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RESUMEN

El virus de la anemia infecciosa del salmén, es un patégeno que ha causado una
alta mortalidad en el hemisferio norte y que recientemente ha sido detectado en Chile.
Este agente infeccioso es un virus de la familia de los orthomyxoviridae, los cuales son
virus cubiertos que poseen un genoma consistente en 8 segmentos de ARN de hebra
simple y polaridad negativa.

En el presente trabajo, se realizé un estudio de la biologia del virus con €l fin de
establecer las bases para el desarrollo de nuevos métodos de diagndstico, control y
prevencion de esta enfermedad. Con este objetivo, se produjo un panel de anticuerpos
monoclonales contra un aislado canadiense del virus de la anemia infecciosa del salmén,
con los cuales fue posible realizar un seguimiento de la replicacién viral en células
CHSE-214 desde 5 horas hasta 10 dias después de la infeccion. Usando estos
anticuerpos y mediante inmunofluorescencia indirecta, se encontré que el virus presenta
una fase nucleolar durante su replicacién, lo cual constituye el primer hallazgo de esta
naturaleza en esta familia viral, Por medio de hibridaciones in situ, empleando sondas
sentido y antisentido dirigidas contra los segmentos 2 y 6 del genoma viral, fue posible
detectar ARN viral en el nucleolo, lo que confirma los hallazgos obtenidos mediante
inmunofluorescencia. Ademas de la sefializacion nucleolar, los anticuerpos permitieron
detectar una sefial que por su polaridad y morfologia, corresponderia al aparato de Golgi
y otras sefiales observadas en el citoplasma podrian corresponder al centrosoma.

A través de inmunofluorescencias, los anticuerpos monoclonales reaccionaron

positivamente con improntas de rifién, higado y bazo de salmonideos chilenos con
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anemia e ictericia, lo cual sugiere que los anticuerpos producidos con el aislado
canadiense serian capaces de reconocer algunas proteinas del “ISAV like”, que ain no

ha sido caracterizado.
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SUMMARY

{

The infectious salmon anemia virus (ISAV) is a pathogen;which has caused a
high mortality in the northern hemisphere and recently it has been d?etected in Chile. The
infectious agent is a virus belonging to the family of orthomygoviridae, which are
enveloped viruses containing a genome composed of 8 fragme:‘nts of single strand

i

negative RNA. i
i
In this work some aspects of the virus biology were studied to establish the basis
for the development of new methods of diagnostic, control and prevention of the disease.
One of the objectives was fo produce a panel of monoclonal antibodies against a
canadian isolate of ISAV. With these antibodies it was possible to follow the viral
replication in CHSE-214 celis from 5 hours to 10 days post-infection. By using indirect
immunofluorescence it was found a nucleolar phase during the replication of the virus,

which is the first observation of this nature in the orthomyxoviridae family, By means of

in situ hybridization and using sense and antisense probes against segments 2 and 6 of

the viral genome, it was possible to detect the viral RNA in the nucleolus, confirming
the results of immunofluorescence. In addition, it was possible to detect
immunoreactivity associated to a structure that because of its polarity and morphology,
appears to be the Golgi complex. Also, another fluorescence signal observed in the
cytoplasm might correspond to the centrosomes.

By using the monoclonal antibodies for indirect immunofluorescent assay with
samples of kidney, liver and spleen of chilean salmonid fish with anemia and jaundice,

detection of a ISAV-like virus was possible.

1 viii
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1 INTRODUCCION

1.1 Aspectos generales.

De acuerdo con antecedentes proporcionados por organismos internacionales, los
dos tercios del suministro mundial de pescado para la alimentacion se obtienen de la
pesca en aguas marinas, mientras que el tercio restante procede de la acuicultura
(www.salmonchile.cl/sch/).

Si se examina el caso chileno, donde parte importante del desarrollo acuicola esti
representado por el sector salmonicultor, los resultados estadisticos son impresionantes.
De actividad cero, se pasé en las tiltimas décadas a una produccion de 300 mil toneladas
netas de salmon, lo que se reflejé en divisas por 964 millones de ddlares en 2001, con un
fuerte impacto en el aspecto social de la poblacidn que labora en las regiones dedicadas
a la salmonicultura (www.salmonchile.cl).

Al conocer los enormes volumenes de salmones que se transan y por ende, los
millones de dolares entrantes para el pais, queda claro la preocupacién e interés que
deben tener los productores nacionales por mantener, y en lo posible mejorar la calidad
de su produccién. Por ello es necesario realizar constantes monitoreos para controlar,
entre otras cosas, posibles enfermedades que se podrian estar gestando y que finalmente
pueden acarrear pérdidas parciales o totales de su produccién e incluso el cierre de
instalaciones por un periodo de tiempo no despreciable, con el fin de evitar el contagio
hacia otros sectores. Es por este motivo que resulta de gran interés poder conocer en

cierto detalle la biologia de los distintos agentes infecciosos que causan diferentes




enfermedades a nivel local y mundial, con el fin de desarrollar tecnologfas para
detectarlos oportunamente y eventualmente, encontrar soluciones para su prevencion.

En este trabajo, se ha estudiado el patdgeno conocido como el virus de la anemia
infecciosa del salmén (ISAV), el cual ha sido recientemente detectado en nuestro pais

(Kibenge y cols., 2001a).

1.2 Caracteristicas de la enfermedad.

La anemia infecciosa de salmoén (ISA), es una enfermedad viral que afecta al
salmon Atlantico (Salmo salar) en cultivo y produce una infeccidn generalizada con alta
mortalidad (entre un 15% a un 100% después de varios meses de la infeccién) y en
consecuencia, grandes pérdidas economicas (Falk y cols., 1998) con los consiguientes
dafios a la industria acuicola. Dado que este tipo de salmén, Salmo salar, presenta una
alta prevalencia en Chile, representando cerca de un 60% de la produccion nacional, se
debe estar alerta a la eventual introduccién de este patégeno.

El primer registro que se tiene de la enfermedad corresponde a 1984 en las costas
de Noruega (Thorud y cols., 1988), sin embargo no fue hasta 1995 que este virus fue
aislado e identificado como el causante de la enfermedad (Dannevig y cols., 1995b).

La distribucion geografica conocida actualmente para el virus corresponde a
Noruega (1984) (Thorud y cols., 1988), la costa este de Canada (New Brunswick, 1996)
(Bouchard y cols., 1999), Escocia (Cunningham y cols., 2000) y Reino Unido (1998)
(Kibenge, y cols., 2001b). Recientemente se han tenido reportes de brotes en Nova
Scotia, Canada (Ritchie y cols., 2001), en las Islas Faroe, Dinamarca (2000) (Kibenge vy

cols., 2001b) y Chile (Kibenge y cols., 2001a).




La replicacion del virus se ha demostrado experimentalmente en trucha arco iris
(Onchorhynchus mykiss Walbaum), trucha café (Salmo trutta) y trucha de mar
anadromo, sin embargo, ninguno de estos salmonideos han presentado sefiales de la
enfermedad (Danneving & Thorud, 1999).

Inicialmente, los peces infectados con ISAV presentan aletargamiento. En los
estadios mas avanzados de la enfermedad los peces se van al fondo de la balsa-jaula. La
mayoria presenta sefiales externas notorias como agallas palidas y hemorragia al interior
de la camara ocular. En algunos casos se ha observado exoftalmia. Los principales
cambios fisiopatolégicos son ascitis, oscurecimiento y congestion extensa del higado y
bazo y en algunos casos del intestino. El estémago puede ser distendido por un fluido
viscoso, generarse hemorragias en su mucosa y ocasionalmente en el musculo
esquelético (Danneving & Thorud, '1 999).

Dentro de los dafios histopatolégicos, las lesiones del higado son las mas
importantes, encontrandose multifocos de hemorragia y posterior necrosis. Estas areas se
distinguen con facilidad ya que presentan cosinofilia y hepatocitos oscuros e hinchados
(Danneving & Thorud, 1999).

Los peces moribundos presentan un grave cuadro de anemia y es comin
encontrar valores de hematocritos bajo el 5% (valor normal alrededor de 35%). Los
eritrocitos circulantes muestran notorias anormalidades como tamafio reducido,
vacuolizacién citoplasmatica, desintegracién nuclear y fragmentacién celular. Los peces
infectados también desarrollan leucopenia y trombocitopenia. La proporcién de
eritrocitos inmaduros se eleva y aparecen eritroblastos en circulacion (Danneving &

Thorud, 1999).




La anemia infecciosa en salmones también puede aparecer en forma crénica con
sefales difusas dificiles de interpretar. Esta sintomatologia menos clara puede acarrear
problemas en el diagnéstico y por lo tanto agudizar la propagacion viral, con

consecuencias desastrosas.

1.3 Caracteristicas del virus.

El virus de la anemia infecciosa del salmén (ISAV), pertenece a la familia de los
orthomyxoviridae. Esta familia se caracteriza por tener un material genético con 8
segmentos de ARN de hebra simple y polaridad negativa y un tamafio total aproximado
entre los 12.000 y 15.000 nt. Son virus recubiertos por una membrana lipoproteica con
proyecciones (Mjaaland y cols., 1997). En la Figura 1 se muestra la estructura hipotética

de esta familia viral, donde se destacan sus componentes estructurales mas importantes.

© Paul Digard, Dept Pathology,
University of Cambridge.

Figura 1: Esquema de un orthomyxoviridae.
Esquema de la estructura de un orthomyxovidae, en
el cual las proteinas corresponden a: (HA)
hemaglutinina, (NA) neuroaminidasa, (M) proteina
de matriz, (RNPs) ribonucleoproteinas, (NS)
proteinas no estructurales.




El ISAV, tiene un diametro aproximado de 100-120 nm, las proyecciones de su
envoltura tienen un largo que va entre los 10 y 12 nm (Figura 1) y tiene por blanco
primario cé€lulas endoteliales de varios 6rganos para su replicacion, aunque se sabe que
este virus también es capaz de replicar en leucocitos tanto in vitro como in vivo
(Danneving & Thorud, 1999). Se ha demostrado que el rifién es el principal sitio de
replicacion del virus (Dannevig y cols., 1995b), lo que contrasta con las infecciones en

mamiferos de otros orthomyxovirus que se restringen al sistema respiratorio.
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Figura 2: Ciclo replicativo de los orthomyxoviridae.

Esquema de como ocurriria la infeccion viral en los orthomyxovirus,
incluyendo su entrada a la célula hospedera, destinacién de las RNP al
nucleo, replicacion, traduccién, ensamblaje y liberacion (Fuente:
http://www-micro.msb.le.ac.uk/3035/Orthomyxoviruses.html).




El ISAV comparte con otros miembros de la familia de los orthomyxovirus
propiedades que incluyen la actividad hemaglutinante y actividades enzimaticas
destructoras de los receptores (Falk y cols., 1998). Respecto a la actividad enzimatica
destructora de receptores, se detectd una significativa actividad acetilesterasa que
hidroliza el sustrato sintético p-nitrofenil acetato. Se observé también, que este virus
puede destruir receptores de eritrocitos sin afectar los receptores para el virus de la
influenza A o C, lo cual indica claramente que los receptores para ambos
orthomyxovirus no son los mismos y mas ailin, sugiere que la actividad enzimatica
destructora tiene una especificidad diferente (Falk y cols., 1997).

La liberacién del virus desde la célula ocurre por una especie de brote en la
membrana celular donde ademads, se produciria la maduracién del virus (Figura 2). Este
proceso aparentemente se genera sin destruccion de la célula hospedera, al menos en los
estadios iniciales de la infeccidn (Danneving & Thorud, 1999).

El tamafio del genoma viral es aproximadamente 14,5 kb y sus 8 segmentos se
distribuyen en el rango de 2,3 a 1,0 kb (Mjaaland y cols., 1997). Comparaciones de los
mARN derivados de ISAV muestran que estos tienen extremos terminales 5’
heterogéneos y son poliadenilados desde la secuencia sefial 13-14 nucleétidos rio abajo
del 5'-terminal del vARN. Ademas, se ha demostrado que su replicacion se ve inhibida
por a-amanitina, cldsico inhibidor de la ARN polimerasa Il, lo que indica que este virus
presenta mecanismos de replicacion similares a los otros orthomyxovirus (Snadvik y

cols., 2000).




Se sabe que el segmento 8 codifica para dos proteinas no estructurales que no
muestran homologia significativa con las secuencias del aislado noruego de ISAV y
otros orthomyxovirus. El segmento 2 codifica para la polimerasa PB1 de
orthomyxoviridae (Blake y cols., 1999). Esta enzima tiene un tamafio de 80,5 KDa, esta
constituida por 708 aminoacidos, tiene una carga neta de 22 a pH neutro y un punto
isoeléctrico de 9,9 (Krossoy y cols.,, 1999). Recientemente, se ha descrito que el
segmento 6 codificaria para una hemaglutinina putativa del ISAV. La expresion de esta
proteina en lincas celulares de salmoén infectadas con el virus genera una actividad con
propicdades hemadsortiva de la proteina para eritrocitos de salmoén (Rimstad y cols.,
2001). También se ha encontrado para el segmento 3, una putativa nucleoproteina, con
un ORF de 1.851 nt los cuales codificarian para una proteina que tendria 616
aminodcidos. Esta proteina no tiene homologfa significativa con otras nucleoproteinas de
otros orthomyxovirus, sin embargo se pudo identificar como nucleoproteina por las
caracteristicas de su composicién aminoacidica (Snow y cols., 2001).

El analisis de virus purificados por gradiente de sacarosa en SDS-PAGE en
condiciones reductoras, muestra 4 polipéptidos principales con tamafios moleculares
estimados en 71, 53, 43 y 24 KDa y un polipéptido menor de 15 KDa (Falk y cols.,
1997).

La siguiente tabla resume las proteinas codificadas por cada segmento gendémico

enel ISAV.




Segmento | Largo del segmento | Proteina codificada | Masa molecular
(kb) predicha (KDa)
1 2.4 P1
2 2,4 PBI (Polimerasa) 80,5
3 2,2 NP (Nucleoproteina) 68,0
4 1,9 P2 65,3
5 1,6 P3 48,8
6 1,5 Hemaglutinina (P4) 431
7 1,3 P4/P5 28,6/16,3
8 1,0 P6/P7 26,5/20,3

Tabla 1: Proteinas del virus de la anemia infecciosa del salmén.
Proteinas codificadas por los diferentes segmentos del ISAV y los tamafios esperados para
cada una de ellas (Clouthier y cols., 2002).



El virus se propaga en células SHK-1 (“salmon head kidney”) y en CHSE-214
(“chinook salmon embryo™) (Lannan y cols., 1984), donde se observa un marcado efecto
citopatico entre 12 a 14 dias post infeccién. Recientemente se ha desarrollado una nueva
linea celular derivada de leucocitos de salmén, designada como células TO. Infecciones
en estas células generan una alta produccion del ISAV, presentando al dia 9 posterior a
la infeccidn un marcado efecto citopatico (CPE) y una TCIDs cercana a 10>} m1™, valor
superior a los descritos para SHK-1 (10> a 10™®) y CHSE-214 (10*° a 10%)
(Wergeland y cols., 2001).

En mayo del 2001 se publicé el aislamiento y caracterizacién del ISAV desde
salmon Coho (Onchorhynchus mykiss Walbaum) en Chile, el cual se designé como
aislado 7833-1 (Kibenge y cols., 2001a). Este aislado mostro similitudes a los virus
aislados en Canada, como es su capacidad de replicar en células CHSE-214. Ademas,
7833-1 muestra identidades tan altas como del 99% a nivel nucleotidico y aminoacidicos
con los aislados canadienses, como en su perfil proteico (Kibenge y cols., 2001a). Este
brote, el cual produjo alta mortalidad en salmén Coho es tinico y podria representar la
introduccién del virus a la poblacién de los peces nativos silvestres o una nueva cepa del
virus (Kibenge y cols., 2001a).

Aunque las diferencias y similitudes reportadas entre los distintos aislados virales
sugieren la presencia de diferentes cepas entre ambos lados del Atlantico, no se han
encontrado diferencias funcionales que confirmen este supuesto (Ritchie y cols., 2001).
Basados en andlisis del segmento genético 2 se calculd la tasa evolutiva de las diferentes

agrupaciones de aislados en 0,96x107 nucleotidosafio™. Sobre esta tasa de mutacién se
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estimé que estos diferentes aislados divergieron alrededor de 1900, fecha que coincide

con el traslado de salmones entre Europa y Norteamérica.

1.4 Métodos de diagnostico.

El diagndstico de peces enfermos de ISA estd basado en cambios clinicos,
incluyendo sefiales macroscdpicas e histopatoldgicas (Falk y cols., 1995b). El problema
de estos es que pueden no ser los indicadores mdas convenientes para los estados
tempranos de la enfermedad (Falk y cols., 1995b), ni para formas cronicas de la misma y
por consiguiente, no ser un buen método predictor, ya que un diagnéstico temprano es
crucial para evitar la propagacion hacia otras balsas-jaulas y o hacia otras zonas. Segin
este diagnostico, la presencia de zonas hemorragicas y necrotizantes en el higado y
valores de hematocritos bajo el 10% son sefiales claras y confirman la presencia de esta
contagiosa enfermedad (Danneving & Thorud, 1999).

El principal problema que se tuvo inicialmente para la deteccién del virus por los
métodos de laboratorio fue encontrar lineas celulares capaces de replicar el virus (Falk &
Dannieving, 1995). Una vez resuelto este problema, se han producido exitosamente
anticuerpos poli y monoclonales contra este virus (Dannevig y cols., 1995a), los cuales
han sido usados para la deteccion de antigenos virales usando inmunofluorescencia
indirecta (IFAT, “indirect fluorescent antibody technique™), la cual se ha vislumbrado
como una técnica que puede servir como un modo de deteccién répido y conveniente
para identificar cultivos celulares infectados por ISAV (Falk & Danneving, 1995). Por
medio de esta técnica, se puede observar que 24 h post infeccion aparece una prominente

fluorescencia, detectable principalmente en el micleo, para luego expandirse al
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citoplasma y a la membrana celular, Aqui hay que tener en cuenta que una reaccién
negativa no implica que el virus no esté presente, ya que pueden existir variaciones en
las secuencias de las diferentes cepas, las cuales no necesariamente serian reconocidas

por los anticuerpos.

Gracias a que actualmente gran parte del genoma de este virus ha sido
secuenciado, ha sido posible discfiar partidores para amplificar regiones de algunos
segmentos genémicos mediante RT-PCR lo que ha permitido su deteccion en forma
rapida y sensible (Devold y cols., 2000). Al realizar un diagndstico mediante cultivo
celular y determinacién de CPE, se pueden obtener resultados negativos para el virus.
Sin embargo al analizar las mismas muestras mediante RT-PCR se obtienen los
amplicones correspondientes, por lo cual es recomendable confirmar una muestra

negativa o sospechosa por esta metodologia (Devold y cols., 2000).

1.5 Transmision de la enfermedad.

Debido a los frecuentes brotes de ISAV que se producen en las pisciculturas y
analizando las areas donde estas se registran, como por ejemplo en las areas costeras del
Atlantico norte, se piensa que deben existir reservorios naturales para este virus. Debido
a que presenta una temperatura dptima baja para su desarrollo, se cree que su hospedero
natural seria un vertebrado con baja temperatura corporal y probablemente perteneciente
a la familia de los salmonideos (Devold y cols., 2000). Otros han sugerido que el [ISAV
puede ser transmitido por un par de piojos marinos, Caligus alongatus y Lepeophtheirus

salmonis (Falk y cols., 1997).
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Por experimentos de cohabitacién se ha demostrado la existencia de transmisién
horizontal, indicando que el agua es importante para la diseminacién del ISAV. El virus
podria transmitirse por varias rutas como la piel, mucus, fecas y orines de peces
infectados. Se cree que la principal ruta de entrada es por medio de las agallas o heridas
en la piel. Parece ser que el tiempo de sobrevida del virus en el mar es corto, sin
embargo algunos experimentos de transmisién han demostrado que la infectividad de

tejidos permanece por al menos 20 h a 6°C (Danneving & Thorud, 1999).

La diseminacion del ISAV entre las distintas pisciculturas ocurre principalmente
por compra de smolts y peces adultos infectados que Iuego generan la transmisién
horizontal, lo mismo que aguas contaminadas no tratadas. No existe ain evidencia que
avale su transmision vertical (Danneving & Thorud, 1999), existiendo por el contrario

reportes gue niegan este tipo de transmision (Melville & Griffihts, 1999).

1.6 Tratamiento y proteccion.

No existe actualmente ninglin tratamiento conocido para el ISAV, por lo cual las
politicas preventivas y restricciones gubernamentales sobre el manejo de salmonideos
son la unica fuente de proteccion. Dentro de estas estrategias se cuentan la prohibicién

de intercambio de salmones vivos y sus ovas entre regiones e incluso entre jaulas.

Debido a la ausencia de tratamientos efectivos y viables para la industria
salmonicultora, el diagndstico adecuado y temprano de esta enfermedad es crucial en el

control de los brotes epidémicos.




OBJETIVOS

Objetivo general.
Estudiar algunos aspectos del ciclo replicativo del ISAV mediante la utilizacién

de anticuerpos monoclonales.

Objetivos especificos.

1. Establecimiento de las condiciones optimas para el crecimiento del ISAV y
estandarizar las condiciones de infeccion en células CHSE-214.

2. Desarrollo y caracterizaciéon de un panel de anticuerpos monoclonales (AcMos)
confra ISAV.

3. Determinaciéon y localizacién de los componentes proteicos del ISAV en células
CHSE-214 infectadas con el virus, por medio del uso de anticuerpos monoclonales,

4. Determinacion, mediante hibridacion in situ, de la localizacién celular de algunos de

los fragmentos de ARN del ISAV, en células CHSE-214 infectadas.

5. Utilizar el panel de AcMos para el diagndstico de peces con sindrome ictérico.




2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Cultivo celular.

2.1.1 Expansion de células CHSE-214.

Células CHSE-214 fueron cultivadas hasta confluencia en frascos de 175 cm®
Nunc (Tj75) o en porta objetos de 8 pozos en medioc MEM suplementado con 5% suero
fetal bovino (Gibco), aminoacidos no esenciales 0,1 mM (Gibco), glutamina 2 mM
(Sigma), estreptomicina sulfato 100 pg/mL (Sigma) y penicilina G sédica 100 UV/mL
(Sigma). Al subcultivar las células, se eliminé el medio, se lavo con 20 mL de GKN
(NaCl 0,14 M, KCl 5,37 mM, Na,HPO, 9,94 mM, NaH,PO, 5 mM, glucosa 11,1 mM y
rojo fenol 0,03 mM, pH 7,1) y se agregd 1,5 mL de tripsina al 5% (Sigma). Se incubd
por 20 min a temperatura ambiente o hasta observar desprendimiento celular.
Finalmente se agregé medio MEM completo en un volumen equivalente a2 2 6 3 veces el
requerido por botella (50 mL por cada Tj7s) y se repartio en 2 6 3 botellas. Las células

asi expandidas, se dejaron creciendo a 16°C.

2.1.2 Propagacion del ISAYV.

Células CHSE-214 en confluencia, fueron infectadas con un aislado canadiense
del ISAV proveniente de New Brunswick. Para ello, se elimind el medio y se reemplazd
por medio MEM completo, pero sin suero, para favorecer la infeccién. La infeccion se
realizo empleando una dilucién 1:10 del ISAV que presentaba una TCIDsg inferida de
1,0x10° por mL (seccién 2.1.3). Cinco horas post infeccién, las células fueron

suplementadas con suero fetal de modo de alcanzar una concentracién final de 5%. Este
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cultivo celular infectado, se dejé a 16°C por al menos 12 dias o hasta alcanzar un efecto
citopatico (CPE) cercano a un 80%. En estas condiciones se procedi6 a cosechar el

virus.

2.1.3 Célculo de dosis infectiva en cultivo celular (TCIDs) para un lisado de

ISAYV,

Se conoce como TCIDs¢/mL a la dosis por la cual el 50% de células son
infectadas con un inbculo determinado. Esta fue determinada mediante dos
aproximaciones distintas.

2.1.3.a Visualizacion directa del efecto citopatico (CPE).

Células CHSE-214 confluentes fueron expandidas en placas de poliestireno para
cultivo celular de 96 pozos (Nunc). Las células fueron lavadas con GKN vy tripsinizadas
(seccién 2.1.1) y finalmente suspendidas en 100 mL de medio MEM completo. De esta
suspension, se agregaron 200 pL por pozo.

Un dia después de la expansion, las células CHSE-214 fueron infectadas con el
virus en dilucién seriada en base 10 (seccidon 2.1.2), el cual provenia de un lisado
clarificado de células CHSE-214 (seccion 2.1.4). Un mes post infeccidn, las células
fueron observadas al microscopio invertido por contraste de fase (Nikon TMS) y se
visualizd la presencia o ausencia de efecto citopatico en cada pozo. De este modo, se
consideré como positivo todo pocillo que mostré al menos un foco de CPE y como
negativo aquel con ausencia absoluta de focos de CPE.

Se calculd el CPE porcentual para cada una de las diluciones empleadas y con

estos valores se estimo la TCIDsg, segtin la siguiente férmula:
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TCIDso= (% > 50%) — (50%)
(% > 50%) — (% < 50%)

donde (% > 50%) corresponde al porcentaje inmediatamente mayor al 50% y (% < 50%)
corresponde al porcentaje inmediatamente menor al 50% con CPE. El valor obtenido
corresponde a la fraccién de la potencia estimada en base 10, para las diluciones que
generan un CPE del 50% (Wergenland & Jakobsen, 2001).

2.1.3.b Mediante inmunofluorescencia indirecta.

Once dias post infeccién se realizé una inmunofiuorescencia indirecta para cada
pozo de la placa. Los pozos fueron lavados con 200 pl. de PBS y fijados con
paraformaldehido 3,7% por 10 min, lavadas con PBS y permeabilizadas con PBS-
Triton-X100 0,1% por 10 min. Posteriormente, se incubé 1h con el AcMo anti ISAV
2C2/H4, en una dilucién 1:100 en caseina sacarosa al 2% (caseina 2%, sacarosa 2% en
PBS) a temperatura ambiente. Después, se lavo con PBS y se incubd con un segundo
anticuerpo anti IgG de ratén Fc especifico, conjugado con FITC (Sigma) en caseina
sacarosa al 2% por 1h a temperatura ambiente en dilucidn 1:100. Posteriormente, se lavo
con PBS y se agregd 30 pL por pozo de DABCO (2,5% DABCO Sigma, en glicerol
90%). La placa de 96 pozos se observé en forma inveriida al microscopio de
epifluorescencia (Zeiss Axioskop), con un aumento de 10X. De igual modo a la seccién
anterior, se calculé el TCIDsg, considerandose positivos aquellos pozos con células

fluorescentes y negativos aquellos con ausencia de fluorescencia.

2.1.4 Clarificacion del lisado.

Previo a la clarificacion, los lisados de células CHSE-214 infectadas con ISAV,

que presentaban marcado efecto citopético, fueron sometidas a ciclos de congelamiento
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y descongelamiento (-20°C) para permitir una mayor liberacién viral desde los restos
celulares (Kibenge y cols., 2001a).

Con el propésito de obtener una preparacion libre de restos celulares, los lisados
de células CHSE-214 infectados con ISAV, fueron clarificados por una centrifugacion a
7.300 x g (centrifuga Sorval RC3B plus, rotor: 5845 H) por 30 min a 4°C. El sedimento
que contiene atin una alta concentracion viral, fe guardado a —80°C, con €l proposito de
ser utilizado en la propagacién viral. El sobrenadante fue utilizado en los ensayos de esta

tesis.

2.1.5 Enriquecimiento viral por medio de polietilenglicol 8.000 (PEG).

Al lisado (300 mL) clarificado (seccidn 2.1.4) se le agregé PEG 8.000 (5%
concentracion final), NaCl (3,23% concentracion final) y azida de sodio (0,1%) y se dejo
toda la noche en agitacién suave a 4°C (Kibenge y col., 2000). Posteriormente, se
centrifugd a 17.000 x g por 90 min a 4°C (Kubota 7930). El sedimento, fue resuspendido
en amortiguador TNE (Tris-HC1 10 mM, EDTA 1 mM, NaCl 0,1 mM, pH 7,5) y fue
centrifugado nuevamente a 17.000 x g por 20 min a 4°C (Kubota 7930). Tanto el
precipitado como el sobrenadante fueron conservados a —80°C para su posterior

purificacion.

2.1.6 Purificacion viral mediante gradiente de Ficoll.

Se prepararon dos soluciones de Ficoll 4.000 (Amresco) al 10 y al 25% en
amortiguador TNE. Estas soluciones fueron colocadas en un tubo Sorvall para

ultracentrifuga de 4 mL donde se agregd 1,5 mL de solucién de Ficoll al 25%. Sobre

esta, cuidando de no mezclar ambas soluciones, se agregé 1,6 mL de solucién de Ficoll
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10%. Sobre esta tltima y cuidadosamente, se agregé 0,5 mL del virus obtenido del paso
anterior (seccion 2.1.5), ya sea el sobrenadante o el precipitado de la conceniracién por
PEG 8.000 (seccién 2.1.5). Se ultracentrifugé en capachos pendulantes por 1h a 95.000
x g v 4°C (Sorval Combi, rotor TST 60.4). Terminada la ultracentrifugacion, se retir6 la
banda generada entre las dos fases del gradiente de Ficoll. Se obtuvo ademads, un
precipitado el cual también fue recuperado. Ambos fueron resuspendidos en
amortiguador TNE. El precipitado fue centrifugado a 11.000 x g (Ependorff centrifuge
5415C) por 10 min, vuelto a resuspender en 100 plL del mismo amortiguador y guardado
a —80°C. La banda fue ultracentrifugada a 100.000 x g por 45 min a 4°C (Sorval

RCM120) y el precipitado se gnardd a—80°C.

2.1.7 Concentracién por ultracentrifugacion.

Alternativamente, el virus fue concentrado por ultracentrifugacion a partir de un
lisado clarificado (seccion 2.1.4). Quinientos ml de este clarificado fueron
ultracentrifugados a 100.000 x g por 1h a 4°C (Sorvall ultracentrifuge Combi ODT, rotor
Sorvall AH-629). El sedimento, se resuspendié en 4 mL de PBS con azida (0,1%) y se
centrifugd a 16.000 x g por 10 min a 4°C (Hettich MiKro 22R, rotor E1547). Este
sedimento se resuspendio en 500 pl de PBS y se guardo a -20°C rotulado como
ultracentrifugado no soluble. El sobrenadante se volvid a uliracentrifugar a 100.000 x g

por 1 h a 4°C (Sorvall RC120, rotor AT-314). Este segundo sedimento se resuspendio en

100 pL. de PBS y se guardo también a —20°C.




2.2 Anticuerpos monoclonales.

2.2.1 Obtencién de anticuerpos monoclonales.

Los AcMos anti ISAV fueron producidos como se describe a continuacién.
Ratones Balb/c fueron inyectados via intraperitoneal con 25 pg de un semipurificado de
ISAV por ultracentrifugacién (seccién 2.1.7) y coadyuvante de Freund completo. Se dio
una segunda y tercera inmunizacién con la misma cantidad viral, pero con coadyuvante
incompleto, a los 15 y 30 dias respectivamente. Sesenta dias posteriores a la
inmunizacion, los ratones recibieron un refuerzo endovenoso. Tres dias después, los
ratones fueron sacrificados para la obtencidn de los linfocitos esplénicos. Estos
linfocitos fueron fusionados con células NS0/2 (mieloma de ratén Balb/c, deficientes en
la enzima hipoxantil-guanilfosforribosil transferasa) segin el protocolo de Kd&hler y
Milstein (K6hler & Milstein, 1975) con algunas modificaciones (Jamett y cols., 2001).
Estos hibridomas fueron evaluados por un ensayo de ELISA 14 dias posteriores a la
fusion y aqueilos con reactividad positiva fueron expandidos a placas de 24 pocillos.

Para la produccion del liquido ascitico, los ratones fiteron tratados con 0,5 mL de
pristano (2,6,10,14-tetrametil-pentadecano) 15 dias antes de que fueran inyectados via
intra peritoneal con los hibridomas reclonados. Cuando la cavidad abdominal se
encontraba inflamada, el liquido ascitico fue drenado por puncién y centrifugado a 600 x

g por 10 min (Dynac II centrifuge, Becton Dickinson) para eliminar los restos celulares.

Se almacend a —20°C.
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2.2.2 Purificacion de anticuerpos monoclonales.

Para la purificacién de AcMos desde liquido ascitico se utilizé una columna de
afinidad de Sefarosa activada con proteina G (Pharmacia Biotech). La columna activada
con proteina G de 15 mL y mantenida a 4°C, fue lavada con 10 volumenes de PBS a un
flujo de 25 gotas por min. Previo a la carga del liquido ascitico estos fueron
centrifugados a 6.000 x g por 5 min (Ependorff centrifuge 5415C). Se cargaron 6 mL
del liquido ascitico y se eluyd a un flujo de 5 gotas por min. Posteriormente, se lavé la
columna con 15 voliimenes de PBS a un flujo de 20 gotas por min. Los AcMos fueron
eluidos con acetato de amonio 0,5 M, pH 2,8 con un flujo de 1 mL/min. Los eluidos, en
voltimenes de 1 mL por fracci6n, fueron recuperados en 1 mL de Tris 1 M, pH 8,5.

Una vez terminada la elucidn, la columna fue lavada con 2 volimenes de acido
acético al 20%, para finalmente dejarla en equilibrio con PBS. La columna se guardd a
4°C en PBS con azida de sodio 0,1% hasta su nuevo uso.

Para la cuantificacién proteica de las fracciones correspondientes a los AcMos,
se determiné la absorbancia a 280 nm (UV-160A UV-visible, Shimadzu). De acuerdo al
coeficiente de extincién para proteinas, 1 DOagp es equivalente a 1,40 mg/mL. Aquellas
fracciones que presentaron lecturas sobre 0,2 DO se juntaron y se dializaron contra PBS

o solucidn de bicarbonato de sodio 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 8,3.

2.2.3 Especificidad de los anticuerpos monoclonales.

Para descartar reactividad cruzada de los AcMos contra ofros patogenos

presentes en salmones, se realizaron cultivos de diferentes bacterias crecidas a 25°C en 5

ml de medio LB (triptona 0,02 g/mL, extracto de levadura 0,005 g/mlL, NaCl 85 mM).
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Estas bacterias s¢ emplearon en frotis para ser analizadas por inmunofluorescencia
indirecta. Las bacterias utilizadas fueron: Aderomona caviae, Aeromona. sobria,
Aeromona salmonicida, Pseudomona fluorescense, Vibrio anguilarum, Piscisrickettsia
salmonis, Aeromona hidrdfila (aislados del el lago Llanquihue, Ranco y Rupanco). Los
AcMos también se ensayaron contra el virus de la necrosis pancredtica infecciosa
(IPNV) cultivado en células CHSE-214.

Del cultivo bacteriano se tomaron 200 pL, los cuales se centrifugaron 2 2.800x g
por 5 min (Mikro 22R, Hettich zentrifugen). El precipitado asi obtenido fue
resuspendido en 200 pL de PBS, de los cuales se toman 5 pL para hacer el frotis en un
porta objeto. Una vez secado el frotis y fijadas las bacterias se procedié de modo similar
a las IFI realizadas con cultivo celular (seccion 2.3.5), empleando el panel de los 8
AcMos contra ISAV. Como controles positivos se utilizaron AcMos contra

Piscisrickettsia salmonis y Pseudomona fluorescence.

2.3 Caracterizacion del ISAYV.

2.3.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida para proteinas.

Se prepard un gel de poliacrilamida al 12,5% (acrilamida-bisacrilamida, 30:0,8),
en condiciones denaturantes con 0,1% SDS. Se cargaron de 5 a 20 pg de proteina de una
preparacién viral concentrada por ultracentrifugacion (seccion 2.1.7). La muestra fue
calentada por 3 min en presencia de -mercaptoetanol y SDS. También, se analizaron

muestras en condiciones no reductoras las que no fueron calentadas. En forma paralela

se cargaron 8 pL de estandar de protefnas (Benchmark™ prestained protein ladder,
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Invitrogen). El gel fue sometido a un voltaje de 60 V hasta que el azul de bromofenol
alcanzara el gel concentrador y luego a 100 V por 1 h 30 min,

Para la visnalizacién de las bandas proteicas se realizaron dos tipos de tinciones.
La tincién con azul de Coomassie permite visualizar las bandas proteicas de las muestras
analizadas por electroforesis con un limite de sensibilidad mayor a 0,5 pg de proteina.
Los geles se tifieron con una solucidon de azul de Coomassie R-250 al 0,25% (p/v),
metanol 45% y 4cido acético glacial al 10%. Luego se destifi6 con una solucién que
contenia metanol al 45% y acido acético glacial al 10%. Finalmente, el gel fue secado al
vacio (equipo Slab Gel Dryer modelo SGD 4050, Savant, N.Y., USA) y digitalizado
(scanner Epson perfection 12008, programa: Presto Pege Maneger for Epson).

Alternativamente el gel se tifid con nitrato de plata utilizando un kit de tincién de
plata para proteinas (Winkler Ltda.), el cual se basa en €l protocolo descrito por Wray y
sus colaboradores (Wray y cols., 1981), cuya sensibilidad es de 2-5 ng de proteina por
banda. El procedimiento consta de 5 pasos: fijacién, lavado, tincidén, revelado y
detencién, los cuales se realizaron segun el instructivo del fabricante. Finalmente, el gel
se sumergié en agua bidestilada por 5 min, se secd al vacio (equipo Slab Gel Dryer
modelo SGD 4050, Savant, N.Y., USA) y se digitaliz6 (scanner Epson perfection 12008,

programa: Presto Pege Maneger for Epson).

2.3.2 Western Blot.

La muestra viral concentrada por ultracentrifugacion (seccion 2.1.7), fue

sometida a una electroforesis seglin se describe en el punto 2.3.1. El gel se dejoé en

amortiguador de transferencia (glicina 0,038 M, Tris-HCl 0,048 M pH 8,8, SDS 0,013 M
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y metanol 20%) por 15 min a temperatura ambiente. Las proteinas fueron
electrotransferidas a wuna membrana de nitrocelulosa en una camara de
electrotransferencia (modelo Mini Transblot electrophoretic transfer cell, BIO-RAD) por
1 h a 100 V. Terminada la transferencia, la membrana se dej6 bloqueando toda la noche
en caseina sacarosa al 4% en agitacién y temperatura ambiente. La membrana se corté
en tiras de alrededor de 0,5 cm cada una, las que se incubaron por 2 h a temperatura
ambiente con el AcMo especifico anti ISAV en diluciones de 1:100 y 1:200 en caseina
sacarosa al 4%. Se lavé 5 veces con PBS-Tween 20 0,1% y se incubd con un anticuerpo
anti IgG de ratén Fc especifico, conjugado con fosfatasa alcalina ( Pierce) en una
ditucién 1:100, en caseina sacarosa al 4% por 1 h en agitacién a temperatura ambiente.
El revelado se realizé con NBT/BCIP en amortiguador FAL (100 mM Tris-HCl, 100

mM NaCl, 5 mM MgCl,) en oscuridad hasta observar aparicion de las bandas.

2.3.3 Amplificacién del genoma viral mediante RT-PCR.

Como técnica confirmatoria, se realizé un RT-PCR para la deteccién de ISAV
tanto en el sobrenadante del cultivo como en las células crecidas en las placas de 96
poZos.

2.3.3.a Aislamiento del ARN.

El ARN se extrajo usando el kit comercial de Trizol-Is (Invitrogen), segin las
instrucciones del fabricante, salvo que se dejo precipitando toda la noche a —20°C.

2.3.3.b Sintesis de cADN.

Una vez aislado el ARN, se sintetizo el cADN como sigue: 7,1 pL de solucidn de

hexameros al azar (52,82 ng/uL) fueron mezclados con 5 pL. de ARN de la muestra. La
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mezcla se incubd a 95°C por 5 min, luego se incubd en hielo y se centrifugd a alta

velocidad. Finalmente a la muestra de ARN denaturada se le agregd 7,9 pL de una

mezcla de RT, la cual contiene 7,0 pL de tampén de sintesis de cADN (5X first strand

buffer Gibco, 0,1 M DTT, 4 mM dNTPs), 0,2 pL inhibidor de nucleasas (40 uw/pL Rnase

out, Invitrogen) y 0,7 pL RT M-MLV (200 w/pL, Invitrogen) y la sintesis de cADN se

llevé a cabo por 10 min 2 25°C y luego a 50 min a 37°C en un termociclador (PTC-100).
2.3.3.c Reaccion en cadena de Ia polimerasa.

Para la PCR, en un volumen final de 50 pL, se agregd: 1,5 pL MgCl,, 50 mM,
2,0 uL de cada uno de los partidores (F: 5" AAG GGA AAA CAA AGA GAT A3, R:
5" TCT TCT TTG CTT AGC TGT TT 3’) a una concentracion de 25 pmol/uL, 5,0 pL
tampén PCR 10 X (GibcoBRL), 5 pL dNTPs 1,5 mM, 29 pl agua milli Q, 0,5 uL. Taq
DNA polimerasa (GibcoBRL) 5 w/pL y 5 pL de cADN. La muestra se denaturd por 5
min a 95°C y se amplifico en 35 ciclos de: 95°C por 1 min, 50°C por 1 min, 72°C por un
min, con una extension final de 10 min a 72°C.

2.3.3.d Visualizacion del producto de amplificacion.

Los amplificados fueron separados por medio de electroforesis en geles de
agarosa al 1,5% en amortigunador TAE (Tris base 40 mM, acido acético 0,115%, EDTA
5 mM) con 0,4 pg/ml de bromuro de etidio. Se cargaron 8 pL de la mezcla de PCR con
0,8 pL de solucién de carga (1mM EDTA pH 8,0, 0,25% azul de bromofenol, 0,25%
xilencianol y 50% glicerol). La electroforesis se lievé a cabo a 60 V por 40 min y se

observé en un transiluminador UV a 253 nm. El gel fue fotografiado con una camara
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digital (DC120 digital y el programa computacional: PictureWork’s PhotoEnhancer
Kodak).

2.3.4 Visualizacion de los segmentos genémicos del ISAYV,

2.3.4.2 Gel de poliacrilamida para dcidos nucléicos.

Para la resolucién de los segmentos virales se utilizd un gel denaturante de
poliacrilamida con urea 7 M y en una camara SA-32 (Gibco, Lifecodes). Para esto, los
vidrios fueron preparados del siguiente modo: lavados con detergente y agua milli Q y
luego se lavaron dos veces con una mezcla de etanol/agua 1:1. Posteriormente, fueron
lavados dos veces con una mezcla metanol/acetona 1:1. El vidrio alto se traté con 1 mL
de sigmacoat (Sigma), se dejé secar durante 5 min y luego se quité el exceso con un
pafiuelo desechable hiimedo con agua milli Q. El vidrio bajo se traté con 1 mL de una
mezcla que contenia 994 pl de etanol 100%, 5 pL de acido acético glacial, 1 pL de y-
metacriloxipropiltrimetoxisilano (Sigma). La mezcla se aplicé con un paiiuelo
desechable, se dejo secar durante 5 min y se lavé 2 veces con etanol absoluto. Se
armaron los vidrios usando los espaciadores de 0,4 mm y las prensas de la camara.

Se prepard el gel de poliacrilamida al 4% agregando 20 mL de agua milli Q,
15,75 gr de urea, 1,875 mL de TBE 10X (concentracién final: 0,045 M tris-borato, 0,001
M EDTA), 3,8 mL de acrilamida-bisacrilamida al 40% (38:1) y 250 pL de persulfato de
amonio al 10%. Posteriormente, se filiré la mezcla en un filiro Millipore 0,22 pm y
después de agregar 12 pL de TEMED (Sigma), se aplicd entre los vidrios y se dejé
polimerizar por al menos 45 mim. El gel se ajusté a la camara y se sometié a una
electroforesis por 30 min en TBE 0,5 X y a 2.000 V. Las muesiras se prepararon

mezclando 3 pL de tampdn de carga (formamida 100% y bromofenol 0,05 %) con 3 pL
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de muestra (3,72 pg de vARN). La mezcla se incubé a 95°C por 3 min y se cargaron 6
pL. Las muestras fueron sometidas a electroforesis por 1 h y 30 min a 2.000 V (Quick-
type' ™ user’s manual).

2.3.4.b Tincion con plata para acidos nucleicos.

Para la deteccidon de los segmentos virales se utilizé el kit de tincidon con plata
para acidos nucleicos (Winkler). Una vez finalizada la electroforesis, se separaron los
vidrios y el gel quedd adherido al vidrio bajo, el que se tifié con plata de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. El gel unido al vidrio, fue fijado, tefiido y revelado con una
cantidad de solucién suficiente para cubritlo. Posteriormente el gel se transfirid a un
papel filtro y fue secado en un secador de geles al vacio por 40 min a 80°C (equipo Slab
Gel Dryer modelo SGD 4050, Savant, NY, USA) y digitalizado (scamner Epson

perfection 12008, programa: Presto Pege Maneger for Epson).

2.3.5 Inmunofluorescencias Indirectas.

Células CHSE-214, con o sin infectar, fueron fijadas con paraformaldehido
fresco al 3,7% por 10 min. Luego, se lavé con PBS y se permeabilizé con Triton X100
al 0,1% en PBS por 10 min. Se lavé nuevamente con PBS y luego se incubd por 1 h con
una dilucién 1:100 de liquido ascitico {(AcMo anti ISAV) en caseina-sacarosa al 2%. Se
lavé con PBS y se incub6 con un anti IgG de ratéon Fc especifico conjugado con
fluoresceina isotiocianato (FITC) en dilucion 1:100 en caseina sacarosa al 2% por 30
min en oscuridad. Todas las incubaciones se realizaron en cdmara hiimeda y a
temperatura ambiente. Finalmente se lavo con PBS y se monto con solucion de montaje

que contiene DABCO (2,5% de DABCO en glicerol al 90%). Finalmente, la muestra fue
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observada al microscopio de epifluorescencia (Microscopio Zeiss Axioskop) y
fotografiada con cAmara digital (DC120 digital, programa computacional: PictureWorks”

PhotoEnhancer).

2.4 Hibridacion in situ (HIS).

2.4.1 Disefio de sondas para HIS.

Con las distintas secuencias del virus de la anemia infecciosa del salmén
disponibles en la red, se realizaron alineamientos muliiples para cada uno de los
diferentes segmentos virales (www.expasy.ch). Para el segmento 1 existe sélo una
secuencia, la cual al momento de realizar el alineamiento estaba incompleta.

Para el disefio de las sondas para las HIS, se eligieron dos segmentos virales,
correspondientes a los segmentos 2 (2,4 Kb) y 6 (1,5 Kb), que codifican para una
putativa polimerasa PB1 y para la hemaglutinina (HA), respectivamente. Con los
alineamientos realizados para estos segmentos, se¢ buscaron zonas conservadas y no
demasiado ricas en GC. Las secuencias de estas sondas son:

Segmento 2

Sentido: ISAV2-S: 5"TCA AGA AGC TTC AGA CTA CT3

Antisentido: ISAV2-AS: 3"AGT TCT TCG AAG TCT GAT GAS’

Segmento 6

Sentido: ISAV6-S: 5"TAA ACT TGT GAA AGA ATT TGA CC3’

Antisentido:  ISAV6-AS: 3"ATT TGA ACA CTT TCT TAA ACT GG 5’
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Como control, se utilizaron partidores para el 18S rARN de salmonideos
disponibles en BiosChile I.G.S.A. y cuyas secuencias son:

Sentido: 188-S: 5'GAT GCG TGC ATT TAT CAG A3

Antisentido: 18S-AS: 3" ATT AAC CTT ACT CAG GTGS'

Las sondas se diluyeron en amortiguador TE (10 mM Tris-HC], 1 mM EDTA pH

8) a una concentracion de 50 pmol/uL.

2.4.2 Marcaje de sonda con digoxigenina.

Para el marcaje de la sonda con digoxigenina (DIG), se utilizé transferasa
terminal de deoxinucledtidos, TdT. En un tubo en hielo se agregé 2 pL tampén 5 X
Promega (500 mM amortiguador cacodilato pH 6,8, 5 mM CoClz y 0,5 mM DTT), 1 pL
de dATP 9 mM, 4 pL de agua libre de nucleasas, 1 pl. de oligonucledtido (50 pmol)
previamente calentado por 10 min a 80°C, 1 pL 1 mM DIG-dUTP (Roche) y 1 puL TdT
(Promega 25 unidades). La mezcla se incubd 15 min a 37°C y la reaccién fue detenida
colocdndola en hielo y agregando 1 pl. de la mezcla glicogeno-EDTA (200 pL
contienen: 0,2 M EDTA pH 8 con 1 pL de solucién de glicégeno 20 mg/mL).

El marcaje de la sonda fue evaluado por dot blot en membrana de nitrocelulosa,
donde se agregd 1 pL de la sonda marcada, se dejé secar y se bloqued con caseina
sacarosa al 4% durante toda la noche. Se revelé con un anticuerpo policlonal anti-DIG
desarrollado en conejo conjugado con fosfatasa alcalina a una dilucion 1:300 (Dako).
Como sustrato se usé NBT/BCIP en amortignador FAL (100 mM tris-HCI, 100 mM

NaCl, 5 mM MgCl,) (Villegas y cols., 2002).
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2.4.3 Tratamiento de camara de cultivo con Pegotina.

Debido al tratamiento que reciben las células en la HIS y a la pérdida de
adherencia que sufren las células infectadas, se decidid tratar los porta objetos de 8
pozos (Nunc) con Pegotina para minimizar la pérdida de células (Burzio y cols., 1997).

Un mg de Pegotina liofilizada (BiosChile 1.G.S.A), fue disuelta en 1 mL de 4cido
acético 3% vy filtrada por 0,22 um. Esta solucidn se diluyé a 50 pg/mL con 4cido acético
estéril al 0,1%. Los porta objetos se trataron con 200 pL por pozo por 30 min a
temperatura ambiente bajo campana. Luego se eliming la solucién del adhesivo y se lavo
con PBS estéril. En estas camaras se cultivaron células CHSE-214 las que luego fueron

infectadas con ISAV de acuerdo a la seccidn 2.1.2.

2.4.4 Hibridacién in situ.

Células CHSE-214 con o sin infectar, fueron lavadas con PBS y luego tratadas
con HC1 0,2 N por 10 min a temperatura ambiente. A continuacion, las células CHSE-
214 se pre-hibridaron por 30 min a 37°C para las sondas anti ISAV y a 30°C para las
sondas anti 18S rARN, en solucién de hibridacion (formamida 50%, 4 X SSC!, 1X
Denhardt, 10% dextran sulfato, 150 pg/mL de tARN, 150 pg/mL de ADN de espermio
de arenque, 2 mM EDTA) (Sambrook y cols., 1989). Luego, se dejé hibridando toda la
noche agregando la sonda marcada con DIG a una concentracién de 5 pmol/uL e
incubando a 37°C para sondas anti ISAV y a 30°C para las sondas anti 18S rARN.

A la mafiana siguiente, se hicieron lavados secuenciales con 2 X SSC por 10 min

a temperatura ambiente, 1 X SSC por 10 min a temperatura ambiente y Iuego con 0,5 X

1'88C 20X: 3M NaCl, 300mM citrato de sodio, pH 7.0
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SSC por 30 min a 42°C para sondas dirigidas contra ISAV y a 30°C para sondas anti 185
rARN, Finalmente, un lavado con 0,5 X SSC por 5 min a temperatura ambiente, todo en
agitacion suave. Luego, se bloqued con caseina sacarosa 2%, a temperatura ambiente y a
los 30 min, y después de eliminar la solucidn de bloqueo, se¢ agregé el anticuerpo anti
DIG, conjugado con fosfatasa alcalina en la misma solucion de bloqueo en una dilucion
1:300. Después de incubar por 2 h a temperatura ambiente se lavé con PBS y se revelo
con NBT/BCIP en amortignador FAL (100 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 5 mM
MgCly), por 12 h en una cimara hiimeda y en oscuridad. La reaccién fue detenida con
PBS y montada en medio acuoso (Dako} (Villegas y col., 2002). Finalmente, la muesira

se observo al microscopio (Zeiss, Axioskop) y fue fotografiada (Zeiss, MC 80).

2.4.5 Tincion de nucleolos.

A modo de control y para tener una visualizacién de los nucleolos en células
CHSE-214, se realizaron tinciones con Giemsa (Merck) y azul de toluidina (Merck), los
cuales tifien preferentemente el ARN ribosomal y de estc modo los nucleolos. Para
ambas tinciones las células fueron fijadas con paraformaldehido al 3,7%. Luego fueron
tefiidas con azul de toluidina al 0,05% en amortiguador Mcllvaine (0,1 M acido ciirico y
0,2 M Na,HPQ,) por 5 min a temperatura ambiente o por 3 min con Giemsa.
Posteriormente, se lavé con PBS y fue observado al microscopio en fase clara

(Microscopio Zeiss Axioskop).




3 RESULTADOS

3.1 Anticuerpos monoclonales.

3.1.1 Obtencion de anticuerpos monoclonales.

Uno de los objetivos de esta tesis fue producir un panel de anticuerpos
monoclonales contra el ISAV que fueron utilizados como herramienta para la
caracterizacion del virus. Para ello se cultivo un aislado canadiense del ISAV en células
CHSE-214 (seccién 2.1.2) y se purificé parcialmente por ultracentrifugacidn (seccion
2.1.7). Bsta muestra ultracentrifugada se utilizé para inmunizar ratones Balb/c como se
describi6 anteriormente (Jamett y cols., 2001). La fusién de las células esplénicas con la
lineas de mioloma NS0/2, la seleccion de los clones, la reclonacién, el cultivo de los
hibridomas y la produccién de liquido ascitico se realizé de acuerdo a los protocolos
estandares del laboratorio (Jamett y cols., 2001).

Después de eliminar aquellos anticuerpos que reaccionaban con células CHSE-
214 descartandose aquellos clones que presentaron reaccion cruzada o algun grado de
inespecificidad en ensayos de ELISA, se hizo una seleccién donde se obtuvieron 8
AcMos, los que se denominaron 2C2/C7, 2C2/H4, 3E8/B3, 3G8/B10, 4A10/C9,

4G1/H6, 8D7/F6 y 8F7/H10.
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3.2 Propagacion del ISAYV,

Para obtener una cantidad adecuada de virus para la generacién de un panel de
AcMos, se cultivd exitosamente un aislado del ISAV proveniente de New Brunswick,
Canadd, en células CHSE-214. La infeccién se realizé con una dilucién 1:10 de un
lisado clarificado obtenido con anterioridad en el laboratorio y cuya TCIDs, inferida fue
de 1x10°/mL. Alrededor de una semana post infeccién, se observé efecto citopatico
(CPE), pero sélo a partir de las 2 semanas post infeccién se obtuvo un efecto citopético
generalizado. Como se muestra en la Figura 3, a los 17 dias post infeccion se observé un
CPE mayor al 80%, al compararlo con células CHSE-214 confluentes no infectadas.

Para evaluar la concentracion viral en los lisados clarificados se determiné la
TCIDso. Con este objeto se cultivaron células CHSE-214 en microplacas de cultivo de
96 pocilios. Una vez que las células alcanzaron confluencia, éstas fueron infectadas con
diluciones del lisado clarificado que fluctuaron entre 102 a 10 y en duplicado. A los 30
dias post infeccion se determiné el CPE en cada pocillo utilizando un microscopio
invertido y con contraste de fase. El valor de TCIDsp/mL se calculé en base a las
diluciones que bordean el 50% del CPE y el detalle se muestra en la Figura 4.

En un cultivo representativo y en base a los resultados de la tabla 2 y como se
detalla en la Figura 4, se determindé que el lisado tenia una TCIDsy/mL de 10%° o

2,2x10%




Figura 3: Cultivo de ISAYV en células CHSE-214.

(A) Células CHSE-214 crecidas en medio MEM completo y sin infectar. (B)
Células CHSE-214 infectadas con el aislado canadiense del ISAV con evidente
efecto citopético (CPE) a los 17 dias post infeccion. Este CPE es caracterizado por
cambios morfologicos donde las células se desprenden del cultivo celular y se
vuelven esféricas.
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Dilucion de
ISAV
0,1 ml

107

C TCIDsg= %>50% - 50%

66.7% - 50% =0,334

%>50% - %<50%

CPE: TCIDs/0,1mL = 10>***
TCIDso/mL = 10*3
TCIDso /mL = 2,2x10*

66,7% - 16,7%

IFI:  TCIDs/0,1mL = 10*
TCIDso/mL = 10°

Figura 4: Determinacién del TCIDs,
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Células CHSE-214 fueron cultivadas en microplacas y una vez alcanzada una confluencia de
alrededor de 90%, fueron infectadas en dilucion seriada en base 10 con un lisado clarificado
del aislado canadiense del ISAV, como se indica en (A). A los 30 dias post infeccion se
determiné el CPE en cada pocillo y se resolvié como positivo aquel pocillo donde la

monocapa celular mostraba alteraciones como las que se observan en (1B) y considerado
negativo aquel pocillo sin focos de CPE. Las células controles se muestran en (2B). En (C) se
muestra como fue calculado el TCIDs, y la explicacion se entrega en el texto (seccion 2.1.3).




Dilucién Pozos (-) CPE | Pozos (+) CPE | % con CPE
10™ 0 12 100
10~ 4 8 66,7
10" 10 2 16,7
107 12 0 0
10° 12 0 0
107 12 0 0
107 12 0 0
107 12 0 0

Tabla 2: Determinacion de Ia TCIDsp en base al efecto citopatico.

Células CHSE-214 cultivadas a confluencia en una placa de cultivo de 96
pocillos, fueron infectadas con las diluciones indicadas con un clarificado de
ISAV. A los 30 dias post infeccion se midi6 el CPE en un microscopio
invertido de contraste de fase. Los pozos negativos (0) para CPE se deben a
que, producto de la dilucion ya no existen particulas virales infectivas y por lo
tanto, no se observa CPE.

Dilucion Pozos (-) IF1 Pozos (+) IFI % con IFI
10~ 0 12 100
10~ 3 9 75
10™ 6 6 50
107 11 1 8,3
10° 12 0 0
107 12 0 0
10° 12 0 0
107 12 0 0

Tabla 3: Determinacion de la TCIDs; por inmunofluorescencia.

Células CHSE-214 cultivadas a confluencia en placas de microtitulacion de 96
pocillos fueron infectadas con ISAV en las diluciones indicadas. A los 11 dias
post infeccion se detectd la presencia del virus miediante inmunofluorescencia
indirecta. Los pozos negativos para ISAV por inmunofluorescencia son producto
de ausencia del virus.
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Para confirmar el valor inferido de TCIDsp se realizo un ensayo en paralelo y en
las mismas condiciones anteriores, pero en lugar de medir el CPE, se determind la
presencia de componentes virales mediante inmunofluorescencia. Para ello, a los 11 dias
post infeccidn, se realizé una inmunofluorescencia como se describe en la seccién 2.3.5.
La microplaca fue observada invertida en un microscopio de epifluorescencia. Con los
resultados de la tabla3 y como se detalla en la Figura 4, se calculd que €l TCIDs; era de

10°/mL.

3.3 Amplificacién del ARN viral por RT-PCR.

Otro método alternativo para confirmar el TCIDsy de un lisado viral fue mediante
amplificacién del segmento 2 del genoma viral por RT-PCR. Con este objetivo, la
misma placa empleada para el calculo de TCIDsy mediante CPE, fue analizada mediante
amplificacién de un fragmento de 451 pb correspondiente al segmento 2 del genoma
viral, El fragmento amplificado fue generado a partir tanto del sobrenadante del cultivo,
como de las células que permanecen en los pocillos de la placa. Tanto en la fraccion
celular como en el sobrenadante se amplificé el fragmento de 451 pb para las diluciones
virales de 102 y 102, observandose una mayor intensidad de los amplificados
provenientes del analisis de la fraccion celular (Figura 5). En algunos experimentos se
obtuvo la banda correspondiente a 451 pb con diluciones de 10* y 10” pero estos fueron
variables en intensidad o no se detectaron (Figura 5, carril K). La variacion alcanzada
con esta técnica tan sensible, puede deberse a irreproducibilidad en la extraccionde ARN

viral en muestras tan pequeiias.
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A: 107 (1A)
B: 107 (6A)
C: 107 (124)
D: 10° (1B)
E: 107 (6B)
F: 107 (12B)
G: 107*(10)
H: 10*(60)
I: 107(12C)
K: 107 (6D)*
L: 107 (12D)

ABCDEFGHIJ KL

451 pb

451 pb

ABCDE FGHI1IJKL

Figura 5: Anélisis de TCIDsy mediante amplificacion del ARN viral por RT-

PCR.

Se prepard el ARN total tanto del medio de cultivo como de la monocapa de células
adheridas al pocillo, en un experimento en paralelo al mostrado en la Figura 4. Este ARN
se utilizé para la amplificacion de un fragmento de 451 pb perteneciente al segmento 2
del virus. Las diluciones del virus se muestran en el listado de la izquierda y el analisis de
los amplicones mediante eleciroforesis en el gel de agarosa de la derecha,
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3.4 Concentracién y purificacién del virus de la anemia infecciosa del
salmon.

Con el objetivo de tener una preparacién viral suficientemente pura para
caracterizar las proteinas y los segmentos gendmicos del ISAV, se ensayaron una serie

de protocolos los cuales se describen a continuacién.

3.4.1 Concentracion por PEG 8.000.

Un método utilizado con éxito para concentrar y purificar virus es mediante
precipitacién con polietilenglicol (Kibenge y cols., 2000). Con este objetivo se precipito
el ISAV proveniente de un lisado clarificado, en una solucion al 5% de PEG 8.000. El
precipitado colectado por centrifugacién se disolvié en un tampdén TNE (Tris HCI 10
mM, NaCl 100 mM y EDTA 1mM) y se evalué por SDS/PAGE al 12,5%. Como se
muestra en la Figura 6, se observaron bandas discretas cuyos tamafios son 80,5 KDa, 68
KDa, 65,9 KDa, 62,3 KDa, 48 KDa, 43 KDa y 25 KDa. La banda de 80,5 KDa, esta
presente también en el medio de cultivo de células CHSE-214 que no fueron infectadas
con el virus y por lo tanto no corresponderia a un componente viral (datos no mostrado),
aunque también existe la posibilidad de una superposicion de bandas. Las otras bandas
estan particularmente enriquecidas en la fraccion precipitada con PEG 8.000, lo que

sugiere que corresponden a proteinas virales.

3.4.2. Purificacion en gradiente de Ficoll.

Las gradientes de Ficoll también han sido usadas para la purificacién de virus
(Kibenge vy cols., 2000). Al sedimentar un clarificado de ISAV en un gradiente de Ficoll

(25% a 10%) se obtuvo una banda y un sedimento. La concentracion de proteinas en la
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banda fue de 9 mg/mL en un volumen final de 50 uL, mientras que el sedimento tenia

una concentracion de 30 mg/mL en un volumen final de 250 pL. Estas muestras fueron
analizadas en geles de poliacrilamida al 12,5% con SDS como se muestra en la Figura 7,
donde se observa una banda mayoritaria de 80,5 KDa, la cual también esté presente en el
virus precipitado con PEG 8.000 (Figura 6). Tanto el sedimento como la banda de Ficoll,
presentan 13 bandas discretas que van desde los 105 a 20 KDa, las cuales difieren de la
preparacién de células CHSE-214 sin infectar. En general, no se encontré grandes
diferencias en los patrones de bandeo entre Ia banda y el sedimento de la gradiente de

Ficoll.

3.4.3 Concentracion por ultracentrifugacion.

Altemativamente el virus se concentré mediante ultracentrifugacién (seccidén
2.1.7). Como se describi6 anteriormente, el sedimento obtenido por ultracentrifugacion
fue analizado por geles de poliacrilamida al 12,5% con SDS, ademés de Western blot
revelado con un suero policlonal anti ISAV desarrollado en ratén (Figura 8). El pairén
general de bandas no cambié mayormente cuando se realizé el andlisis electroforético en
condiciones reductoras o no reductoras, aunque si se observé una disminucién de la
intensidad de una banda de alrededor 25 KDa observada en el gel de poliacrilamida
tefiido con Coomassie (Figura 8), y una leve diferencia en los tamafios de las proteinas
reconocidas por los AcMos 4G1/H6 y 8D7/F6 por Western blot (datos no mostrados).
Una explicacién plausible se puede encontrar en que algunas proteinas, como la HA,

forman enlaces disulfuros, que en condiciones reductoras son eliminados generando
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peptidos de menor tamafio. El suero policlonal anti ISAV revela 10 bandas cuyos
tamafios son de 105, 83, 69, 42, 40, 36, 31, 28 y 20 KDa.

3.4.3.a Caracterizacion de los AcMos anti ISAV por Western blot.

Como se describié en la seccidn anterior, al realizar un Western blot con las
proteinas virales y el suero policlonal de raton anti ISAV, se detectaron varias proteinas
cuyos tamafios fluctuaron entre los 105 y 20 KDa (Figura 8). Si bien es cierto que este
enfoque nos entregaba informacién preliminar de algunas proteinas del ISAV, al
comparar el tamafio de las bandas con los datos de la literatura (Clouthier y cols., 2002),
se enconiraron algunas inconsistencias, lo cual podria deberse a que el snero policlonal
de ratén se produjo con un aislado parcialmente purificado del virus. Por lo tanto,
algunos anticuerpos podrian estar reconociendo proteinas de las c€lulas CHSE-214, por
lo que era necesario producir AcMos especificos para algunas protefnas virales.

Para obtener una mejor caracterizacion de algunas protefnas virales y para
determinar con cual de ellas reaccionaban los diferentes anticuerpos monoclonales del
panel descrito anteriormente, se realizaron Western blot. Cabe recordar que estos AcMos
fueron seleccionados por su capacidad para reconocer el ISAV y su falta de reaccion con
células CHSE-214. De este modo, cualquier banda proteica reconocida por un AcMo
debiera corresponder a una proteina viral, aunque cabe a posibilidad que producto de la
infeccidn viral se sinteticen algunas proteinas celulares antes no identificadas.

Como se muestra en la Figura 9, los AcMos 2C2/C7, 2C2/H4, 3E8/B3, 3G8/B10
son capaces de reconocer una proteina de alrededor de 80,5 KDa. También se observan
unas bandas de menor tamafio que podrian corresponder a productos de degradacion.

Los AcMos 4G1/H6, 8D7/F6 y 8F7/H10 reaccionan con una proteina de 25 KDa. Estas
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proteinas también fueron reconocidas por el suero policlonal de ratén (Figura 9). Los

controles negativos no mostraron ninguna banda de proteina inmunoreactiva.

3.5 Analisis de los segmentos gendomicos del ISAV.,

Los orthomyxovirus son virus que se caracterizan por poseer un genoma
fragmentado compuesto por 8 segmentos de ARN de polaridad negativa. Por lo tanto,
una etapa importante fie determinar en forma preliminar los segmentos gendmicos del
ISAV sin recurrir a técnicas radioisotépicas. Para ello el ARN total del virus purificado
por Trizol-1s, se analizd por electroforesis en geles de poliacrilamida (4%), 7 M urea y
tefiidos con plata (seccion 2.3.4). Como se muestra en la Figura 10, se pueden apreciar 7
fragmentos con tamafios que fluctian entre los 2.300 a 1.000 nt, tamafios que

concuerdan con los descritos para el ISAV (Mjaaland y cols., 1997).
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Figura 6: Proteinas virales en distintas etapas de la
concentracion con PEG.

Alicuotas de cada fraccion se analizaron mediante electroforesis
en geles de poliacrilamida al 12,5%, 0,1% SDS. Posterior a la
electroforesis las proteinas fueron tefiidas con azul de
Coomassie. (1) Lisado de células CHSE-214 infectadas con
ISAV y clarificadas a 7.300 x g (10 ng). (2) Fraccion soluble
después de la precipitacion con PEG 8.000 (9 nug). La banda
observada podria corresponder a alguna proteina inducida por
efecto de la infeccion. (3) Fraccion de ISAV precipitada con
PEG 8.000 (14 pg). A la derecha se indica el tamafio de las
proteinas enriquecidas en la fraccion viral precipitada. El carril
St corresponde a estandar de proteinas y sus tamafios en KDa se
indican a la izquierda.
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Figura 7: Proteinas del ISAV parcialmente purificadas
mediante sedimentacion en una gradiente de Ficoll.
Alicuotas de cada fraccion se analizaron mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida al 12,5%, 0,1% SDS. Posterior a la
electroforesis las proteinas fueron tefiidas con azul de Coomassie. (1)
Banda obtenida de la gradiente de Ficoll (10 ug), (2) Banda obtenida
de la gradiente de Ficoll (20 pg), (3) Precipitado obtenido de la
gradiente de Ficoll (10 pg), (4) Precipitado obtenido de la gradiente
de Ficoll (20 ug), (5) CHSE-214 sin infectar (10 pg), (6) CHSE-214
infectadas con ISAV 10 pg. Los nimeros de la izquierda indican los
tamafios de las proteinas del estandar (St) en KDa. Los numeros de
la derecha indican el tamafio de las proteinas virales enriquecidas por
gradiente de Ficoll.
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Figura 8: Proteinas de ISAV parcialmente purificadas mediante

ultracentrifugacién.

(A) Proteinas virales en condiciones reductoras y no reductoras resueltas en un
gel de poliacrilamida al 12,5% en que se cargaron 20 pg de proteinas para cada
muestra. Los carriles 1 y 2 corresponden al ultracentrifugado soluble y al
ultracentrifugado no soluble y reducidas con B-mercaptoetanol (seccién 2.1.7). Los
carriles 3 y 4 corresponden a las mismas muestras, pero no reducidas con [3-
mercaptoetanol. (B) Western blot del ultracentrifugado soluble con un suero
policlonal de ratén anti ISAV en condiciones reductoras .
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Figura 9: Proteinas de ISAV reconocidas por los AcMos.

Alrededor de 100 pg totales de proteinas virales del ISAV obtenidas por
ultracentrifugacion, se disolvieron en un tampoén con SDS, las cuales fueron separadas en
un gel de poliacrilamida al 12,5% para realizar una electroforesis preparativa. Posterior a la
electroforesis las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa, se bloquearon
con caseina y sacarosa al 4% a temperatura ambiente. La membrana se corté en tiras
similares de alrededor de 5 mm y cada una de ellas fue incubada con los AcMos que se
indican. Luego se incubaron con un segundo anticuerpo conjugado con fosfatasa alcalina y
se realizaron los respectivos lavados, las membranas fueron reveladas (seccion 2.3.2).
Como controles negativos se incluyen un AcMo irrelevante, sin AcMo o sin el conjugado.
Adicionalmente se incubd una tira con el suero policlonal producido en raton. St, estandar
de tamarfio de proteinas en KDa.
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Figura 10: Andlisis de los segmentos
genomicos del ISAV.

El ARN total (3,72 pg) del ISAV parcialmente
purificado por ultracentrifugacion se extrajo con
Trizol-Is y se analizé mediante electroforesis en
un gel de poliacrilamida al 4%, 7M urea y tefiido
con plata. Se observan 7 bandas correspondientes
a los tamafios que indican las flechas a la
izquierda. En flechas de la derecha se muestran
las migraciones correspondientes al ARN
ribosomal de células CHSE-214.
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3.6 analisis preliminar del ciclo replicativo de ISAV,

Ademas de constituir una excelente herramienta de diagndstico, los AcMos
ofrecen la oportunidad de analizar las distintas fases del ciclo replicativo del ISAV. Con
este objetivo, células CHSE-214 fueron infectadas con el virus y la presencia del
patégeno se determiné mediante inmunofluorescencia indirecta utilizando los diferentes
AcMos caracterizados anteriormente. Por otro lado, para determinar las diferentes fases
del ciclo replicativo, la deteccién del virus se realizé a distintos tiempos post infeccién.

El primer estudio consistié en detectar la presencia viral en células CHSE-214
a los 14 dias post infeccién. Como se muestra en la Figura 11, los AcMos 2C2/C7,
3E8/B3, 8D7/F6 y 8F7/H10 produjeron una intensa fluorescencia. Por otro lado, con el
AcMo 4A10/C9 se obtuvo una débil fluorescencia dificil de distinguir de los controles
de células CHSE-214 no infectadas o infectadas con IPNV (dato no mostrado y Figura
11). En relacién con la distribucién de la fluorescencia esta varia entre los distintos
AcMos, observandose fluorescencia preferentemente citplasmatica (2C2/C7, 4G1/H6 y
8F7/H10) o preferentemente nuclear (3E8/B3, 3G8/B10 y 8D7/F6) (Figura 11).

Como las diferentes localizaciones de la fluorescencia podria deberse a los
distintos estados de ensamblaje del virus, se procedié a seguir la infeccién en células
CHSE-214 a diferentes tiempos post infeccidn, que variaron entre las 5 horas post
infeccién a 10 dias post infeccidn, con cada unos de los AcMos. Estos resultados se
ilustran con lo obtenido para el AcMo 2C2/C7, donde a las 5 horas post infeccién se
encuentra una marca preferentemente asociada a la membrana celular (Figura 12) y que

posteriormente pasa a una localizacion citoplasmatica (1, 2 y 6 dias post infeccidn) y
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nuclear a los 3 dias post infeccion (Figura 12). A los 10 dias post infeccién la
inmunofluorescencia estd predominantemente asociada de nuevo a la membrana celular
(Figura 12). Esta localizacion diferencial se puede apreciar mejor a mayor aumento. Una
distribucién relativamente uniforme de la fluorescencia tanto en el niicleo como en el
citoplasma se muestran en la las Figuras 13 y 14.

A los 2 dias post infeccidn, los AcMos 2C2/C7 y 2C2/H4 revelan un porcentaje
bajo de células con una localizacién exclusivamente nuclear y que corresponde
alrededor del 15% de las células positivas para la inmunofluorescencia. Similares
resultados se obtuvieron con el AcMo 4G1/H6 a los 10 dias post infeccidn (Figura 15).

Sin embargo, lo méas sorprendente fue el hallazgo de fluorescencia con una
localizacién aparentemente nucleolar o con una estrecha asociacién con €l aparato de
Golgi. Asi por ejemplo, el AcMo 3G8/B10 a los 2 y 10 dias post infeccién reveld en
algunas células una definitiva marca nucleolar, lo cual también se observd con el AcMo

2C2/H4 a los 3 dias post infeccién (Figura 16). Por otro lado, los AcMos 2C2/C7,

3G8/B10 y 8F7/H10 produjeron una sefial fluorescente en una estructura membranosa
asociada al micleo, que probablemente corresponde al aparato de Golgi (Figura 17). En
un bajo porcentaje de células, el AcMo 2C2/C7 también reveld la presencia de antigenos
virales asociados a una estructura que podria corresponder al centrosoma (Figura 18).

Un resumen de las diferentes localizaciones de los antigenos virales durante la
infeccién y ensamblaje de ISAV, detectados con el panel de AcMos se presenta en la
tabla 4. En la tabla 5 se muestra el porcentaje del total de células positivas por

inmunofluorescencia que muestra inmunoreactividad en el nucleolo con los AcMos

2C2/H4 y 3G8$/B10.
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3G8/B10 4G1/H6

8D7/F6 SF7/H10

Control negativo Control negativo
IPNV CHSE-214

Figura 11 : Inmunofluorescencias del panel de AcMos anti ISAV.

Células CHSE-214 fueron infectadas con un clarificado del ISAV en dilucién 1:10.
Catorce dias post inteccion (dpi) fueron fijadas, permeabilizadas e incubadas con los
anticuerpos anti ISAV que se indican por 1 h, para luego ser reveladas con un policlonal
anti IgG de ratén Fc especifico conjugado con FITC. Como control negativo se muestran
células CHSE-214 sin infectar y células CHSE-214 infectadas con IPNV, ambas
reveladas con el AcMo 3E8/B3. Los demas AcMos tampoco mostraron
inmunoreactividad contra las células CHSE-214 controles, ni contra IPNV.
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10 dpi

Control Negativo
CHSE-214

Figura 12: Inmunofluorescencia de células CHSE-214 con el
ISAV.

Células CHSE-214 fueron infectadas con un clarificado del ISAV en
dilucién 1:10. A los tiempos post infeccion que se indican, las células
fueron fijadas, permeabilizadas e incubadas con el AcMo 2C2/C7, para
luego ser reveladas con un anti IgG de raton Fc especifico conjugado
con FITC. En el extremo inferior derecho se indican los tiempos post
infeccion. Como control negativo se utilizaron células CHSE-214 sin
infectar.
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JE8/B3
2 dpi

4G1/H6
3 dpi

Figura 13: Inmunofluorescencia generalizada en
células CHSE-214 infectadas con el ISAV.

La inmunofluorescencia se realizé como se describe en la Figura
11 con los AcMos 3E8/B3 y 2C2/H4 a los tiempos post
infeccién indicados. La sefial observada en el citoplasma es

granular.
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2C2/H4
6 dpi

3G8/3B10
10 dpi

Figura 14: Localizacion aparentemente
citoplasmatica de proteinas del ISAV en
células CHSE-214 infectadas.

La inmunofluoerescencia muestra una localizacion
preferentemente citoplasmatica en algunas células a
los 6 dias post infeccion (dpi) y 10 dias post
infeccion al utilizar los AcMos 2C2/H4 y 3G8/B10.
La sefial citoplasmatica es de tipo granular.

52




2C2/C7
2 dpi

4G1/H6
10 dpi

Figura 15: Localizacion nuclear de proteinas
del ISAV.

Mediante inmunofluorescencia indirecta se encontré que
los AcMos 2C2/C7, 2C2/H4 y 4G1/H6 a los tiempos
post infeccion que se indican, mostraron una
localizacion  preferentemente nuclear. La sefial
fluorescente es homogénea y difusa en el nucleo.
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3G8/B10
2 dpi

3G8/B10
10 dpi

Figura 16: Localizacion aparentemente nucleolar
de proteinas del ISAV.

Mediante inmunofluorescencia indirecta se encontro que
los AcMos 3G8/B10 y 2C2/H4 eran capaces de detectar
antigenos virales localizados en el nucleolo (flechas
blancas) de las células CHSE-214 infectadas.
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2C2/C7
6 dpi

3G8/B10
6 dpi

SF7/H10
10 dpi

Figura 17: Localizacion aparentemente en el
aparato de Golgi de proteinas del ISAV.

Mediante inmunofluorescencia indirecta se encontrd
que los AcMos 2C2/C7, 3G8/B10 y 8F7/H10 a los
tiempos post infeccion indicados, detectaron
antigenos virales asociados a estructuras que
posiblemente corresponden al aparato de Golgi
(flechas blancas).




2C2/C7
2 dpi

Figura 18: Localizacién aparentemente en
los centrosomas de proteinas del ISAYV.

Mediante inmunofluorescencia indirecta se
encontrd que el AcMo 2C2/C7 detecta en algunas
células una localizaciéon de los antigenos del
ISAV que podria corresponder a los centrosomas.
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Tipo de seiial durante seguimiento de Ia infeccion
AcMo Temprana Media Tardia
2C2/C7 Gral/nuclear Comp Gral/citoplasmica
2C2/H4 Gral/nuclear Comp Gral/citoplasmica
3E8/B3 Gral Gral Gral/citopldsmica
3G8/B10 Gral/Compa Gral/nuclear Gral/Comp
4A10/C9 Sin sefial Sin sefial Sin sefial
4G1/H6 Gral/nuclear Gral/nuclear Gral/nuclear
8D7/F6 Gral Gral/nuclear Gral/citopldsmica
8F7/H10 Gral/citoplasmica Gral/polarizada | Polarizada/citopldsm

Tabla 4: Tipo de localizaciones observadas.
Resumen de los tipos de sefiales encontradas en el seguimiento de la infeccion con cada uno
de los AcMos. Para cada periodo se describe la localizacion de la sefial mas representiva, lo
cual no implica que no existan otros tipos de sefializacién. Sefiales nucleolar, centrosomal y
perinuclear son agrupadas como compartimentalizada (Comp) cuando se presentan 2 o 3 de
ellas en una misma célula por periodo. Una sefial temprana corresponde a tiempos que van
desde 5 hpi hasta 1 dpi, sefial media tiempos que van desde 2 a 3 dias post infeccidon y
sefiales tardias tiempos que van desde los 6 a 10 dpi.

AcMo 1 dpi 2 dpi 3 dpi
2C2/H4 13,2% 9,0% 13,9%
3G8/B10 9,7% 9,3% 9,8%

Tabla 5: Porcentaje de inmunoreactividad nucleolar de los AcMos
2C2/H4 y 3G8/B10.

A los dias post infeccidn (dpi) indicados se realizaron inmunofluorescencias con

los AcMos sefialados y se determiné el porcentaje de células positivas con
sefializacioén nucleolar.
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3.7 Hibridacion in situ (HIS).

Como se describié en la seccidn anterior, algunos de los AcMos anti ISAV
mostraron una inmunofluorescencia asociada al nucleolo de las células CHSE-214. Los
AcMos 2C2/H4 y 3G8/B10 reaccionan con proteinas virales que en alguna etapa del
ciclo replicativo del ISAV se encuentran en el nucleolo. En general, alrededor de 9 a
13% de las células positivas para IF] mostraron inmunoreaccividad en el nucleolo a
diferentes dias post infeccién (tabla 5). Por este motivo, fue importante conocer si el
ARN viral también mostraba localizacién nucleolar. Con este objetivo se disefiaron
sondas oligonucleotidicas que fueron sentido y antisentido respecto a la secuencia de los
segmentos 2 y 6 del genoma viral (ADN complementario), las que se utilizaron para las
HIS. Previamente las sondas se marcaron en el extremo 3" con dUTP-DIG como se
describio en la seccion 2.4.2.

Como se muestra en la Figura 19 A, la sonda antisentido para el segmento 6 del
ISAV revela una fuerte localizacidn nucleolar para este fragmento. Por otro lado, la
sonda sentido para el mismo segmento genémico no detecta ARN en el niicleo o
nucleolo, pero si en el citoplasma (Figura 19 B). Aunque mis débiles, las sefiales de
hibridacién con sondas antisentido dirigidas contra el segmento 2 del virus, también
revelan tincién nucleolar (Figura 19 C y D). Como control para las HIS se utilizaron
sondas marcadas con DIG para el ARN 188 de salmonideos. Como se aprecia en la
Figura 19 E, la sonda anti sentido muestra una fuerte marca tanto en el nucleolo como en
el citoplasma, mientras que la reaccion con la sonda sentido fue negativa, En la Figura
20, se muestra la morfologia nucleolar de las células CHSE-214, tefiidos con Giemsa o

azul de toluidina.
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ISAV6-Sentido

Figura 19: Localizacién de algunos segmentos del genoma de ISAV.

Células CHSE-214 a las 30 hpi con ISAV, fueron fijadas y sometidas a HIS con sondas
marcadas con DIG. Hibridacion con la sonda antisentido (A) o sentido (B) correspondiente
al segmento 6 del genoma viral. Hibridacién con la sonda antisentido (C) y sentido (D)
para el segmento 2. Como referencia las células CHSE-214 fueron hibridadas con sondas
antisentido (E) y sentido (F) correspondiente al ARN 18S. Las cabezas de flecha blanca
indican la posicién de los nucleolos. Las flechas en B muestran la tincién sélo en el
citoplasma.
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Figura 20: Morfologia del nucleolo de células CHSE-214.
Células CHSE-214 se tifiieron con Giemsa (A) o con azul de toluidina (B). Las flechas indican
la localizacion de algunos nucleolos.
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3.8. Inmunoreactividad de los AcMos con tejidos de salmonideos con
sindrome ictérico.

El ISAV clésico, presente en las costas de Noruega, Escocia, Irlanda y Canada
entre otros, ha sido recientemente detectado en Chile (Kibenge y cols., 2001a). En Chile
existen indicios de un cuadro clinico semejante al generado por ISAV, en el cual los
peces presentan anemia y marcada ictericia. Debido a que se han tenido algunas
dificultades para cultivar y caracterizar mediante amplificacién por RT-PCR el genoma
de este supuesto ISAV, en general se ha acordado referirse a este como un “ISAV-like”,

Por este motivo fue importante ensayar si tejidos de peces con sindrome ictérico
eran inmunoreactivos con los AcMos generados a partir de un aislado canadiense del
ISAV. Con este objetivo se preparé una mezcla oligoclonal compuesta por 2C2/C7,
3E8/B3 y 8F7/H10, la cual se utilizé para detectar inmunoreactividad en improntas de
tifién, higado y bazo de salmonideos con sindrome ictérico provenientes del sur de
Chile. Como se muestra en la Figura 21, rifiones de peces con sindrome ictérico
muestran islotes de fluorescencia positiva.

En forma paralela, la mezcla oligoclonal se entregd a ADL Diagnostic Chile, de
Castro, para que realizara un ensayo independiente. Las improntas se realizaron con
tejido de salmones coho y salar. El resultado de esta evaluacion se muestra en la tabla 6.
Todos los peces controles que no presentaban sindrome ictérico fueron negativos por
IFI. De 22 muestras provenientes de peces con sindrome anémico o con ictericia, 12
(55%) mostraron fluorescencia positiva (tabla 6). Es interesante que en 2 improntas se

encontré también marca fluorescente en el micleo (tabla 6).
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Figura 21: Inmunoreaccitividad en rifién de
peces con sindrome ictérico con una mezcla
oligoclonal de AcMos anti ISAV.

Improntas de rifién de peces con sindrome ictérico
analizadas por inmunofluorescencia indirecta con
una mezcla de los AcMos 2C2/C7 3E8/B3 y
8F7/H10. (A) y (B) Rifion de peces con sindrome
ictérico observado por epifluorescencia. (C)
Tejido de rifion de peces sanos sin
inmunoreactividad. Las flechas blancas indican
células infectadas que son positivas con
imnunofluorescencia.




Caso | Numero | Especie | Cuerpo de agua Inmunofluorescencia Ictericia

Nuclear | Citoplasinitico (SiNo})
A 1 Coho Mar N N No
A 2 Coho Mar N N No
A 3 Coho Mar N N No
A 4 Coho Mar N N No
A 5 Coho Mar N N No
B 1 Coho Mar N N No
C 1 Coho Mar N N No
C 2 Coho Mar N N No
D 1 Caoho Mar N N No
D 2 Coho Mar N N No
D 3 Coho Mar N N No
D 4 Coho Mar N N No
D 5 Coho Mar N N No
E 1 Salar Rio N N No
E 2 Salar Rio N N No
E 3 Salar Rio N N No
E 4 Salar Rio N N No
E 5 Salar Rio N N No

F 1 Coho Mar N +1 Anémico

F 2 Coho Mar N N Anémico
G 1 Caoho Mar N N No
H 1 Coho Mar N N No
H 2 Coho Mar N N No
H 3 Coho Mar N N No
1 1 Coho Mar N N No
I 2 Coho Mar N +1 Si
J 1 Salar Mar N N Si
J 2 Salar Mar N N Si
J 3 Salar Mar N N Si
J 4 Salar Mar N +2 Si
J 5 Salar Mar N N Si
J 6 Salar Mar N +2 Si
K 1 Salar Mar N N Si
K 2 Salar Mar N +1 Si
K 3 Salar Mar N N Si
K 4 Salar Mar N N Si
K 5 Salar Mar N N Si
K 6 Salar Mar N +2 Si
K 7 Salar Mar N N Si
K 8 Salar Mar N +1 Si
L 1 Coho Mar +1 +1 Si
L 2 Coho Mar N +1 Si
L 3 Coho Mar N +1 Si
L 4 Coho Mar +1 +2 Si
L 5 Coho Mar N +1 Si

Tabla 6: Inmunofluorescencia indirecta de improntas de rifiones de peces
sanos y peces con sindrome ictérico.

(N) negativo, (+1) menor a 5 células infectadas por cada 10 campos 100X, (+2) 5 a 20
células infectadas por cada 10 campos 100X.




4 DISCUSION

A nivel mundial, la industria de salmones cultivados ha tenido un explosivo
aumento. Asi por ejemplo, la produccién mundial de salmones y truchas cultivadas eran
366 mil toneladas en 1990, la cual casi se ha cuadruplicado en los 1ltimos 12 afios,
llegando a 1.445.000 toneladas en el 2002. En este periodo, Chile ha sido el pais que ha
reportado un mayor incremento en la producciéon de salmonideos. En el 2002 se
produjeron en el pais 506 mil toneladas comparadas con las 29 mil toneladas en 1990, lo
cual representa el 35% de la produccién mundial, ubicindose en el segundo lugar
después Noruega, que tiene el 36,7% del total para el mismo afio

(http://www.salmonchile.cl/estadisticas/tablad 2.htm). Este enorme volumen de

salmonideos se tradujo a exportaciones por 973 millones de dolares FOB y represento el
50% de las exportaciones del sector pesquero nacional en el 2002

(http://www.salmonchile.cl/estadisticas/tabla2_2.htm). Dados estos antecedentes, resulta

evidente el interés nacional que tiene este sector econémico, donde ademas por los
tratados de libre comercio recientemente firmados, se estiman incrementos de estos
productos y sus derivados. En este punto, resulta vital el manejo adecuado de todos los
agentes epizodticos que afectan a la industria nacional y estar alerta frente a aquellos
patégenos que, si bien hasta la fecha no han sido detectados en Chile, si han generado
serios problemas en paises productores del hemisferio norte. Se estima que mas de un
10% de todos los animales acuaticos cultivados se pierden como consecuencia de
enfermedades infecciosas. Por g¢jemplo, en EE.UU. la Agrupacién de Productores de

Trucha calculé en 1991 que de 68,9 millones de peces cultivados, 30,8 millones
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murieron por infecciones, lo que representa un 52% de pérdidas en la produccién de esta
especie (ProChile New York, 2003).

Uno de los patogenos que recientemente se ha detectado en nuestro pais, es €l
virus de la anemia infecciosa del salmén (ISAV), virus que en el hemisferio norte ha
causado enormes pérdidas. Asi por ejemplo, existen registros para Noruega con pérdidas
por US$ 11 millones en 1999, Canada con US$ 14 millones en 1999 y Escocia USS 32
millones entre 1998 y 1999 (Murray y cols., 2002). El impacto econdmico subsiguiente
a 1a enfermedad, no se limita a la muerte del pez, sino que a ofros factores tales como
escoliosis, pérdida de peso y tamafio comercial que influyen en el precio de mercado de
los sobrevivientes. Por lo tanto, es obvia la preocupacién que existe entre los
salmonicultores nacionales e internacionales por este virus, asi como disponer de
herramientas que permitan un rapido, oportuno y eficiente diagnéstico y en segundo
lugar, el desarrollo de métodos profilacticos y preventivos conira la enfermedad.

En 2001, Kibenge y sus colaboradores publicaron el aislamiento y
caracterizacion de un aislados del ISAV proveniente de un centro de engorda nacional,
lo que represent6 la primera confirmacion de la presencia de este virus en nuestro pais.
Anteriormente, se tenian fuertes sospechas por la presencia de peces que presentaban
sindrome ictérico entre otras sefiales clinicas, las cuales sin embargo, son también
producidas por otros agentes infecciosos. Estas sospechas que indicaban la presencia de
brotes epidémicos de un supuesto ISAV se produjeron en juveniles del salmén Atlantico,
variedad de alta prevalencia en Chile. Si bien se ha visto que este virus ha sido capaz de
replicar en otros salmonideos, no se habian registrado sefiales clinicas en otras especies

(Danneving y cols., 1995a). Sin embargo, en Chile el aislado se obtuvo a partir de
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salmén Coho, con las correspondientes sefiales clinicas y mortalidades. Este aislado
presenté algunas diferencias con los aislados canadienses y europeos, como fue la
ausencia de CPE en células SHK-1 y en células CHSE-214 el CPE se desarrollé muy
lentamente. La presencia viral se confirmé por RT-PCR. Ademds se observo una débil
sefial por inmunofluorescencia con un suero anti ISAV desarrollado en conejo (Kibenge
y cols., 2001a). Andlisis de las secuencias genomicas de los segmentos 2 y 8, que
codifican para putativas PB1 y NS1/NS2, revel6é una alta homologia con el virus
canadiense (Kibenge vy cols., 2001a). Mas recientemente, se han detectado en diferentes
centros de cultivo, brotes de un cuadro clinico con fuerte anemia y severa ictericia. Estos
hallazgos se han mantenido con muy bajo perfil, debido a los problemas de seguros que
se generarfan para las empresas salmonicultoras. Sc sospecha que el agente causante de
este cuadro clinico seria el ISAV. Sin embargo y a diferencia del reportado por Kibenge
y colaboradores (2001), este supuesto virus no genera CPE en células SHK-1 ni en
CHSE-214. Ademss, y utilizando varias parejas de partidores para RT-PCR, no ha sido
posible amplificar el genoma viral (comunicacion personal de G. Parada, Fundacién

Chile). Por esta razon, a este agente infeccioso se le ha denominado “ISAV-like”.

Como existen dificultades para la identificacién del “ISAV-like”, desarroliar un
sistema de diagndstico especifico y sensible, es de suma urgencia ya que a menudo los
virus inducen infecciones persistentes y los sobrevivientes de una epizootia se
convierten en portadores del virus durante largos periodos o toda su vida, contribuyendo
a una rapida dispersién. Por otro lado, la enfermedad causada por ISAV no tiene

tratamiento y los agentes antivirales viables no proporcionan grandes descensos en las
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tasas de mortalidad y su costo y eficacia los invalidan para cualquier uso prictico en
acuicultura. Por lo tanto, un sistema de diagndstico y deteccion temprana de ISAV o
“ISAV-like” es vital, no sélo para evitar el importe de ovas infectadas, si no también

para frenar una dispersién dentro y entre los centros de cultivo.

Fn este sentido, los métodos de diagnésticos basados en RT-PCR y AcMos
especificos contra ISAV, son una excelente herramienta. Poder evaluar prontamente,
con una alta sensibilidad y especificidad para el aislado chileno (Figura 21), ademas de
otros aislados (canadiense) es una caracteristica importante del panel de AcMos
desarrollados en esta tesis, lo que permitiria el diagndstico tanto en brotes nacionales

como de ovas importadas.

Dada la relevancia de los AcMos como herramienta en el diagnéstico, se prepard
un panel de AcMos anti ISAV, desarrollados a partir de un aislado canadiense (New
Brunswick). Estos anticuerpos fueron caracterizados y probados en distintos ensayos,
como Western blot (Figura 9), inmunofluorescencias en cultivo celular (Figuras 11 a 18)
como en tejidos de peces con sindrome ictérico (Figura 21), arrojando resultados
positivos para todos ellos. Para inmunizar los ratones se utiliz6 una fraccién viral
enriquecida mediante ultracentrifugacién. La sedimentacién por ultracentrifugacion
resulté en una fraccién concentrada del virus. Los andlisis realizados a través de
electroforesis en geles de poliacrilamida, revelan proteinas mayoritarias de los tamafios
descritos por Clouthier para el virus (20, 28, 42, 48, 69 y 83 KDa, Figura 8). Los

meétodos utilizados para purificar el virus como gradiente de Ficoll o precipitacién con

PEG 8.000 no dieron buenos resultados, ya que la fraccién viral, parecia tener
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contaminante de células CHSE-214 y productos de degradacién. En cuanto al genoma
viral del purificado por ultracentrifugacién, se identificaron siete bandas discretas por
tincion de plata en un gel de poliacrilamida (Figura 10). El tamafio de estos segmentos
se encuentra en el rango descrito (Mjaaland y cols.,1997) y es evidente que el fragmento
de mayor tamafio genera una banda de al menos el doble de la intensidad comparada con
los seis restantes, ya que el gel no lograria resolver los dos fragmentos mas grandes que
poseen un tamafio similar de 2,3 kb, resultado que también se ha descrito en la literatura
(Mjaaland y cols.,1997). Si bien para la identificacién de los segmentos virales se
requirié bastante virus (alrededor de 4x10'" particulas virales), esta metodologia nos
permitié confirmar que el virus tenfa un genoma fragmentado tipico de los
orthomyxoviridae, sin tener que utilizar 32p, infraestructura no disponibles en nuestro
laboratorio.

En la caracterizacién de estos AcMos anti ISAV, se pudo observar diferencias
claras entre los distintos anticuerpos, tanto en la sublocalizacién celular de la seiial,
como en las distintas etapas del desarrollo del ciclo infectivo en células CHSE-214
(Figuras 11 a la 18). Conocer el ciclo infectivo del virus, puede ser de gran ayuda para
realizar una deteccién adecuada del patdgeno, conociendo ademads las caracteristicas de
cada uno de los distintos AcMos, se puden potenciar en su capacidad de diagndstico.

Para la interpretacion de los resultados del seguimiento de la infeccion por IFL,
hay que tener en consideracién, que el cultivo no es sincronico, que las c€lulas se
encueniran en distintas etapas del ciclo celular y por lo tanto, pueden presentar
sensibilidades diferentes a la infeccion y replicacidn viral. Por este motivo, file necesario

observar gran cantidad de células y las fotografias que se presentan en este trabajo

.
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muestran aquellos estadios més representativos de cada tiempo post infeccion. Se pudo
apreciar diferencias en las sefiales mostradas con los AcMos, lo cual es reflejo de un
reconocimiento de distintas proteinas virales, o epitopos, las que podrian tener sefiales
de destinacion especificas para algunos organelos celulares.

Debido a las dificultades encontradas para obtener muestras sospechosas del
ISAV en las pisciculturas nacionales y a que se ha reportado una baja o nula replicacion
del virus nacional en células CHSE-214 y SHK-1 (Kibenge y cols., 2001a), se optd por
trabajar con un aislado canadiense (New Brunswick), el cual fue crecido en células
CHSE-214 y SHK-1. Por los mejores resultados obienidos con la primera linea celular,
se escogi6 esta para realizar los estudios (datos no mostrados). Los titulos obtenidos
fueron bastantes similares a los reportados en la literatura. Tradicionalmente el TCIDs
se estima observando el CPE producido por el patégeno en la linea celular hospedera
cultivada en placas de 96 pozos. Para el caso del ISAV, donde el CPE es lento en células
CHSE-214, se desarrolld un método que permite visualizar tempranamente células
infectadas por el virus a través de un ensayo de IFI empleando AcMos, disminuyendo en
el menos un tercio el tiempo necesario para el ensayo respecto al método tradicional. Se
logré ademas, una lectura confiable y sensible comparable a los resuitados obtenidos por
RT-PCR.

Los AcMos fueron ensayados ademas de inmunofluorescencia y de Western blot,
por un ensayo de ELISA (datos no mostrados). Todos ellos mostraron buena
inmunoreactividad y el ELISA fue ademas, el método utilizado para seleccionar los
clones positivos para el virus. Sin embargo, se encontré distintos grados de

inmunoreactividad con cada uno de ellos. Asi por ejemplo, en ensayos de ELISA el
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AcMo 4A10/C9 presentd la mayor inmunoreactividad, sin embargo no presento reaccion
ni por inmunofluorescencia ni por Western blot. Esto se podria explicar por un
reconocimiento conformacional del antigeno y por este motivo, no es reconocido en
Western blot. La ausencia de sefial por IF], se puede deber a la fijacion quimica que se
hace con paraformaldehido, que puede estar enmascarando el epitopo de
reconocimiento, hecho que no ocurriria en el ELISA donde se tiene una bioadhesién. De
este modo es clara la importancia del desarrollo de este panel de AcMos, no sélo para el
desarrollo de los estudios aqui realizados, sino también para su utilizacién en el
desarrollo de nuevos métodos de diagnéstico. Dependiendo de la naturaleza de estos, y
basandose en los resultados aqui mostrados, se deberdn escoger aquellos AcMos que
presenten una mejor inmunoreactividad para cada tipo de ensayo.

Aunque no fue posible determinar categéricamente que proteina viral estd siendo
reconocida por cada uno de los AcMos, si se puede inferir para algunos AcMos cual es
su posible antigeno. Asi se postula que el AcMo 4G1/H6 podria reconocer a la proteina
NS1, la cual en la literatura ha sido descrita con un tamafio de 26,5 KDa (Cluothier y
cols., 2002) cercano a la proteina de 25 KDa que reconoce por Western blot. Ademas,
por el seguimiento mediante inmunofluorescencia esta proteina presentza un
comportamiento similar al descrito para este AcMo. Esta fosfoproteina, presenta dos

tipos de localizacidon, uno en el niicleo, donde estaria involucrada en el splicing y

exportacién del mARN vy otra localizacion tardia en el citoplasma asociado a polisomas
(Enami, 1997), similar a la inmunoreactidad encontrada en esta tesis.

Por otro lado €l AcMo 8F7/H10 estaria reconociendo una proteina citoplasmatica

que no va al nicleo. Estas proteinas podrian ser tanto la HA como la acetil esterasa, las

o
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cuales ademdas son glicoproteinas. La sefial polarizada que se observa con este AcMo
cercana al niicleo podria corresponder al aparato de Golgi, donde ocurre la glicosilacion.
Al observar el Western blot (Figura 9), se observa que este AcMo reconoce una banda
de 25 KDa, la cual puede corresponder a uno de los péptidos de la hemaglutinina, ya que
esta proteina esti formada por las subunidades HA; y HA; unidos por un puente

distilfuro) (http://www-micro.msb.le.ac.uk/335/0rthomyxoviruses.html) y (Steinhauer,

1999). En este punto es interesante notar que ambos AcMos, 4G1/H6 y 8F7/H10,
deberian estar reconociendo proteinas virales diferentes ya que muestran no sdlo sefiales,
sino también cinéticas distintas.

El AcMo 3G8/B10 reconoce una proteina de alrededor de 70 KDa (Figura 9),
tamafio que concuerda con el descrito para la NP de 68 KDa (Clouthier y cols., 2002).
ILa sefial observada por IFI es concordante con lo descrito en la literatura (Portela &
Digard, 2002) ya que se tiene una sefial temprana nuclear y ofra tardia citoplasmatica.
Para identificar claramente que proteina es la que estd siendo reconocida por cada
AcMo, a futuro las particulas virales se purificardn por inmunoprecipitacién con
particulas de latex recubiertas con AcMo anti ISAV y las proteinas virales se analizardn
por clectroforesis en geles de poliacrilamida. Sin embargo, estos esfuerzos estardn
dirigidos a las proteinas del “ISAV-like”.

Dependiendo del AcMo utilizado en el seguimiento de la infeccién, fue posible
encontrar sefiales positivas de inmunofluorescencia a partir de las 5 horas post infeccidn,
con los AcMos 2C2/C7 y 2C2/H4. Sin embargo, lo general fue encontrar sefial a partir

de 1 dia post infeccién, siendo el AcMo 4G1/H6 el que presentdé una

inmunofluorescencia mas tardia, apareciendo una buena sefial a partir de los 2 dias post

O
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infeccion. Esto podria explicarse por el reconocimiento de un epitopo poco representado
o por estar reconociendo a alguna proteina viral que no forma parte de la particula viral
propiamente tal, como es NSI. Entre los 3 y 6 dias post infeccién se obtuvo un alto
porcentaje, cercano al 70% de las células inmunoreactivas. A tiempos mayores, si bien
se sigue observando bastante inmunofluorescencia, se comienza a perder lentamente,
principalmente por desprendimiento y lisis celular.

Fue interesante encontrar durante los ensayos de seguimientos de la infeccidn,
que algunos de los AcMos generaron inmunofluorescencia en compartimentos
subcelulares. El hallazgo mas sorprendente fiie la sefial asociada a una estructura al
interior del nicleo, la que postulamos como nucleolar. Los AcMos que dieron un mayor
porcentaje de este tipo de sefializacion temprana, fueron el 2C2/C7, 2C2/H4 y el
3G8/B10, que revelaron que entre un 11 y un 13% de las células infectadas mostraban
inmunoreactividad en el nucleolo. A pesar que existen varios virus que durante su
replicacién algunas de sus proteinas se localizan en el nucleolo, en el esquema mas

aceptado para los orthomyxovirus no se describe ningtin paso por este compartimento

subnuclear (Figura 2), aunque si hay algunos reportes que describen a la NP de influenza
A en algiin compartimento subnuclear, pero sin mostrar colocalizacién con antigenos
nucleolares (Hiscox, 2002). A futuro sera interesate mostrar colocalizacion de estos
AcMos con proteina ubicuas del nucleolo como es la nucleolina. Estos resultados
sugirieron que al menos una proteina viral se localizaba en el nucleoclo durante alguna
etapa del ciclo replicativo del virus. Por lo tanto, la etapa siguiente fue determinar si el
genoma del virus también mostraba la misma localizacién. Con este objetivo, se

realizaron HIS con sondas antisentido y sentido para la hebra 6 positiva del genoma viral

o
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y marcados con DIG. La sonda antisentido hibrida con el mARN del virus y con el
antigenoma, mientras que la sonda sentido lo hace con el ARN negativo o genomico del
virus. Los resultados mostraron que el ARN positivo se localizaba en el nucleolo,
mientras que el ARN genémico se localizaba fundamentalmente en el citoplasma.
Similares resultados se obtuvieron con sondas dirigidas contra el segmento 2 del genoma
viral, aunque la intensidad de la marca fue mas débil. La localizacion descrita, coincide
con la localizacion del ARN 18S de las células CHSE-214. Por lo tanto, en el ciclo
replicativo del virus, el ARN positivo o mARN viral, correspondiente a los segmentos 2
y 6 tendria una fase de localizacién nucleolar. Aunque falta trabajo por realizar, podria
tentativamente proponerse que la localizacién nucleolar seria necesaria para el
ensamblaje del polisoma correspondiente o en una etapa temprana y previa a la
transcripcién del ARN negativo o del genoma viral. Otra alternativa plausible es que
este ARN positivo corresponda al anti genoma viral, utilizado como templado para la
sintesis de nuevos segmentos virales.

Las sefiales de localizacion nucleolar caracterizadas por secuencias ricas en

aminoacidos basicos (Lys y Arg) han sido encontradas en varias proteinas virales, como

por ejemplo, en las proteinas Rev del virus de la inmunodeficiencia (HIV), Rex de virus
de la leucemia humana de células T (HTLV-1), MEQ del virus de la enfermedad de
Marek y NI/114L del virus de la fiebre africana de los cisnes (Cheng y cols., 2002). Mas

atin, los resultados publicados por Cheng y colaboradores indican que un dominio
amino-terminal de la proteina y;34,5 contiene sefial de localizacidén nucleolar mientras

que la sefial de localizacién nuclear se enconiraria en el extremo carboxiterminal. Al

O
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hacer un analisis de las secuencias aminoacidicas de las proteinas del ISAV disponibles
en NCBI, se encontraron posibles secuencias del tipo secuencia sefial nucleolar en la
proteina NS2 (secuencia de acceso AF 404340) formada por 5 residuos bésicos ubicados
en el N-terminal (aminoacidos 17 al 21), mientras que NS1 (secuencia de acceso AF
404340) posee una secuencia en el C-terminal rica en aminidcidos basicos, formando
una sefial bipartita semejante a las secuencias de NS2 (resultados no mostrados). Asi,
NS1 del ISAV podria ser una proteina que se localice en el nucleolo en algun estadio de
la infeccién por ISAV. Para esta proteina no existe aun una funcién conocida, sin
embargo se postula que podria actuar como adaptador molecular entre la maquinaria de
exportacion nuclear y el complejo ribonucleoproteico del virus, lo cual no discrepa con
una localizacién nucleolar (Lommer & Lou, 2002).

Encontrar proteinas con sefiales de destinacién subcelular en los virus no es
extrafio. Asi para una ubicacion nucleolar encontramos que los Coronavirus, tienen una
localizacién nucleolar para la NP y su funcién podria radicar en la interrupcién de la
divisién celular {Wurm y cols., 2001). Sin embargo, el ejemplo clasico se encuentra en
el virus de la enfermedad de Borna (BDV), perteneciente a la familia de los
paramyxovirus, familia que se diferencia de los orthomyxovirus en la segmentacion del
genoma. En los BDV se ha visto que el nucleolo estaria involucrado en la sintesis del
ARN viral y también en el proceso replicativo, al encontrarse en el organelo tanto el
ARN gendémico como el complementario, es decir, el mARN como el antigenémico
(Pyper y cols., 1998).

La localizacién de algunas proteinas en el Golgi era mas esperable, ya que al

menos las proteinas HA y acetilesterasa de ISAV son glicosiladas, evento que ocurre en
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este  compartimento  celular. Al hacer un analisis en  PROSITE

(hitp://us.expasy.org/prosite/), para las glicosilaciones de ambas proteinas virales, se

encontré que ambas protefnas poseian dos posibles sitios de N-glicosilacion. No
obstante esto, no se puede descartar alguna ofra funcién de las proteinas virales en
Golgi. Para confirmar definitivamente esta ubicacion se deberan realizar a futuro
colocalizaciones con marcadores de Golgi como un anti 58K o un anti-galactosil
transferasa.

Al comparar la localizacién en el Golgi de algunas proteinas del ISAV, con lo
que acontece en otros virus, se ha encontrado que en la familia de los bunyaviridae
(virus Hanta) existe retencién de glicoproteinas virales en Golgi, lo cual se piensa que
tendria una funcidn en su maduracién (Spiropoulou y cols., 2003). Algo similar se
observa para el virus de la Hepatitis C, donde se ha visto que el aparato de Golgi tendria
un activo desempefio tanto en el ensamblaje como en la morfogénesis viral (Sarafino y
cols., 2003). Sin embargo, parece mas interesante atin lo que ocwrre con la proteina ES
de los virus papiloma, Ia cual se localiza en el aparato de Golgi, y otros compatimentos
endomembranosos, donde prevendria el transporte a la superficie celular de MHC-],
evitando de este modo la presentacién de péptidos virales al sistema inmune (Marchetti
y cols., 2002).

Otra localizacién  sorprendente, aunque afin  preliminar, es Ia
inmunofluorescencia asociada a un organelo perinuclear, Por su tamafio relativo y su
cercania al niicleo, pareciera ser el centrosoma. El pof%:entaje de células que presentaron

esta marca ldia post infeccién fue de 10 y 12% con los AcMos 2C2/C7 y 3G8/B10,

respectivamente. Sin embargo, para confirmar estos resultados, habrd que realizar
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colocalizaciones con marcadores para el centrosoma. Recientemente, nos conseguimos
con el Dr. Stephen Doxsey, de la Universidad de Harvard, un suero de un paciente con
escleroderma. Este suero autoinmune, prmitird a futuro, realizar experimentos de
colocalizacién

En cuanto a los centrosomas se ha visto por ejemplo que la proteina Gag de los
retrovirus tendria como blanco a una regién pericentrosomal, dirigiéndose de este modo
al centro organizador de microtibulos previo a su translocacion nuclear (Petit y cols.,
2003). En los papilomavirus, se ha encontrado que 2 oncoproteinas, las proteinas E6 y
E7, inducirfan nimeros anormales de centrosomas promoviendo asi, inestabilidad
gendmica ( Duensing y cols., 2000 y Duensing & Munger, 2002).

El centrosoma no s6lo cumple la funcién en la nucleacién de microtubulos y la
formacion del huso mitético, si no que se ha descrito que también puede ser un sitio de
secuestro y degradacién de proteinas (Lacaille y cols., 2000). Esta localizacién
centrosomal, aiin no esta claro si es o no dependiente de una inhibicién del proteasoma,
ya que existen repories en que es necesario una rapida degradacién de la proteina y su
inhibicién para una localizacién centrosomal (Antén y cols., 1999), mientras que. otros
trabajos muestran esta localizacién con proteinas metabdlicamente estables y en
ausencia de inhibidores del proteasoma (Lacaille y cols., 2000). Como sea, el
centrosoma puede ser un importante sitio para la generacién de epitopos virales. De este
modo, puede que la sefializacién centrosomal observada, no corresponda a una sefial de
destinacién especifica de alguna proteina viral para el centro organizador de

microtibulos, sino mas bien como consecuencia de los mecanismos propios del sistema

inmune. Por otro lado, si firera necesaria una inhibicion del proteasoma, este podria ser
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inhibido por un mecanismo propio del virus, con el cual este patogeno podria buscar una
forma de evadir la respuesta inmune, dejando sin efecto la presentacion antigénica
mediada por MHC-L

Finalmente, fue muy importante evaluar estos anticuerpos mediante ensayos de
inmunofluorescencia indirecta en improntas de tejidos de peces sospechososde presentar
infeccién con el “ISAV-like”. Ensayos iniciales realizados en el laboratorio mostraron la
utilidad potencial de estos anticuerpos y por lo tanto, se decidi6 realizar una evaluacion
externa de los AcMos anti ISAV 2C2/C7, 3E8/B3 y 8F7/HI0 realizada por ADL
Diagnostic. Esta es la primera prueba de campo realizada y conté con 12 casos reales en
un total de 134 muestras. Aqui, se mostré que los AcMos no tuvieron inmunoreactividad
con improntas de peces sin ictericia y si lo hacian en las muestras con ictericia, aunque
no en el 100% de los casos (tabla 6). Estc dato no necesariamente indicaria una falla en
el reconocimiento, ya que este sintoma no es exclusivo de la anemia infecciosa del
salmon. Nuevos ensayos con mayor nimero de muestras, serian de gran relevancia para
confirmar la eficiencia en el reconocimiento viral.

También es importante a futuro determinar si alguno de estos AcMos muestran
reaccion cruzada con otros aislados del ISAV, por ejemplo Europeos, con el fin de poder
validar el uso de estos anticuerpos en el diagnéstico de peces con sindrome ictérico.

Al finalizar esta tesis, se ha avanzado un poco mas en el entendimiento de las
diferentes etapas del ciclo replicativo de los orthomyxovirus en general y del ISAV en
particular, determinandose un posible paso de algunos componentes virales por el

nucleolo, donde fue posible encontrar tanto proteinas como ARN antigendmico.
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Del mismo modo, también se ha contribuido con el desarrollo de nuevas
herramientas, como el panel de anticuerpos monoclonales contra el ISAV, que ayndarin
a futuro aislar el “ISAV like”, y con este generar una libreria de cADN, que nos
permitiran analizar en detalle las diferencias y similitudes entre los distintos aislados

virales presentes alrededor del mundo y asi poder realizar nuevos estudios enfocados al

diagnéstico, control y prevencion de la enfermedad.




5 CONCLUSIONES.

Las conclusiones de este trabajo de tesis son las siguicntes:

L. Se selecciond un panel de anticuerpos especificos para el ISAV, el cual en
ensayos de campo, muestra reaccién cruzada con un virus caracterizado y
conocido como “ISAV like”.

2. Estos anticuerpos pemitieron explorar las distintas fases del ciclo replicativo del
aislado canadiense del ISAV. Ademds de las localizaciones citoplasmética y
nuclear, se encontrd que algunas de las proteinas virales se localizaron en el
nucleolo.

3. Por medio de HIS se confirmd la localizacién de la hebra positiva del virus en el
nucleolo, lo que sugiere que tanto proteinas virales como el genoma viral tienen
una fase nucleolar.

4. Los AcMos también indican, que algunas proteinas virales se localizan en el
Golgi y aparentemente en ¢l centrosoma.

5. En un ensayo de campo con muestras de tejidos de peces con ictericia, se

encontré inmunoreactividad con algunos AcMos, lo cual es importante como

paso preliminar para el desarrollo de métodos de diagnostico.
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