenos, por parte del anticuerpo, no se ve afectado por el
cambio conformacional de la estructura del antigeno.

Durante el estudio mediante MEB se pudo observar la presencia de prolongaciones
bacterianas, al parecer citoplasmaéticas, que permitian la union bacteria-ova. Este fenémeno
se observd en ambas especies de ovas y en las dos cepas de P. salmonis usadas. Estas
prolongaciones son similares a las descritas por Larenas et al. (2003), denominadas como
complejo de adhesion piscirickettsial (CAP), las cuales se habian observado hasta ahora
s6lo en muestras de trucha arco iris (O. mykiss).

El presente trabajo permitié demostrar en forma experimental que tanto las ovas de
salmén del Atlantico (S. salar) como las de trucha arco iris (O. mykiss) son susceptibles a la
infeccion por parte de P. salmonis (cepas SLGO-95 y LF-89). Esta es una informacion mas
para mejorar los manejos y controles establecidos para prevenir la transmision vertical de la
piscirickettsiosis. Ademas, se demuestra que la técnica “dot-blot” s6lo se puede usar como
método diagnostico cualitativo, ya que los resultados son muy variables y no permiten
establecer resultados cuantitativos o porcentuales a partir del nimero de pixeles generados
por cada muestra.

Finalmente, el método “dot-blot” necesita de nuevas pruebas de estandarizacion que
permitan considerar a esta técnica como un método diagnostico alternativo para detectar la
presencia de la bacteria no sélo en ovas, sino que también en otras muestras provenientes

de individuos sospechosos de infeccion con P. salmonis.
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CONCLUSIONES

El método “dot-blot” es capaz de detectar la presencia de Piscirickettsia
salmonis tanto en ovas de trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) como de
salmon del Atlantico (Salmo salar).

Las ovas de las dos especies estudiadas (salmon del Atlantico y trucha arco iris)
son susceptibles a la infeccion por parte de las dos cepas de Piscirickettsia
salmonis usadas (SLGO-95 y LF-89).

El tiempo més temprano de deteccion de Piscirickettsia salmonis en ovas de
salmén del Atlantico fue a los 5 minutos de exposicion.

La centrifugacion a 11.427 g por 60 min no logré precipitar la totalidad de los
antigenos bacterianos de Piscirickettsia salmonis.

El método “dot-blot” quimioluminiscente no permitid cuantificar
proporcionalmente la cantidad de bacterias presente en las muestras por lo que
solo se pudo utilizar como una técnica cualitativa para la deteccion de
Piscirickettsia salmonis.

El complejo de adhesion piscirickettsial (CAP) es un factor de virulencia que se
presenta en la infeccién por Piscirickettsia salmonis en ovas de salmén del

Atlantico.
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NOMENCLATURA
A-. Nomenclatura para muestras usadas durante la primera experiencia

Las muestras utilizadas en los “dot-blot” de esta primera experiencia provienen de
suspensiones y ovas usadas en el primer desafio, correspondiente a ovas de salmon del
Atlantico (Salmo salar) incubadas durante seis tiempos con la cepa SLGO-95 de

Piscirickettsia salmonis.

LF* : Suspension bacteriana obtenida a partir del sobrenadante, filtrado a 5y, de
una botella de cultivo celular con un efecto citopatico (ECP) cercano al
100% e infectada con la cepa LF-89 de P. salmonis. Esta suspension fue
usada durante el proceso de estandarizacion de la metodologia “dot-blot” de
deteccion de P. salmonis (Gatica, 2007).

MEMs : Ova de salmén del Atlantico (S. salar) incubada durante 5 min a una
suspension de medio esencial minimo suplementado al 10% con suero fetal
bovino (MEM-10), usada como control negativo para el “dot-blot”.

MEMeo : Ova de salmdn del Atlantico (S. salar) incubada durante 60 min a una
suspension de medio esencial minimo suplementado al 10% con suero fetal
bovino (MEM-10), usada como control negativo para el “dot-blot”.

P2-SLGO* : Fraccion precipitada o “pellet” resuspendida en PBS (pH 7,4), resultante de
la centrifugacion a 11.427 x g de la suspension bacteriana SLGO*.

S2-SLGO* : Fraccion sobrenadante, resultante de la centrifugacion a 11.427 x g de la
suspension bacteriana SLGO*.

SLGO* : Suspensidn bacteriana obtenida a partir del sobrenadante, filtrado a 5, de
una botella de cultivo celular (pasaje 10) con un ECP cercano al 80% e
infectada con la cepa SLGO-95 de P. salmonis. Esta suspensién provino de
una botella distinta a la usada en el desafio de ovas de salmén del Atlantico
durante el primer desafio.

SLGO: : Muestra final proveniente de una ova de salmon del Atlantico (S. salar)
desafiada durante 1 min a la cepa SLGO-95 de P. salmonis.

SLGOuo : Muestra final proveniente de una ova de salmon del Atlantico (S. salar)
desafiada durante 10 min a la cepa SLGO-95 de P. salmonis.

SLGO3 : Muestra final proveniente de una ova de salmon del Atlantico (S. salar)
desafiada durante 3 min a la cepa SLGO-95 de P. salmonis.

SLGOz30 : Muestra final proveniente de una ova de salmon del Atlantico (S. salar)
desafiada durante 30 min a la cepa SLGO-95 de P. salmonis.
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SLGOs

SLGOso

SLGOmaso

SLGOms

SLGOw

: Muestra final proveniente de una ova de salmén del Atlantico (S. salar)
desafiada durante 5 min a la cepa SLGO-95 de P. salmonis.

: Muestra final proveniente de una ova de salmon del Atlantico (S. salar)
desafiada durante 60 min a la cepa SLGO-95 de P. salmonis.

: Muestra final proveniente de una ova de salmén del Atlantico (S. salar)
desafiada durante 30 min a una suspension bacteriana muerta de la cepa
SLGO-95 de P. salmonis, usada como control de la infeccion de ovas.

: Muestra final proveniente de una ova de salmén del Atlantico (S. salar)
desafiada durante 5 min a una suspension bacteriana muerta de la cepa
SLGO-95 de P. salmonis, usada como control de la infeccion de ovas.

: Suspension bacteriana obtenida a partir del sobrenadante, filtrado a 5y, de
una botella de cultivo celular (pasaje 10) con un ECP cercano al 80% e
infectada con la cepa SLGO-95 de P. salmonis. Esta suspension fue la usada
en el desafio de ovas de salmén del Atlantico durante el primer desafio y se
us6 como control positivo del “dot-blot”.

B-. Nomenclatura para muestras usadas en la segunda y tercera experiencias

Las muestras utilizadas en los “dot-blot” la segunda y tercera experiencia provienen

de suspensiones y ovas usadas en el desafio principal, donde ovas de salmon del Atlantico

(Salmo salar) y trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) fueron incubadas durante seis

tiempos con las cepas SLGO-95 y LF-89 de P. salmonis.

A-LF1

A-LF3

A-LFs

A-LF1o

A-LF30

A-LFeo

A-LFms

A-LFmao

: Muestra final proveniente de una ova de salmén del Atlantico (S. salar)
desafiada durante 1 min a la cepa LF-89 de P. salmonis.

: Muestra final proveniente de una ova de salmén del Atlantico (S. salar)
desafiada durante 3 min a la cepa LF-89 de P. salmonis.

: Muestra final proveniente de una ova de salmén del Atlantico (S. salar)
desafiada durante 5 min a la cepa LF-89 de P. salmonis.

: Muestra final proveniente de una ova de salmén del Atlantico (S. salar)
desafiada durante 10 min a la cepa LF-89 de P. salmonis.

: Muestra final proveniente de una ova de salmén del Atlantico (S. salar)
desafiada durante 30 min a la cepa LF-89 de P. salmonis.

: Muestra final proveniente de una ova de salmén del Atlantico (S. salar)
desafiada durante 60 min a la cepa LF-89 de P. salmonis.

: Muestra final proveniente de una ova de salmén del Atlantico (S. salar)
desafiada durante 5 min a una suspension bacteriana muerta de la cepa LF-89
de P. salmonis, usada como control negativo de la infeccion de ovas.

: Muestra final proveniente de una ova de salmoén del Atlantico (S. salar)
desafiada durante 30 min a una suspension bacteriana muerta de la cepa LF-
89 de P. salmonis, usada como control negativo de la infeccion de ovas.
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A-MEMs

A-MEMeso

A-SLGO:

A-SLGOs3

A-SLGOs

A-SLGO1o

A-SLGOs30

A-SLGOs0o

A-SLGOms

A-SLGOmzo

LF

P1A-LFs

P1A-SLGOs

P1hA-LFs

: Muestra final proveniente de una ova de salmoén del Atlantico (S. salar)
incubada durante 5 min a una suspension de medio esencial minimo (MEM),
usada como control negativo para el “dot-blot”.

: Muestra final proveniente de una ova de salmon del Atlantico (S. salar)
incubada durante 60 min a una suspension de medio esencial minimo
(MEM), usada como control negativo para el “dot-blot”.

: Muestra final proveniente de una ova de salmoén del Atlantico (S. salar)
desafiada durante 1 min a la cepa SLGO-95 de P. salmonis.

: Muestra final proveniente de una ova de salmoén del Atlantico (S. salar)
desafiada durante 3 min a la cepa SLGO-95 de P. salmonis.

: Muestra final proveniente de una ova de salmoén del Atlantico (S. salar)
desafiada durante 5 min a la cepa SLGO-95 de P. salmonis.

: Muestra final proveniente de una ova de salmén del Atlantico (S. salar)
desafiada durante 10 min a la cepa SLGO-95 de P. salmonis.

: Muestra final proveniente de una ova de salmén del Atlantico (S. salar)
desafiada durante 30 min a la cepa SLGO-95 de P. salmonis.

: Muestra final proveniente de una ova de salmén del Atlantico (S. salar)
desafiada durante 60 min a la cepa SLGO-95 de P. salmonis.

: Muestra final proveniente de una ova de salmén del Atlantico (S. salar)
desafiada durante 5 min a una suspension bacteriana muerta de la cepa
SLGO-95 de P. salmonis, usada como control negativo de la infeccion de
ovas.

: Muestra final proveniente de una ova de salmén del Atlantico (S. salar)
desafiada durante 30 min a una suspension bacteriana muerta de la cepa
SLGO-95 de P. salmonis, usada como control negativo de la infeccion de
ovas.

: Suspension bacteriana obtenida a partir del sobrenadante, filtrado a 5y, de
una botella de cultivo celular con un ECP cercano al 80% e infectada con la
cepa LF-89 de P. salmonis. Esta suspensién fue la usada en el desafio
principal de ovas de las dos especies salmonideas con las cepas de P.
salmonis, y se us6 como control positivo del “dot-blot”.

: Fraccion precipitada o “pellet” (P1), subproducto del proceso de obtencion
de muestra final, de la primera centrifugacion (1.208 x g) del homogeneizado
de ova de salmén del Atlantico (S. salar) desafiada durante 5 min a la cepa
LF-89 de P. salmonis.

: Fraccion precipitada o “pellet” (P1), subproducto del proceso de obtencion
de muestra final, de la primera centrifugacion (1.208 x g) del homogeneizado
de ova de salmén del Atlantico (S. salar) desafiada durante 5 min a la cepa
SLGO-95 de P. salmonis.

: Muestra P1A-LFs hervida durante 5 min a bafio maria.

P1hA-SLGOs: Muestra P1A-SLGOs hervida durante 5 min a bafio maria.
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P2-LF*

P2-SLGOB

S2A-LFio

S2A-LFso

: Fraccion precipitada o “pellet” resuspendida en PBS (pH 7,4), resultante de
la centrifugacion a 11.427 x g de la suspension bacteriana LF*.

: Fraccion precipitada o “pellet” resuspendida en PBS (pH 7,4), resultante de
la centrifugacion a 11.427 x g de la suspension bacteriana SLGOp.

. Fraccion sobrenadante (S2), subproducto del proceso de obtencion de
muestra final, de la segunda centrifugacion (11.427 x g) del homogeneizado
de ova de salmon del Atléantico (S. salar) desafiada durante 10 min a la cepa
LF-89 de P. salmonis.

. Fraccion sobrenadante (S2), subproducto del proceso de obtencion de
muestra final, de la segunda centrifugacion (11.427 x g) del homogeneizado
de ova de salmon del Atléantico (S. salar) desafiada durante 60 min a la cepa
LF-89 de P. salmonis.

S2A-SLGOz1o: Fraccion sobrenadante (S2), subproducto del proceso de obtencion de

muestra final, de la segunda centrifugacion (11.427 x g) del homogeneizado
de ova de salmon del Atléantico (S. salar) desafiada durante 10 min a la cepa
SLGO-95 de P. salmonis.

S2A-SLGOeo: Fraccion sobrenadante (S2), subproducto del proceso de obtencion de

S2-LF*

S2-SLGOp

S2T-LF1

S2T-LF3

S2T-LFs

S2T-LF10

muestra final, de la segunda centrifugacion (11.427 x g) del homogeneizado
de ova de salmon del Atléantico (S. salar) desafiada durante 60 min a la cepa
SLGO-95 de P. salmonis.

: Fraccion sobrenadante, resultante de la centrifugacion a 11.427 x g de la
suspension bacteriana LF*.

: Fraccion sobrenadante, resultante de la centrifugacion a 11.427 x g de la
suspension bacteriana SLGOp.

: Fraccion sobrenadante (S2), subproducto del proceso de obtencion de
muestra final, de la segunda centrifugacion (11.427 x g) del homogeneizado
de ova de trucha arco iris (O. mykiss) desafiada durante 1 min a la cepa LF-
89 de P. salmonis.

: Fraccion sobrenadante (S2), subproducto del proceso de obtencion de
muestra final, de la segunda centrifugacion (11.427 x g) del homogeneizado
de ova de trucha arco iris (O. mykiss) desafiada durante 3 min a la cepa LF-
89 de P. salmonis.

: Fraccion sobrenadante (S2), subproducto del proceso de obtencion de
muestra final, de la segunda centrifugacion (11.427 x g) del homogeneizado
de ova de trucha arco iris (O. mykiss) desafiada durante 5 min a la cepa LF-
89 de P. salmonis.

. Fraccion sobrenadante (S2), subproducto del proceso de obtencién de
muestra final, de la segunda centrifugacion (11.427 x g) del homogeneizado
de ova de trucha arco iris (O. mykiss) desafiada durante 10 min a la cepa LF-
89 de P. salmonis.
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S2T-LF3  : Fraccion sobrenadante (S2), subproducto del proceso de obtencion de
muestra final, de la segunda centrifugacion (11.427 x g) del homogeneizado
de ova de trucha arco iris (O. mykiss) desafiada durante 30 min a la cepa LF-
89 de P. salmonis.

S2T-LFeo  : Fraccion sobrenadante (S2), subproducto del proceso de obtencion de
muestra final, de la segunda centrifugacion (11.427 x g) del homogeneizado
de ova de trucha arco iris (O. mykiss) desafiada durante 60 min a la cepa LF-
89 de P. salmonis.

S2T-SLGO:1 : Fraccion sobrenadante (S2), subproducto del proceso de obtencion de
muestra final, de la segunda centrifugacion (11.427 x g) del homogeneizado
de ova de trucha arco iris (O. mykiss) desafiada durante 1 min a la cepa
SLGO-95 de P. salmonis.

S2T-SLGOs : Fraccion sobrenadante (S2), subproducto del proceso de obtencion de
muestra final, de la segunda centrifugacion (11.427 x g) del homogeneizado
de ova de trucha arco iris (O. mykiss) desafiada durante 3 min a la cepa
SLGO-95 de P. salmonis.

S2T-SLGOs : Fraccion sobrenadante (S2), subproducto del proceso de obtencion de
muestra final, de la segunda centrifugacion (11.427 x g) del homogeneizado
de ova de trucha arco iris (O. mykiss) desafiada durante 5 min a la cepa
SLGO-95 de P. salmonis.

S2T-SLGO1o0: Fraccion sobrenadante (S2), subproducto del proceso de obtencion de
muestra final, de la segunda centrifugacion (11.427 x g) del homogeneizado
de ova de trucha arco iris (O. mykiss) desafiada durante 10 min a la cepa
SLGO-95 de P. salmonis.

S2T-SLGOs30: Fraccion sobrenadante (S2), subproducto del proceso de obtencion de
muestra final, de la segunda centrifugacion (11.427 x g) del homogeneizado
de ova de trucha arco iris (O. mykiss) desafiada durante 30 min a la cepa
SLGO-95 de P. salmonis.

S2T-SLGOeo: Fraccion sobrenadante (S2), subproducto del proceso de obtencion de
muestra final, de la segunda centrifugacion (11.427 x g) del homogeneizado
de ova de trucha arco iris (O. mykiss) desafiada durante 60 min a la cepa
SLGO-95 de P. salmonis.

SLGOB : Suspension bacteriana obtenida a partir del sobrenadante, filtrado a 5y, de
una botella de cultivo celular (pasaje 10) con un efecto citopatico (ECP)
cercano al 80% e infectada con la cepa SLGO-95 de P. salmonis. Esta
suspension fue la usada en el desafio principal de ovas de las dos especies
salmonideas con las cepas de P. salmonis, y se us6 como control positivo del
“dot-blot”.

T-LF1 : Muestra final proveniente de una ova de trucha arco iris (O. mykiss)
desafiada durante 1 min a la cepa LF-89 de P. salmonis.

T-LFs3 : Muestra final proveniente de una ova de trucha arco iris (O. mykiss)
desafiada durante 3 min a la cepa LF-89 de P. salmonis.
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T-LFs

T-LF1o

T-LFz0

T-LFeo

T-LFms

T-LFma3o

T-MEMs

T-MEMeso

T-SLGO:

T-SLGOs3

T-SLGOs

T-SLGOu1o

T-SLGOs30

T-SLGOs0

T-SLGOms

T-SLGOmz3o :

. Muestra final proveniente de una ova de trucha arco iris (O.
desafiada durante 5 min a la cepa LF-89 de P. salmonis.

mykiss)

: Muestra final proveniente de una ova de trucha arco iris (O.
desafiada durante 10 min a la cepa LF-89 de P. salmonis.

mykiss)

: Muestra final proveniente de una ova de trucha arco iris (O.
desafiada durante 30 min a la cepa LF-89 de P. salmonis.

mykiss)

: Muestra final proveniente de una ova de trucha arco iris (O.
desafiada durante 60 min a la cepa LF-89 de P. salmonis.

mykiss)

: Muestra final proveniente de una ova de trucha arco iris (O. mykiss)
desafiada durante 5 min a una suspension bacteriana muerta de la cepa LF-89
de P. salmonis, usada como control negativo de la infeccion de ovas.

: Muestra final proveniente de una ova de trucha arco iris (O. mykiss)
desafiada durante 30 min a una suspension bacteriana muerta de la cepa LF-
89 de P. salmonis, usada como control negativo de la infeccion de ovas.

: Muestra final proveniente de una ova de trucha arco iris (O. mykiss)
incubada durante 5 min a una suspension de medio esencial minimo (MEM),
usada como control negativo para el “dot-blot”.

: Muestra final proveniente de una ova de trucha arco iris (O.
incubada durante 60 min a una suspension de medio esencial
(MEM), usada como control negativo para el “dot-blot”.

myKkiss)
minimo

: Muestra final proveniente de una ova de trucha arco iris (O.
desafiada durante 1 min a la cepa SLGO-95 de P. salmonis.

myKkiss)

: Muestra final proveniente de una ova de trucha arco iris
desafiada durante 3 min a la cepa SLGO-95 de P. salmonis.

(O. mykiss)

. Muestra final proveniente de una ova de trucha arco iris
desafiada durante 5 min a la cepa SLGO-95 de P. salmonis.

(O. mykiss)

: Muestra final proveniente de una ova de trucha arco iris
desafiada durante 10 min a la cepa SLGO-95 de P. salmonis.

(O. mykiss)

: Muestra final proveniente de una ova de trucha arco iris
desafiada durante 30 min a la cepa SLGO-95 de P. salmonis.

(O. mykiss)

. Muestra final proveniente de una ova de trucha arco iris
desafiada durante 60 min a la cepa SLGO-95 de P. salmonis.

(O. mykiss)

: Muestra final proveniente de una ova de trucha arco iris (O. mykiss)
desafiada durante 5 min a una suspensién bacteriana muerta de la cepa
SLGO-95 de P. salmonis, usada como control negativo de la infeccion de
ovas.

Muestra final proveniente de una ova de trucha arco iris (O. mykiss)
desafiada durante 30 min a una suspension bacteriana muerta de la cepa
SLGO-95 de P. salmonis, usada como control negativo de la infeccion de
ovas.
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ANEXO 1

A.- Homogeneizado de ovas

Cada ova descongelada se coloco en un tubo de centrifugacion y se le adiciond 1
mL de una solucién de homogeneizado, la que contenia buffer de homogeneizacion (1 mL)
e inhibidores de proteasas. Por cada ova a homogeneizar se necesitd 1 mL de la solucién de
homogeneizado. Como ejemplo, en el desafio principal de ovas se procesaron 18 ovas de
cada especie, en la tabla 17 se muestra como se prepar0 36 mL de solucion de

homogeneizado.

Tabla 17. Volimenes y reactivos necesarios para preparar 36 mL de solucién de homogeneizado,
suficientes para procesar las ovas usadas en el desafio principal de ovas de dos especies
salmonideas con Piscirickettsia salmonis.

Reactivos Proporcion Volumenes
“Buffer” de homogeneizacion 1/1 36 mL
Pepstation 2 mM 1 pL/mL 36 pL
Leupeptin 1 mM 1 pL/mL 36 pL
Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM 4 uL/20 mL 7,2 uL

Posterior a esto se procesaron mediante el uso de un homogeneizador (Ultraturrex®)
a 13.000 r.p.m. durante 15 s, donde para cada ova el procedimiento se repitio tres veces con

pausas de 15 s en frio (tubo posado en un vaso con hielo).
B.- Obtencion de muestra final para uso en “dot-blot”

Luego del proceso de homogeneizado se colocé los tubos que contenian las
muestras dentro de la centrifuga para ser centrifugados a 1.208 x g durante 20 min 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 solucidén sobrenadante, y una tercera o
“pellet” (P1) correspondiente a estructuras que precipitaron producto de esta
centrifugacion. Para la segunda centrifugacion se uso la fraccion del centro (S1), la cuél se
extrajo mediante el uso de micropipeta en una cantidad de 800 pL y se traspasé a un tubo
eppendorf® debidamente rotulado. Estos tubos eppendorf® se centrifugaron all.427 x g

durante 60 min a 4° C. Producto de esta centrifugacion cada muestra se dividié en dos
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fracciones, una correspondiente al sobrenadante (S2) y la otra correspondiente a estructuras
que precipitaron por esta ultima centrifugacion (P2), a la que llamamos “pellet”. Para
obtener la muestra definitiva, o muestra final, para el uso en la metodologia “dot-blot” se
uso la fraccion P2 del la segunda centrifugacion, la cuél se resuspendio en 150 uL de PBS
pH 7,4.

C.- Metodologia “dot-blot”

PROTOCOLO

Primer dia

1. Colocar la membrana de polivinildifluoruro (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 hidrofdbica a hidrofilica, permitiendo que las
muestras puedan atravesarla.

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

3. Lavar la membrana PVDF 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
1. Lavar lamembrana PVDF con TBS 1X Tween 20 por 10 min en un agitador, en tres

oportunidades.

2. Incubar membrana con una solucién oligoclonal de anticuerpos correspondiente a
una inmunoglobulina (Ig) G de raton anti-P. salmonis (“kit” SRS Fluorotest
Indirecto®, BiosChile®) por 2 h, en dilucion 1:5.000.

3. Lavar la membrana PVDF con TBS 1X Tween 20 por 10 min en un agitador, en tres
oportunidades.

4. 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 dilucion 1:10.000.
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Lavar la membrana PVDF con TBS 1X Tween 20 por 10 min en un agitador, en tres
oportunidades.

Colocar la membrana en contacto con el sustrato que reacciona con la peroxidasa
del segundo anticuerpo (SuperSignal® “west dura extended duration substrate”,
Pierce®) en una capa fina por un tiempo de 5 a 10 min.

Poner la membrana en contacto con una pelicula fotosensible (CL-X Posure®,
Pierce®) 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).
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ANEXO 2

A.- Cantidad de proteina total en muestras usadas y respectivos resultados en

experiencias “dot-blot”

A.1- Proteina total de muestras de la primera experiencia v sus resultados al “dot-blot”

Tabla 18. Cantidad total de proteinas presente en las muestras provenientes del primer desafio?,
ovas de salmén del Atlantico (Salmo salar) desafiadas con la cepa SLGO-95 de Piscirickettsia
salmonis, usadas en la primera experiencia? “dot-blot”.

pg prot./ uL  pgtotales prot./  Resultado al

3
SRR AL e st muestra muestra “dot-blot”
SLGO; 30 pL 8,24 247,2 -
SLGOs 30 pL 7,60 228,0 -
SLGOs 30 pL 6,24 187,2 -
SLGO1o 30 pL 12,33 369,9 -
SLGO3o 30 pL 10,33 309,9 -
SLGOso 30 pL 4,73 141,9 -
SLGOms 30 pL ND ND ND
SLGOms3o 30 pL 9,73 291,9 -
MEMs 30 uL ND ND ND
MEMeo 30 pL 2,38 71,4 -
SLGOa 30 uL 4,81 144,3 +
SLGO* 30 puL 4,99 149,7 +
LF* 30 uL 7,14 214,2 +
S2-SLGO* 30 puL 5,22 156,6 +
P2-SLGO* 30 uL 1,03 30,9 +

1. Primer desafio; desafio de ovas de salmon del Atlantico (S. salar) con la cepa SLGO-95 de P. salmonis.

2. Primera experiencia; experimentos realizados a partir de muestras de ovas de salmon del Atlantico (S.
salar) tedricamente infectadas con la cepa SLGO-95 de P. salmonis.

3. Nomenclaturas;

- SLGO;, SLGOs;, SLGOs, SLGOj0, SLGO3 y SLGOgy corresponden a las muestras finales de los
homogeneizados de ovas de salmdn del Atlantico (S. salar) desafiadas, durante 1, 3, 5, 10, 30 y 60 min
respectivamente, con la cepa SLGO-95 de P. salmonis.

- SLGOms y SLGOmg, corresponden a las muestras finales de los homogeneizados de ovas de salmon del
Atlantico (S. salar) desafiadas, durante 5 y 30 min respectivamente, con una suspension de la cepa SLGO-95
de P. salmonis muerta.

- MEMs y MEMgo corresponden a las muestras finales de los homogeneizados de ovas de salmén del
Atlantico (S. salar) incubadas, durante 5 y 60 min respectivamente, con una suspension de medio esencial
minimo suplementado al 10% con suero fetal bovino (MEM-10).

- SLGOa corresponde a la suspension bacteriana de la cepa SLGO-95 de P. salmonis usada en el primer
desafio de ovas, mientras que SLGO* corresponde a la suspensién de la misma cepa bacteriana obtenida a
partir de una botella de cultivo celular distinta. S2-SLGO* y P2-SLGO* son fracciones resultantes de la
centrifugacion a 11.247 x g de la suspension SLGO*.

- LF* corresponde a una suspension bacteriana de la cepa LF-89 de P. salmonis usada durante la
estandarizacion del método “dot-blot” (Gatica, 2007).

ND. No determinado.
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A.2- Proteina total de muestras de la sequnda experiencia y sus resultados al “dot-blot”

Tabla 19. Cantidad total de proteinas presente en las muestras provenientes del desafio principal?,
ovas de salmdn del Atlantico (Salmo salar) desafiadas con dos cepas de Piscirickettsia salmonis
(SLGO-95 y LF-89), usadas en la segunda experiencia? “dot-blot”.

Mg prot./ puL g totales prot. Resultado al

Muestras® UL de muestra muestra / muestra “dot-blot”
A-SLGO; 30 pL 0,02 0,6 -
A-SLGO3 30 puL 0,08 2,4 -
A-SLGOs 30 uL 0,71 213 -
A-SLGO1p 30 puL 0,71 21,3 -
A-SLGOx0 30 uL 0,77 231 -
A-SLGOg0 30 pL 0,91 27,3 -
A-SLGOms 30 puL 0,04 0,04 -
A-SLGOm3p 30 pL 0,04 0,04 -
A-MEMs 30 puL 0,01 0,3 -
A-MEMgo 30 L 0,04 0,0* -
A-LF1 30 puL 0,04 0,04 -
A-LF3 30 puL 0,21 6,3 -
A-LFs 30 pL 0,04 1,2 -
A-LFio 30 uL 0,01 03 ;
A-LF3 30 pL 0,07 2,1 -
A-LFs0 30 puL 0,36 10,8 +
A-LFms 30 pL 0,21 6,3 -
A-LFmso 30 uL 0,15 45 ;
S2A-SLGO1p 30 puL 1,13 33,9 +
S2A-SLGOg 30 puL 1,26 37,8 +
S2A-LF10 30 pL 1,19 35,7 +
S2A-LFeso 30 puL 1,33 39,9 +
SLGOB 30 pL 4,88 146,4 +
LF 30 pL 5,33 159,9 +
LF* 30 puL 7,14 214,2 +

1. Desafio principal; desafio de ovas de dos especies de salménidos (salmén del Atlantico y trucha arco iris)
con dos cepas de P. salmonis (SLGO-95 y LF-89).

2. Segunda experiencia; experimentos realizados a partir de muestras de ovas de salmén del Atlantico (S.
salar) tedricamente infectadas con dos cepas de Piscirickettsia salmonis.

3. Nomenclaturas;

- A-SLGO4, A-SLGO3, A-SLGOs, A-SLGO19, A-SLGO3p y A-SLGOgo corresponden a las muestras finales de
los homogeneizados de ovas de salmdn del Atlantico (S. salar) desafiadas, durante 1, 3, 5, 10, 30 y 60 min
respectivamente, con la cepa SLGO-95 de P. salmonis. A-SLGOms y A-SLGOmg corresponden a las
muestras finales de los homogeneizados de ovas de salmén del Atlantico (S. salar) desafiadas, durante 5y 30
min respectivamente, con una suspension de la cepa SLGO-95 de P. salmonis muerta.

- A-MEMs y A-MEMgo corresponden a las muestras finales de los homogeneizados de ovas de salmén del
Atlantico (S. salar) incubadas, durante 5 y 60 min respectivamente, con una suspensién de medio esencial
minimo (MEM).

- S2A-SLGOqo, S2A-SLGOgo, S2A-LF1g y S2A-LFgy corresponden a las fracciones sobrenadantes (S2)
resultantes del proceso de centrifugacion a 11.427 x g del homogeneizado de ovas que originaron a las
muestras A-SLGO19, A-SLGOsp, A-LF10 Yy A-LFeo, respectivamente.
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- A-LF1, A-LF3, A-LFs, A-LF1, A-LF30 y A-LFg corresponden a las muestras finales de los homogeneizados
de ovas de salmon del Atlantico (S. salar) desafiadas, durante 1, 3, 5, 10, 30 y 60 min respectivamente, con la
cepa LF-89 de P. salmonis. A-LFms y A-LFmso corresponden a las muestras finales de los homogeneizados
de ovas de salmén del Atlantico (S. salar) desafiadas, durante 5 y 30 min respectivamente, con una
suspension de la cepa LF-89 de P. salmonis muerta.

- SLGOB corresponde a la suspension bacteriana de la cepa SLGO-95 de P. salmonis usada en el desafio
principal de ovas, mientras que LF corresponde a la suspensién de la cepa LF-89 usada en el mismo desafio.

- LF* corresponde a una suspension bacteriana de la cepa LF-89 de P. salmonis usada durante la
estandarizacion del método “dot-blot” (Gatica, 2007)

4. Los valores de absorbancia de estas muestras se encontraban por debajo de la curva de calibracion, lo que
genero valores de proteina negativos.

A.3- Proteina total de muestras de la tercera experiencia v sus resultados al “dot-blot”

A las muestras finales generadas a partir del homogeneizado de ovas de trucha arco
iris (O. mykiss) incubadas con las cepas SLGO-95 (T-SLGO1, T-SLGO3, T-SLGOs, T-
SLGO10, T-SLGO30 y T-SLGOe0) Y LF-89 (T-LF1, T-LF3, T-LFs, T-LF1o, T-LF30 y T-LFe0)
de P. salmonis durante el desafio principal, y a los controles negativos de infeccion (T-
MEMs, T-MEMgeo, T-SLGOmMs, T-SLGOmM3p, T-LFmMs y T-LFm3g), no les fue determinada
la cantidad de proteina presente. Si fue determinada la cantidad de proteina en las muestras

S2 originadas durante la obtencion de las muestras finales (tabla 20).

Tabla 20. Cantidad total de proteinas presente en las muestras provenientes del desafio principal?,
ovas de trucha arco iris (O. mykiss) desafiadas con dos cepas de Piscirickettsia salmonis (SLGO-95
y LF-89), usadas en la tercera experiencia? “dot-blot”.

moestas Lt e muesta cdotblot
S2T-SLGO: > 0,59 e :
S2T-SLGOs 28 0,74 Ziﬁ :
S2T-SLGOs o 0,58 s :
S2T-SLGOxo o 0,60 ;28 :
S2T-SLGOs0 > 037 222 :
S2T-SLGO¢o 28 0,51 gg,g :
S2T-SLGOMs = 011 o :
S2T-SLGOMs0 = 0,21 162’?6 :
S2T-MEMs > 0,13 32 :
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30 2,7 -

S2T-MEMeo &0 0,09 54 -
S2T-LF! 28 0,86 éig -
S2T-LFs 28 0,45 gg -
S2T-LFs 28 0,62 gg -
S2T-LFio 28 0,85 éig -
S2T-LFs = 0,54 4 :
S2T-LFé6o 28 0,68 4218:3 -

seop B am B2 (O
-F %g >33 18506?9 8

1. Desafio principal; desafio de ovas de dos especies de salménidos (salmén del Atlantico y trucha arco iris)
con dos cepas de P. salmonis (SLGO-95 y LF-89).

2. Tercera experiencia; experimentos realizados a partir de muestras de ovas de trucha arco iris (O. mykiss)
tedricamente infectadas con dos cepas de Piscirickettsia salmonis.

3. Nomenclaturas;

- S2T-SLGO;, S2T-SLGOs, S2T-SLGOs, S2T-SLGO10, S2T-SLGO3 y S2T-SLGOg corresponden a las
fracciones sobrenadantes (S2) resultantes del proceso de obtencion de muestras finales a partir de los
homogeneizados de ovas de trucha arco iris (O. mykiss) desafiadas, durante 1, 3, 5, 10, 30 y 60 min
respectivamente, con la cepa SLGO-95 de P. salmonis. S2T-SLGOms y S2T-SLGOms, corresponden a las
muestras finales de los homogeneizados de ovas de trucha arco iris (O. mykiss) desafiadas, durante 5y 30 min
respectivamente, con una suspension de la cepa SLGO-95 de P. salmonis muerta.

- S2T-MEMs y S2T-MEMgo corresponden a las muestras finales de los homogeneizados de ovas de trucha
arco iris (O. mykiss) incubadas, durante 5y 60 min respectivamente, con una suspension de medio esencial
minimo (MEM).

- S2T-LF4, S2T-LFs3, S2T-LFs, S2T-LF19, S2T-LF30 y S2T-LFgo corresponden a las fracciones sobrenadantes
(S2) resultantes del proceso de obtencion de muestras finales a partir de los homogeneizados de ovas de
trucha arco iris (O. mykiss) desafiadas, durante 1, 3, 5, 10, 30 y 60 min respectivamente, con la cepa LF-89 de
P. salmonis. S2T-LFms y S2T-LFms, corresponden a las muestras finales de los homogeneizados de ovas de
trucha arco iris (O. mykiss) desafiadas, durante 5 y 30 min respectivamente, con una suspension de la cepa
LF-89 de P. salmonis muerta.

- SLGOp corresponde a la suspension bacteriana de la cepa SLGO-95 de P. salmonis usada en el desafio
principal de ovas, mientras que LF corresponde a la suspension de la cepa LF-89 usada en el mismo desafio.
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