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RESUMI]N

El virus de la anemia infecciosa del salm6n, es un pat6geno que ha causado rna

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 realiz6 un estudio de la biologia del virus con el fin de

establecer  las  bases  para  el  desarrollo  de  nuevos  m6todos  de  diagn6stico,  control  y

prevenci6n de  esta enfermedad.  Con este objetivo,  se produjo un panel de anticuerpos

monoclonales contra un aislado canadiense del virus de la anemia infecciosa del salm6n,

con  los  cuales  fue  posible  realizar  un  seguimiento  de  la  replicaci6n  viral  en  c6lulas

CHSE-214   desde   5   horas   hasta   10   dias   despu6s   de   la   infecci6n.   Usando   estos

anticuerpos y mediante inmunofluorescencia indirecta, se encontr6 que el virus presenta

una fase nucleolar durante su replicaci6n,  lo cual constituye el primer hallazgo  de esta

naturaleza  en  esta  familia viral.  Por medio  de hibridaciones  I.77  s'z.fzt,  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 sefializaci6n nucleolar,  los  anticuexpos permitieron

detectar rna sefial que por su polaridad y morfologia, corresponderia al apal.ato de Golgi

y otras sefiales observadas en el citoplasma podrian corresponder al centrosoma.

A  trav6s  de  inmunofluorescencias,  los  anticuelpos  monoclonales  reaccionaron

positivamente  con  improntas  de  rifi6n,  higado  y  bazo  de  salmohideos  chilenos  con
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anemia   e   ictericia,   1o   cual   sugiere   que   los   anticuerpos  producidos   con   el   aislado

canadiense  serian capaces de reconocer algunas proteinas del "ISAV like",  que air no

ha sido caracterizado.



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,5tected in Chile. The

infectious  agent  is  a  virus  belonging  to  the  family  of orthomysoviridae,  which  are

enveloped  viruses  containing  a  genome  composed  of  8   fragmehts  of  single  strand
I

negative RNA.

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  to  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 cells 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

I.H sz.fz/ 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, confiming

the    results    of    immunofluorescence.    in    addition,    it    was    possible    to    detect

immunoreactivity associated to a structure that because of its polarity and molphology,

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 vims was possible.
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1  INTRODUCCION

1.1 Aspectos generales.

De acuerdo con antecedentes proporcionados por organismos intemacionales, los

dos  tercios  del  suministro  mundial  de pescado  para  la  alimentaci6n  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 esta

rapresentado por el sector salmonicultor, los resultados estadisticos son impresionantes.

De actividad cero, se pas6 en las tiltimas d6cadas a rna producci6n de 300 nil toneladas

netas de salm6n, lo que se reflej6 en divisas por 964 millones de d61ares en 2001, con un

fuerte impacto en el aspecto social de la poblaci6n que labora en las regiones dedicadas

a la salmonicultura (www.salmonchile.cl).

Al conocer los  enormes voliimenes  de  salmones  que se transan y por ende,  los

millones  de  d6lares  entrantes  para  el pals,  queda  claro  la preocupaci6n  e  inter6s  que

deben tener los productores nacionales por mantener, y en lo posible mejorar la calidad

de  su producci6n.  Por  ello  es  necesario  realizar constantes  monitoreos  para controlar,

entre otras cosas, posibles enfermedades que se podrian estar gestando y que finalmente

pueden  acarrear  p6rdidas  parciales  o  totales  de  su  producci6n  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 inter6s 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  tecnologias  para

detectarlos oportunamente y eventualmente, encontrar soluciones para su prevenci6n.

En este trabajo, se ha estudiado el pat6geno conocido como el virus de la anemia

infecciosa del  salm6n (ISAV),  el cual ha sido recientemente detectado  en nuestro pals

(Kibenge y cols., 2001 a).

1.2 Caracteristicas de la enfermedad.

La  anemia  infecciosa  de  salm6n  (ISA),  es  rna  enfermedad viral  que  afecta  al

salm6n Atlintico (Scz/"o scz/czr) en cultivo y produce una infecci6n generalizada con alta

mortalidad  (entre  un  15%  a un  100%  despues  de  varios  meses  de  la infecci6n)  y  en

consecuencia,  grandes  p6rdidas  econ6micas  Q7alk  y cols.,  1998)  con  los  consiguientes

dafios  a la industria acuicola.  Dado  que  este tipo  de  salm6n,  Scz/mo scz/czr, presenta rna

alta prevalencia en Chile, representando cerca de un 60% de la producci6n nacional,  se

debe estar alerta a la eventual introducci6n de este pat6geno.

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 @annevig y cols., 1995b).

La  distribuci6n  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  (Cunnin8ham  y  cols.,  2000)  y Reino  Unido  (1998)

(Kibenge,  y  cols.,  2001b).  Recientemente  se  ham  tenido  reportes  de  brotes  en  Nova

Scotia, Canada (Ritchie y cols., 2001), en las Islas Faroe, Dinamarca (2000) acibenge y

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



La replicaci6n del virus se ha demostrado experimentalmente en trucha arco iris

(Onchorhynchus   inykiss   Whalbaum),   t"cha   case   (Salmo   trutta)   y   t"cha   de  mar

anadromo,  sin  embargo,  ninguno  de  estos  salmorideos  han  presentado  sefiales  de  la

enfermedad (Dameving & 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

mayon'a presenta sefiales extemas notorias como agallas palidas y hemorragia al interior

de  la  cinara  ocular.  En  algunos  casos  se  ha  observado  exoftalmia.  Los  principales

cambios fisiopatol6gicos  son ascitis,  oscurecimiento y congesti6n extensa del higado y

bazo y en algunos  casos  del intestino.  El est6mago puede  ser distendido por un fluido

viscoso,   generarse   hemorragias   en   su   mucosa   y   ocasionalmente   en   el   mdsculo

esquel6tico (Danneving & Thorud,1999).

Dentro   de   los   dafios   histopatol6gicos,   1as   lesiones   del   higado   son   las  mas

importantes, encontrandose multifocos de hemorragia y posterior necrosis. Estas ireas se

distinguen con facilidad ya que presentan eosinofilia y hepatocitos oscuros e hinchados

(Danneving & Thorud,1999).

Los  peces   moribundos  presentan  un  grave   cuadro   de   anemia  y  es   comtin

encontrar  valores  de  hematocritos  bajo  el  5%  (valor  normal  alrededor  de  35%).  Los

eritrocitos    circulantes   muestran   notorias    anormalidades    como    tamafio    reducido,

vacuolizaci6n citoplasmatica, desintegraci6n nuclear y fragmentaci6n celular. Los peces

infectados   tambi6n   desarrollan   leucopenia   y   trombocitopenia.   La   proporci6n   de

eritrocitos  inmaduros  se  eleva  y  aparecen  eritroblastos  en  circulaci6n  (Dameving  &

Thorud,1999).
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La anemia infecciosa en salmones tambi6n puede aparecer en forma cr6nica con

sefiales difusas dificiles de interpretar.  Esta sintomatologia memos clara puede acarrear

problemas   en   el   diagn6stico   y   por   lo   tanto   agudizar   la  propagaci6n   viral,   con

consecuencias desastrosas.

1.3 Caracteristicas del virus.

El vims de la anemia infecciosa del salmon (ISAV), pertenece a la fanilia de los

orthomyxoviridae.  Esta  familia  se  caracteriza  por  tener  un  material  gerfetico  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 hipotetica

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

IIA           r\'^

©  Paul  Dlgard,  Dept Pathology,
Universlty of Cambridge.

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



EI ISAV, tiene un diametro aproximado de  loo-120 nm, las proyecciones de su

envoltura tienen un largo  que va  entre  los  10  y  12  nm  a7igura  1)  y  tiene  por blanco

primario c6lulas endoteliales de varios 6rganos para su raplicaci6n, aunque se sabe que

este  virus  tambi6n  es  capaz  de  replicar  en  leucocitos  tanto  I.»  vz./ro  como  !'#  vz.vo

(Danneving  &  Thorud,  1999).  Se  ha  demostrado  que  el  rifron  es  el principal  sitio  de

replicaci6n del vims (Darmevig y cols.,  1995b), lo que contrasta con las infecciones en

mamiferos de otros orthomyxovirus que se restringen al sistema respiratorio.

Liberacidn

Figura 2: Ciclo replicativo de los orthomyxoviridae.
Esquema de c6mo ocurriria la infecci6n viral  en los  orthomyxovirus,
incluyendo su entrada a la c6lula hospedera, destinaci6n de las RNP al
ndcleo,   replicaci6n,   traducci6n,   ensamblaje   y   liberaci6n   a]uente:
http://www-micro.msb.Ie.ac.uk/3035/Onomyxoviruses.html).



EI  ISAV  comparte  con  otros  miembros  de  la  familia  de  los  orthomyxovirus

propiedades   que   incluyen   la   actividad   hemaglutinante   y   actividades   enzimaticas

destructoras  de  los receptores  Galk y cols.,  1998).  Respecto  a la actividad enzimatica

destructora   de   receptores,   se   detect6   rna  significativa  actividad   acetilesterasa  que

hidroliza  el  sustrato  sintetico  p-nitroferil  acetato.  Se  observ6  tambi6n,  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  alin,  sugiere  que  la  actividad  enzimatica

destmctora tiene una especificidad diferente (Falk y cols., 1997).

La  liberaci6n  del  virus  desde  la  c6lula  ocurre  por  una  especie  de  brote  en  la

membrana celular donde ademds, se produciria la maduraci6n del vies (Figura 2). Este

proceso aparentemente se genera sin destrucci6n de la c6lula hospedera, al memos en los

estadios iniciales de la infecci6n (Danneving & Thorud,1999).

El talnafio  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   teminales   5'

heterog6neos y son poliadenilados  desde la secuencia serial  13-14 nucle6tidos rio  abajo

del 5'-terminal del VARN. Ademas, se ha demostrado que su replicaci6n se ve inhibida

por er-amanitina, clasico inhibidor de la ARN polimerasa 11, 1o que indica que este virus

presenta  mecanismos  de  replicaci6n  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   polinerasa    PBl    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

isoel6ctrico   de   9,9   (Krossoy  y  cols.,   1999).   Recientemente,   se  ha  descrito   que  el

segmento 6 codificaria para una hemaglutinina putativa del ISAV. La expresi6n de esta

proteina en lineas celulares de salm6n infectadas con el vims genera una actividad con

propiedades  hemadsortiva  de  la proteina  para  eritrocitos  de  salm6n  (Rimstad  y  cols.,

2001). Tambi6n se ha encontrado para el segmento 3, rna putativa nucleoproteina, con

un   ORF   de   1.851   nt   los   cuales   codificarian   para   una   proteina   que   tendria   616

aminoacidos. Esta proteina no tiene homologia significativa con otras nucleoproteinas de

otros  orthomyxovirus,  sin  embargo  se  pudo  identificar  como  nucleoproteina  por  las

caracteristicas de su composici6n aminoacfdica (Snow y cols., 2001).

El  analisis  de  virus  purificados  por  gradiente  de  sacarosa  en  SDS-PAGE  en

condiciones  reductoras,  muestra  4  polipdytidos  principales  con  tamafios  moleculares

estimados  en  71,  53,  43  y 24  KDa y un polip6ptido  menor de  15  KDa  (Falk y cols.,

1997).

La siguiente tabla resume las proteinas codificadas por cada segmento gen6mico

en el ISAV.



Segmento Largo del segmento Proteina codificada Masa molecular
(kb) predicha (FDa)

1 2,4 P1

2 2,4 PB 1  (Polimerasa) 80,5

3 2,2 NP 0Vucleoproteina) 68,0
4 1,9 P2 65,3

5 1,6 P3 48,8
6 1,5 Hemaglutinina (P4) 43,1

7 1,3 P4ff5 28,6/16,3
8 1,0 P6rp7 26,5/20,3

Tabla 1 : Proteinas del virus de la anemia infecciosa del salmon.
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  c61ulas  SHK-1  ("salmon  head  kidney'.)  y  en  CHSE-214

("chinook salmon embryo") (Laman y cols.,  1984), donde se observa un marcado efecto

citopatico entre 12 a 14 dias post infecci6n. Recientemente se ha desarrollado una nueva

linea celular derivada de leucocitos de salm6n, designada como c6lulas TO. hfecciones

en estas c61ulas generan rna alta producci6n del ISAV, presentando al dia 9 posterior a

la infecci6n un marcado efecto citopatico (CPE) y una TCID5o cercana a 109'` ml-I, valor

superior   a   los   descritos   para   SHK-1    (|05'5   a   107.8)   y   CHSE_214   (io4.5   a   io6>5)

(Wergeland y cols., 2001).

En mayo  del  2001  se public6  el  aislamiento  y caracterizaci6n del  ISAV  desde

salm6n  Coho  (O#chorky#c%zjs  nykz.ss   Wro/bozjm)  en  Chile,  el  cual  se  design6  como

aislado  7833-1   (Kibenge  y  cols.,  2001a).  Este  aislado  mostr6  similitudes  a  los  virus

aislados  en  Canada,  como  es  su capacidad de replicar en c61ulas  CHSE-214.  Ademas,

7833-1 muestra identidades tan altas como del 99% a nivel nucleotidico y aminoacidicos

con los  aislados  canadienses,  como  en su perfll proteico  (Kibenge y cols., 2001a).  Este

brote,  el cual produjo  alta mortalidad en salm6n Coho  es rfuco y podria representar la

introducci6n del virus a la poblaci6n de los peces nativos silvestres o rna 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  Atlintico,  no  se  han

encontrado diferencias funcionales que confirmen este supuesto  (Ritchie y cols., 2001).

Basados en analisis del segmento gen6tico 2 se calcul6 la tasa evolutiva de las diferentes

agrupaciones de aislados en 0,96xl0-3 nucleotidos-]afio-1.  Sobre esta tasa de mutaci6n se
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estim6  que  estos  diferentes aislados divergieron alrededor de  1900,  fecha que coincide

con el traslado de salmones entre Europa y Norteamerica.

1.4 Metodos de diagn6stico.

El  diagn6stico  de  peces  enfermos  de  ISA  esta  basado  en  cambios  clinicos,

incluyendo sefiales macrosc6picas e histopatol6gicas (Falk y cols.,  1995b). El problema

de  estos  es  que  pueden  no  ser  los  indicadores  mas  convenientes  para  los  estados

tempranos de la enfermedad (Falk y cols.,1995b), ni para formas cr6nicas de la misma y

por consiguiente, no  ser un buen m6todo predictor, ya que un diagn6stico temprano  es

crucial para evitar la propagaci6n hacia otras balsas-jaulas y o hacia otras zonas.  Seg`in

este  diagn6stico,  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 detecci6n del virus por los

m6todos de laboratorio fue encontrar lineas celulares capaces de replicar el virus Q7alk &

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  detecci6n  de  antfgenos  virales  usando  inmunofluorescencia

indirecta  (IFAT,  "indirect  fluorescent  antibody technique"),  la cual  se ha vislumbrado

como  rna t6cnica que puede  servir como  un modo  de  detecci6n rapido  y conveniente

para identificar cultivos celulares infectados por ISAV (Falk & Danneving,  1995).  Por

medio de esta t6cnica, se puede observar que 24 h post infecci6n aparece una prominente

fluorescencia,   detectable   principalmente   en   el   ndcleo,   para   luego   expandirse   al
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citoplasma  y  a  la  membrana  celular.  Aqui  hay  que  tener  en  cuenta  que  una reacci6n

negativa no  implica que el virus no  est6 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  disefiar  partidores  para  amplificar  regiones  de  algunos

segmentos  gen6micos  mediante  RT-PCR  lo  que  ha  pemitido  su  detecci6n  en  forma

rdpida  y  sensible  (Devold  y  cols.,  2000).  Al  realizar  un  diagn6stico  mediante  cultivo

celular y determinaci6n 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 Transmisi6n de la enfermedad.

Debido a los frecuentes brotes de ISAV que se producen en las pisciculturas y

analizando las ireas donde estas se registran, como por ejemplo en las areas costeras del

Atlintico norte, se piensa que deben existir reservorios naturales para este virus. Debido

a que presenta una temperatura 6ptima baja para su desaITollo, se cree que su hospedero

natural seria un vertebrado con ba].a 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,  Ccz/z.gc¢s' cz/ongczfws y fepeap¢f7;e!.r#s'

scz/77io#z.s (Falk y cols.,1997).
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Por experimentos de cohabitaci6n se ha demostrado la existencia de transmisi6n

horizontal, indicando que el agua es importante para la diseminaci6n 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  transmisi6n hen  demostrado  que  la  infectividad  de

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

La diseminaci6n del ISAV entre las distintas pisciculturas ocurre principalmente

por  compra  de  jr77co/fs  y  peces  adultos  infectados  que  luego  generan  la  transmisi6n

horizontal, lo mismo que aguas contaminadas no tratadas. No existe atin evidencia que

avale  su transmisi6n vertical @anneving & Thorud,  1999),  existiendo por el contrario

reportes que riegan este tipo de transmisi6n (Melville & Griffihts, 1999).

1.6 Tratamiento y protecci6n.

No existe actualmente ningtin tratamiento conocido para el ISAV, por lo cual las

politicas  preventivas  y restricciones  gubemamentales  sobre  el manejo  de  salmohideos

son la tinica fuente de protecci6n. Dentro de estas estrategias se cuentan la prohibici6n

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 diagn6stico adecuado y temprano de  esta enfemedad es crucial en el

control de los brotes epid6micos.



OBJETIVOS

Obj etivo general.

Estudiar algunos aspectos del ciclo replicativo del ISAV mediante la utilizaci6n

de anticuerpos monoclonales.

Objetivos especificos.

1.   Establecimiento   de   las   condiciones   6ptimas   para   el   crecimiento   del   ISAV   y

estandarizar las condiciones de infecci6n en c6lulas CHSE-214.

2.   Desarrollo  y  caracterizaci6n  de  un  panel  de  anticuerpos  monoclonales  (ACMos)

contra ISAV.

3.    Determinaci6n  y  localizaci6n  de  los  componentes  proteicos  del  ISAV  en  celulas

CHSE-214 infectadas con el virus, por medio del uso de anticuerpos monoclonales.

4.    Determinaci6n, mediante hibridaci6n i.j€ sz.Jzj,  de la localizaci6n celular de algunos de

los fragmentos de ARN del ISAV, en c6lulas CHSE-214 infectadas.

5.    Utilizar el panel de ACMos para el diagn6stico de peces con sindrome ict6rico.
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2 MATERIALES Y MHTODOS

2.1 Cultivo celular.

2.1.1 Expansion de c6lulas CHSE-214.

C6lulas  CHSE-214  fueron  cultivadas  hasta  confluencia  en  fiascos  de  175  cm2

Nunc (Ti75) o en porta objetos de 8 pozos en medio MEM suplementado con 5% suero

fetal  bovino  (Gibco),  aminoacidos  no  esenciales  0,1  mM  (Gibco),  glutamina  2  mM

(Sigma),  estreptomicina sulfato  100  Hg/mL  (Sigma)  y penicilina G s6dica  100  UI/mL

(Sigma).  Al  subcultivar las  c6lulas,  se  elimin6  el medio,  se  lav6  con 20 mL de  GKN

0Vacl 0,14 M, KC15,37 mM, Na2HP04 9,94 mM, NaH2P04 5 mM, glucosa 11,1 mM y

rojo fenol 0,03  mM, pH 7,1) y se agreg6  1,5 mL de tripsina al 5% (Sigma).  Se incub6

por   20   min   a   temperatura   ambiente   o   hasta   observar   desprendimiento   celular.

Finalmente se agreg6 medio MEM completo en un volumen equivalente a 2 6 3 veces el

requerido por botella (50 mL por cada Ti75)  y se reparti6  en 2 6  3  botellas. Las c6lulas

asi expandidas, se dejaron creciendo a 16°C.

2.1.2 Propagaci6n del ISAV.

C61ulas  CHSE-214  en confluencia,  fueron infectadas con un aislado  canadiense

del ISAV proveniente de New Brunswick. Para ello, se elimin6 el medio y se reemplaz6

por medio MEM completo, pero  sin suero, para favorecer la infecci6n.  I,a infecci6n se

realiz6  empleando rna diluci6n  1:10 del ISAV que presentaba rna TCID5o inferida de

1,Oxl05   por   mL   (secci6n   2.1.3).   Cinco   horas   post   infecci6n,   las   c61ulas   fueron

suplementadas con suero fetal de modo de alcanzar una concentraci6n final de 5%. Este

14
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cultivo celular infectado, se dej6 a 16°C por al memos  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 Calculo de dosis infectiva en cultivo celular (TCID5o) para un lisado de

ISAV.

Se  conoce  como  TCID5o/mL  a  la  dosis  por  la  cual  el   50%  de  c6lulas  son

infectadas    con    un    in6culo    determinado.    Esta    fue    determinada    mediante    dos

aproximaciones distintas.

2.1.3.a Visualizaci6n directa del efecto citopatico (CPE).

C61ulas CHSE-214 confluentes fueron expandidas en placas de poliestireno para

cultivo celular de 96 pozos (Nunc). Las c61ulas fueron lavadas con GKN y tripsinizadas

(secci6n 2.1.1) y finalmente suspendidas en 100 mL de medio MEM completo. De esta

suspensi6n, se agregaron 200 LIL por pozo.

Un dia despu6s de la expansi6n, 1as c6lulas CHSE-214 fueron infectadas con el

virus  en  diluci6n  seriada  en  base   10  (secci6n  2.1.2),  el  cual  provenfa  de  un  lisado

clarificado  de  c61ulas  CHSE-214  (secci6n  2.1.4).  Un  mes  post  infecci6n,1as  c61ulas

fueron  observadas  al  microscopio  invertido  por  contraste  de  fase  (Nikon  TMS)  y  se

visualiz6  la presencia o  ausencia de  efecto  citopatico  en cada pozo.  De  este modo,  se

consider6  como  positivo  todo  pocillo  que  mostr6  al  menos  un  foco  de  CPE  y  como

negativo aquel con ausencia absoluta de focos de CPE.

Se calcul6  el  CPE porcentual para cada rna de las  diluciones  empleadas y con

estos valores se estim6 1a TCID5o, segtin la siguiente formula:
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TCID5o=      /0/o>50%)-(50%`
(% > 50%) -(O/o < 50%)

donde (% > 50%) corresponde al porcentaje inmediatamente mayor al 50% y (% < 50%)

correaponde  al  porcentaje  inmediatamente  menor  al  50%  con  CPE.  El  valor obtenido

corresponde  a  la fracci6n de  la potencia estimada en base  10, para las  dilueiones  que

ggeneran un CPE del 50% (Wergenland & Jakobsen, 2001).

2.13.b Mediante inmunofluorescencia indirecta.

Once dias post infecci6n se realiz6 una inmunofluorescencia indirecta para cada

ppozo   de   la  placa.   I,os  pozos   fueron  lavados   con  200   [iL  de  PBS   y  fijados   con

paraformaldehido  3,7%  por  10  min,  lavadas  con  PBS  y  pemeabilizadas  con  PBS-

Triton-X100  0,1% por  10  min.  Posteriormente,  se incub6  1h con el ACMo  anti ISAV

2C2/114,  en una diluci6n  1:100  en caseina sacarosa al 2%  (caseina 2%,  sacarosa 2% en

PBS)  a temperatura  ambiente.  Despuds,  se  lav6  con PBS  y se incub6  con un segundo

anticuerpo  anti  IgG  de  rat6n  Fc  especffico,  conjugado  con  FITC  (Sigma)  en  caseina

sacarosa al 2% por lh a temperatura anbiente en diluci6n 1 :100. Posteriomente, se lav6

con PBS  y  se  agreg6  30  iiL por pozo  de DABCO  (2,5%  DABCO  Sigma,  en  glicerol

90%).   La  placa   de   96   pozos   se   observ6   en   forma   invertida   al   microscopio   de

epifluorescencia (Zeiss Axioskop), con un aumento de lox. De igual modo a la secci6n

anterior,  se  calcul6  el  TCID5o,  considerindose  positivos  aquellos  pozos  con  c61ulas

fluorescentes y negativos aquellos con ausencia de fluorescencia.

2.1.4 Clarirlcaci6n del lisado.

Previo  a la clarificaci6n,  los lisados  de c6lulas  CHSE-214 infectadas con ISAV,

que presentaban mar.cado efecto citopatico, fueron sometidas a ciclos de congelamiento
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y  descongelamiento  (-20°C)  para permitir una mayor  liberaci6n viral  desde  los  restos

celulares Qfibenge y cols., 2001a).

Con el prop6sito de obtener una preparaci6n libre de restos celulares, los lisados

de c6lulas CHSE-214 infectados con ISAV, fueron clarificados por una centrifugaci6n 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 concentraci6n viral, fue guardado a -80°C, con el prop6sito de

ser utilizado en la propagaci6n viral. El sobrenadante fue utilizado en los ensayos de esta

tesis.

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

Al  lisado  (300  mL)  clarificado  (secci6n  2.1.4)  se  le  agreg6  PEG  8.000  (5%

concentraci6n final), Nac1 (3,23°/o concentraci6n final) y azida de sodio (0,1 %) y se dej6

toda  la  noche  en  agitaci6n  suave  a  4°C  (Kibenge  y  col.,  2000).  Posteriormente,  se

centrifug6 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

purificaci6n.

2.1.6 Purificaci6n 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 agreg6  1,5  mL de  soluci6n  de Ficoll  al 25%.  Sobre

esta, cuidando de no mezclar ambas soluciones, se agreg6  1,6 mL de soluci6n de Ficoll
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10%. Sobre esta tiltima y cuidadosamente, se agreg6 0,5 mL del virus obtenido del paso

anterior (secci6n 2.1.5), ya sea el sobrenadante o  el precipitado  de la concentraci6n por

PEG  8.000  (secci6n 2.1.5).  Se ultracentrifug6  en capachos pendulantes por  lh a 95.000

x g y 4°C (Sorval Combi, rotor TST 60.4). Terminada la ultracentrifugaci6n, se retir6 1a

banda  generada  entre  las  dos  fases  del  gradiente  de  Ficoll.   Se  obtuvo  ademas,  un

precipitado    el    cual    tambi6n    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 LIL del mismo anortiguador 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 guard6 a -80°C.

2.1.7 Concentraci6n por ultracentrifugaci6n.

Altemativamente, el virus fue concentrado por ultracentrifugaci6n a partir de un

lisado    clarificado    (secci6n    2.1.4).    Quinientos    mL    de    este    clarificado    fueron

ultracentrifugados a 100.000 x g por lh a 4°C (Sorvall ultracentrifuge Combi ODT, rotor

Sorvall AH-629).  El sedimento,  se resuspendi6  en 4 mL de PBS  con azida (0,1%) y se

centrifug6  a  16.000  x  g  por  10  min  a  4°C  (Hettich  MiKro  22R,  rotor  E1547).  Este

sedimento  se  resuspendi6  en  500  HL  de  PBS  y  se  guard6  a  -20°C  rotulado  como

ultracentrifugado no soluble. El sobrenadante se volvi6 a ultracentrifugar a 100.000 x g

por 1 h a 4°C (Sorvall RC120, rotor AT-314). Este segundo sedimento se resuspendi6 en

100 HL  de PBS y se guard6 tambi6n a -20°C.
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2.2 Anticuerpos monoclonales.

2.2.1 0btenci6n de anticuerpos monoclonales.

Los  ACMos  anti  ISAV  fueron  producidos  como  se  describe  a  continuaci6n.

Ratones Balb/c fueron inyectados via intraperitoneal con 25 Hg de un semipurificado de

ISAV por ultracentrifugaci6n (secci6n 2.1.7) y coadyuvante de Freund completo.  Se dio

una segunda y tercera inmunizaci6n con la misma cantidad viral, pero con coadyuvante

incompleto,   a   los    15   y   30   dias   respectivamente.    Sesenta   dias   posteriores   a   la

inmunizaci6n,  1os  ratones  recibieron  un  refuerzo  endovenoso.  Tres  dias  despu6s,  los

ratones   fueron   sacrificados   para   la   obtenci6n   de   los   linfocitos   espl6nicos.   Estos

linfocitos fueron fusionados con c6lulas NSO/2 (mieloma de rat6n Balb/c, deficientes en

la  enzima  hipoxantil-guanilfosforribosil  transferasa)  segrin  el  protocolo  de  K6hler  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 aquellos con reactividad positiva fueron expandidos a placas de 24 pocillos.

Para la producci6n del liquido ascitico, 1os ratones fueron 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 punci6n y centrifugado a 600 x

g por 10 min (Dynac 11 centrifuge, Becton Dickinson) para eliminar los restos celulares.

Se almacen6 a -20°C.
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2.2.2 Puriricaci6n de anticuerpos monoclonales.

Para la purificaci6n de ACMos desde liquido ascitico se utiliz6 rna columna de

afinidad de Sefarosa activada con proteina G a'harmacia Biotech). La columna activada

con proteina G de  15 mL y mantenida a 4°C, fue lavada con 10 volinenes 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 eluy6 a un flujo de 5 gotas por min. Posteriomente, se lav6 1a

columna con  15 vohimenes 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 flu].o 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 eluci6n, 1a columna fue lavada con 2 volinenes de acido

ac6tico al 20%, para finalmente dejarla en equilibrio con PBS. La columna se guard6 a

4°C en PBS con azida de sodio 0,1% hasta su nuevo uso.

Para la cuantificaci6n proteica de las  fracciones  correspondientes  a los ACMos,

se determin6 la absorbancia a 280 nm (UV-160A UV-visible, Shimadzu). De acuerdo al

coeficiente de extinci6n para proteinas,  1  D028o es equivalente a 1,40 mg/mL. Aquellas

fracciones que presentaron lecturas sobre 0,2 DO se juntaron y se dializaron contra PBS

o soluci6n 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   otros   pat6genos

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/mL, Nacl 85 mM).
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Estas  bacterias  se  emplearon  en  frotis  para  ser  analizadas  por  inmunofluorescencia

indirecta.    Las    bacterias    utilizadas    fueron:    .4ero7#o#cz    catJz.cze,    4eromo7za.    soztrz.cz,

Aeromona  salmonicida,  Pseudomona fuorescense,  Vibrio  angullarum,  Piscisrickettsia

scz/moHz.a, j4eromo#¢   ¢!.c7r6//cz (alslados del el lago Llanquihue, Ranco y Rupanco). Los

ACMos  tambien  se  ensayaron  contra  el  virus  de  la  necrosis  pancreatica  infecciosa

(IPNV) cultivado en c6lulas CHSE-214.

Del cultivo bacteriano se tomaron 200 LiL, 1os cuales se centrifugaron a 2.800 x g

por   5   min   (Mikro   22R,   Hettich   zentrifugen).   El   precipitado   asi   obtenido   fue

resuspendido en 200 LiL de PBS, de los cuales se toman 5  LiL para hacer el frotis en un

porta objeto. Una vez secado el frotis y fijadas las bacterias se procedi6 de modo similar

a  las  IFI  realizadas  con  cultivo  celular  (secci6n  2.3.5),  empleando  el  panel  de  los  8

ACMos    contra    ISAV.    Como    controles    positivos    se    utilizaron    ACMos    contra

Piscisrickettsia s almonis y Pseudomona f ouorescence.

2.3 Caracterizaci6n del ISAV.

2.3.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida para proteinas.

Se prepar6 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 Lig de proteina de una

preparaci6n  viral  concentrada  por  ultracentrifugaci6n  (secci6n  2.1.7).  La  muestra  fue

calentada por 3  min en presencia de  P-mercaptoetanol y SDS.  Tambi6n,  se  analizaron

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

se  cargaron  8  LiL  de  estindar  de  proteinas  (BenchmarkTM  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 visualizaci6n de las bandas proteicas se realizaron dos tipos de tinciones.

La tinci6n con azul de Coomassie permite visualizar las bandas proteicas de las muestras

analizadas por electroforesis con un limite de sensibilidad mayor a 0,5  Hg de proteina.

Los  geles  se  tifieron  con  una  soluci6n  de  azul  de  Coomassie  R-250  al  0,25%  to/v),

metanol  45%  y  icido  ac6tico  glacial  al  10%.  Luego  se  destifi6  con una soluci6n  que

contehia metanol al 45% y acido ac6tico glacial al 10%. Finalmente, el gel fue secado al

vacio  (equipo  Slab  Gel  Dryer modelo  SGD  4050,  Savant,  N.Y.,  USA)  y digitalizado

(scanner Epsom perfection 1200S, programa: Presto Pege Maneger for Epsom).

Altemativamente el gel se tifi6 con nitrato de plata utilizando un kit de tinci6n de

plata para proteinas (Winkler Ltda.), el cual se basa en el 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:   fijaci6n,   1avado,   tinci6n,   revelado   y

detenci6n, 1os cuales se realizaron seg`in el instructivo del fabricante. Finalmente, el gel

se  sumergi6  en  agua bidestilada por  5  min,  se  sec6  al  vacio  (equipo  Slab  Gel  Dryer

modelo SGD 4050, Savant, N.Y., USA) y se digitaliz6 (scarmer Epsom perfection 1200S,

programa: Presto Pege Maneger for Epsom).

2.3.2  Western BIot.

La   muestra   viral   concentrada   por   ultracentrifugaci6n   (secci6n   2.1.7),   fue

sometida  a  rna  electroforesis  segiin  se  describe  en  el  punto  2.3.1.  El  gel  se  dej6  en

amortiguador de transferencia (glicina 0,038 M, Tris-HC10,048 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    rna    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 agitaci6n y temperatura ambiente. La membrana se cort6

en tiras  de  alrededor de  0,5  cm cada una,  1as  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 lav6 5 veces con PBS-Tween 20 0,1% y se incub6 con un anticuexpo

anti IgG derat6nFc especifico, conjugado con fosfatasaalcalina (Pierce)         en         una

diluci6n  1:100,  en caseina sacarosa al 4% por 1  h en agitaci6n a temperatura ambiente.

El revelado  se realiz6  con NBTrecIP  en  amortiguador FAL  (100  mM Tris-Hcl,  100

mM Nacl, 5 mM Mgc12) en oscuridad hasta observar aparici6n de las bandas.

2.3.3 Amplificaci6n del genoma viral mediante RT-PCR.

Como  t6cnica confimatoria,  se realiz6  un RT-PCR para la detecci6n  de ISAV

tanto  en  el  sobrenadante  del  cultivo  como  en las  c6lulas  crecidas  en  las placas  de  96

POZOS.

2.3.3.a Aislamiento del ARN.

EI  ARN  se  extrajo  usando  el kit  comercial  de  Trizol-ls  (hvitrogen),  segiin las

instrucciones del fabricante, salvo que se dej6 precipitando toda la noche a -20°C.

2.3.3.b Sintesis de CADN.

Una vez aislado el ARN, se sintetiz6 el CADN como sigue: 7,1 HL de soluci6n de

hexameros al azar (52,82 ng/LIL) fueron mezclados con 5  LiL de ARN de la muestra. La
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mezcla  se  incub6  a  95°C  por  5  min,  luego  se  incub6  en hielo  y  se  centrifug6  a  alta

velocidad.  Finalmente  a  la  muestra  de  ARN  denaturada  se  le  agreg6  7,9  LIL  de  una

mezcla de RT,  la cual contiene 7,0 LiL de tamp6n de sintesis de CADN (5X first strand

buffer Gibco, 0,1 M DTT, 4 mM dNTPs), 0,2 prL inhibidor de nucleasas (40 u/HL Rnase

out, Invitrogen) y 0,7  LiL RT M-MLV (200 u/LIL, Invitrogen) y la sintesis de CADN se

llev6 a cabo por 10 min a 25°C y luego a 50 min a 37°C en un temociclador (PTC-100).

2.3.3.c Reacci6n en cadena de la polimerasa.

Para la PCR,  en un volumen final  de  50  LIL,  se  agreg6:  1,5  HL Mgc12,  50 mM,

2,0 LiL de cada uno de los partidores (F:  5' AAG GGA AAA CAA AGA GAT A 3', R:

5' TCT TCT TTG CTT AGC TGT TT 3') a una concentraci6n de 25 pmol/LIL, 5,0 HL

tamp6n PCR  10 X (GibcoBRL),  5  ILL dNTPs  1,5 mM, 29 HL agua milli Q, 0,5 prL Taq

DNA polimerasa (GibcoBRL)  5  u/HL y 5  LIL de CADN.  La muestra se denatur6 por 5

min a 95°C y se amplific6 en 35 ciclos de: 95°C por 1 min, 50°C por 1 min, 72°C por un

min, con rna extensi6n final de 10 min a 72°C.

2.3.3.d Visualizaci6n del producto de amplificaci6n.

Los   amplificados  fueron  separados  por  medio  de  electroforesis  en  geles  de

agarosa al 1,5% en amortiguador TAE (Tris base 40 mM, acido ac6tico 0,115%, EDTA

5 mM) con 0,4 Lig/mL de bromuro de etidio. Se cargaron 8 LtL de la mezcla de PCR con

0,8  LiL de  soluci6n de  carga (1mM EDTA pH  8,0,  0,25%  azul  de bromofenol,  0,25%

xilencianol y 50%  glicerol).  La electroforesis  se llev6  a cabo  a 60 V por 40 min y se

observ6  en un transiluminador UV  a 253  nm.  El gel fue fotografiado  con rna camara
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digital  (DC120  digital  y  el  programa  computacional:  Picturework's  PhotoEnhancer

Kodak).

2.3.4 Visualizaci6n de los segmentos gen6micos del ISAV.

2.3.4.a Gel de poliacrilamida para acidos nucl6icos.

Para  la  resoluci6n  de  los  segmentos  virales  se  utiliz6  un  gel  denaturante  de

poliacrilanida con urea 7 M y en una cinara SA-32  (Gibco, Lifecodes). Para esto, 1os

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 trat6 con 1  mL

de  sigmacoat  (Sigma),  se  dej6  secar durante  5  min y luego  se quit6  el  exceso  con un

pafiuelo desechable hiimedo  con agua milli Q. El vidrio bajo se trat6 con  1  mL de una

mezcla que  contenia 994 HL de etanol  100%,  5  HL de acido  ac6tico  glacial,  1  HL de y-

metacriloxipropiltrimetoxisilano    (Sigma).    La   mezcla   se    aplic6    con   un   pafiuelo

desechable,  se  dej6  secar  durante  5  min  y  se  lav6  2  veces  con  etanol  absoluto.  Se

armaron los vidrios usando los espaciadores de 0,4 mm y las prensas de la cinara.

Se prepar6  el  gel  de poliacrilamida al  4%  agregando  20  mL  de  agua milli  Q,

15,75 gr de urea,1,875 mL de TBE lox (concentraci6n fmal: 0,045 M tris-borato, 0,001

M EDTA), 3,8 mL de acrilamida-bisacrilamida al 40% (38:1) y 250 LLL de persulfato de

amonio  al  10%.  Posteriormente,  se  filtr6  la mezcla  en un  filtro  Millipore  0,22  im  y

despu6s  de  agregar  12  LiL  de  TEMED  (Sigma),  se  aplic6  entre  los  vidrios  y  se  dej6

polimerizar  por  al  menos  45  mim.  El  gel  se  ajust6  a  la  cinara  y  se  someti6  a  una

electroforesis  por  30  min  en  TBE  0,5  X  y  a  2.000  V.  Las  muestras  se  prepararon

mezclando 3 HL de tanip6n de carga (formamida 100% y bromofenol 0,05  %) con 3 LiL
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de muestra (3,72  Lig de VARN). La mezcla se incub6 a 95°C por 3 min y se cargaron 6

HL. 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 Tinci6n con plata para acidos nucleicos.

Para la detecci6n de los  segmentos  virales  se utiliz6  el kit de tinci6n con plata

para acidos nucleicos  (Winkler).  Una vez  finalizada la electroforesis,  se  separaron los

vidrios y el gel qued6 adherido al vidrio bajo,  el que se tifi6 con plata de acuerdo a las

instrucciones del fabricante. El gel unido al vidrio, fue fijado, tefiido y revelado con rna

cantidad  de  soluci6n  suficiente para  cubrirlo.  Posteriormente  el  gel  se  transfiri6  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   (scanner  Epsom

perfection 1200S, programa: Presto Pege Maneger for Epsom).

2.3.5 Inmunofluorescencias Indirectas.

C61ulas  CHSE-214,  con  o  sin  infectar,   fueron  fijadas  con  paraformaldehido

fresco al 3,7% por 10 min. Luego, se lav6 con PBS y se permeabiliz6 con Triton X100

al 0,1% en PBS por 10 min. Se lav6 nuevamente con PBS y luego se incub6 por 1 h con

una diluci6n  1:100 de liquido ascitico (ACMo anti ISAV) en caseina-sacarosa al 2%.  Se

lav6  con  PBS  y  se  incub6  con  un  anti  IgG  de  rat6n  Fc  especifico  conjugado  con

fluorescefna  isotiocianato  (FITC)  en  diluci6n  1:100  en  caseina  sacarosa  al  2%  por  30

min   en   oscuridad.   Todas   las   incubaciones   se   realizaron   en   camara  hiineda  y   a

temperatura ambiente. Finalmente se lav6 con PBS y se mont6 con soluci6n 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 cinara digital @C 120 digital, programa computacional: Pictureworks'

PhotoEnhancer).

2.4 Hibridaci6n J.J! sz.fz/ QIIS).

2.4.1 Disefio de sondas para HIS.

Con  las   distintas   secuencias   del  virus   de  la  anemia  infecciosa  del   salmon

disponibles   en  la  red,   se  realizaron  alineamientos  mtiltiples  para  cada  uno   de  los

diferentes  segmentos  virales  (www.expasy.ch).  Para  el  segmento   1   existe  s6lo  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  rna

putativa  polimerasa  PBl   y  para  la  hemaglutinina  (HA),  respectivanente.   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   CIA   CT 3'

chtisentido:         ISAV2-AS:    3'AGT   TCT   TCG  AAG   TCT   GAT   GA5'

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   salmorideos

disponibles en Bioschile I.G.S.A. y cuyas secuencias son:

Sentido:                      18S-S:     5'GAT   GCG   TGC   ATT   TAT   CAG   A3'

Antisentido:             18S-AS: 3'ATT   AAC   CTT   ACT   GAG   GTG5'

Las sondas se diluyeron en amortiguador TE (10 mM Tris-HC1, 1 mM EDTA pH

8) a una concentraci6n de 50 pmol/LIL.

2.4.2 Marcaje de sonda con digoxigenina.

Para  el  marcaje  de  la  sonda  con  digoxigenina  (DIG),   se  utiliz6  transferasa

terminal  de  deoxinucle6tidos,  TdT.  En  un tubo  en hielo  se  agreg6  2  HL tamp6n  5  X

Promega (500 mM amortiguador cacodilato pH 6,8, 5 mM CoC12 y 0,5 mM DTT),  1  prL

de dATP  9  mM,  4  LIL de  agua libre de nucleasas,  1  HL de  oligonucle6tido  (50 pmol)

previamente calentado por 10 min a 80°C,1  HL 1  mM DIG-duTP (Roche) y 1  LiL TdT

(Promega 25 unidades). La mezcla se incub6  15 min a 37°C y la reacci6n fue detenida

colocindola   en  hielo   y  agregando   1   prL  de   la  mezcla  glic6geno-EDTA   (200   LiL

contienen: 0,2 M EDTA pH 8 con 1 LIL de soluci6n de glic6geno 20 mg/mL).

El marcaje de la sonda fue evaluado por dot blot en membrana de nitrocelulosa,

donde  se  agreg6  1  HL  de  la  sonda  marcada,  se  dej6  secar  y  se  bloque6  con  caseina

sacarosa al 4% durante toda la noche.  Se revel6 con un anticuerpo policlonal anti-DIG

desarrollado  en  conejo  con].ugado  con  fosfatasa  alcalina  a una diluci6n  1 :300  @ako).

Como  sustrato  se  us6  NBTrecIP  en  amortiguador FAL  (100  mM  tris-Hcl,  100  mM

Nacl, 5 mM Mgc12) (Villegas y cols., 2002).



29

2.4.3 Tratamiento de cfmara de cultivo con Pegotina.

Debido   al  tratamiento  que  reciben  las  c6lulas  en  la  HIS  y  a  la  p6rdida  de

adherencia  que  sufren  las  c61ulas  infectadas,  se  decidi6  tratar  los  porta  objetos  de  8

pozos (Nunc) con Pegotina para minimizar la p6rdida de celulas @urzio y cols., 1997).

Un mg de Pegotina liofilizada (Bioschile I.G.S.A), fue disuelta en 1 mL de icido

ac6tico 3% y filtrada por 0,22 Hm. Esta soluci6n se diluy6 a 50 Lig/mL con acido ac6tico

est6ril  al  0,1%.  Los  porta  objetos  se  trataron  con  200  LIL  por  pozo  por  30  min  a

temperatura ambiente bajo campana. Luego se elimin6 la soluci6n del adhesivo y se lav6

con PBS est6ril. En estas ciniaras se cultivaron c61ulas CHSE-214 las que luego fueron

infectadas con ISAV de acuerdo a la secci6n 2.1.2.

2.4.4 Hibridaci6n z.I! sJ.fw.

C61ulas  CHSE-214 con o  sin infectar,  fueron lavadas con PBS y luego tratadas

con Hcl 0,2 N por 10 min a temperatura ambiente. A continuaci6n, las c6lulas 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  soluci6n  de  hibridaci6n  (formamida  50%,  4  X  SSC[,  1X

Denhardt,  10% dextran sulfato,  150 Llg/mL de tARN,  150 Lig/mL de ADN de espermio

de arenque, 2 mM EDTA) (Sambrook y cols.,  1989). Luego, se dej6 hibridando toda la

noche  agregando  la  sonda  marcada  con  DIG  a  rna  concentraci6n  de  5  pmol/LiL  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 luego con 0,5 X

I SSC 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 18S

rARN. Finalmente, un lavado con 0,5 X SSC por 5 min a temperatura ambiente, todo en

agitaci6n suave. Luego, se bloque6 con caseina sacarosa 2%, a temperatura ambiente y a

los  30 min, y despu6s de eliminar la soluci6n de bloqueo,  se agreg6  el anticuexpo anti

DIG, conjugado con fosfatasa alcalina en la misma soluci6n de bloqueo en rna diluci6n

1:300. Despu6s de incubar por 2 h a temperatura ambiente se lav6 con PBS y se revel6

con  NBTrecIP  en  amortiguador  FAL  (100  mM  Tris-Hcl,   100  mM  Nacl,  5  mM

Mgc12), por 12 h en una cinara hineda y en oscuridad. La reacci6n fue detenida con

PBS y montada en medio acuoso (Dako) (Villegas y col., 2002). Finalmente, 1a muestra

se observ6 al microscopio (Zeiss, Axioskop) y fue fotografiada (Zeiss, MC 80).

2.4.5 Tinci6n de nucleolos.

A  modo  de  control  y para tener una visualizaci6n  de  los  nucleolos  en  celulas

CHSE-214, se realizaron tinciones con Giemsa (Merck) y azul de toluidina (Merck),1os

cuales  tifien  preferentemente  el  ARN  ribosomal  y  de  este  modo  los  nucleolos.  Para

ambas tinciones las c61ulas fueron fljadas con paraformaldehido  al 3,7%. Luego fueron

tefiidas con  azul de toluidina al 0,05% en amortiguador Mcllvaine (0,1 M acido citrico y

0,2   M  Na2HP04)   por   5   min   a  temperatura   ambiente   o  por   3   min  con   Giemsa.

Posteriormente,   se   lav6   con   PBS   y  fue   observado   al   microscopio   en   fase   clara

(Microscopio Zeiss Axioskop).



3 RIISULTADOS

3.1 Anticuerpos monoclonales.

3.1.1 0btenci6n de anticuerpos monoclonales.

Uno   de   los   objetivos   de   esta   tesis   fue   producir  un  panel   de   anticuexpos

monoclonales   contra   el   ISAV   que   fueron   utilizados   como   herramienta   para   la

caracterizaci6n del virus. Para ello se cultiv6 un aislado canadiense del ISAV en c6lulas

CHSE-214  (secci6n  2.1.2)  y  se  purific6  parcialmente  por  ultracentrifugaci6n  (secci6n

2.1.7).  Esta muestra ultracentrifugada se utiliz6 para inmunizar ratones Balb/c como se

describi6 anteriormente (Jamett y cols., 2001). La fusi6n de las c61ulas espl6nicas con la

lineas  de mioloma NSO/2,  la selecci6n de  los  clones,  la reclonaci6n,  el  cultivo  de  los

hibridomas  y la producci6n de  liquido  ascitico  se  realiz6  de  acuerdo  a  los protocolos

estindares del 1aboratorio (Jamett y cols., 2001).

Despu6s  de  eliminar aquellos  anticuerpos  que reaccionaban con c6lulas  CHSE-

214  descartindose  aquellos  clones  que presentaron reacci6n cruzada o  algdn grado  de

inespecificidad  en  ensayos  de  ELISA,  se  hizo  rna  selecci6n  donde  se    obtuvieron  8

ACMos,   1os   que   se   denominaron   2C2/C7,   2C2AI4,   3E8re3,   3G8rel0,   4A10/C9,

4GIAI6, 8D7ff6 y 8F7AI10.
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3.2 Propagaci6n del ISAV.

Para obtener rna cantidad adecuada de virus para la generaci6n de un panel de

ACMos,  se cultiv6  exitosamente un aislado  del ISAV proveniente de New Brunswick,

Canada,  en  c61ulas  CHSE-214.  La  infecci6n  se  realiz6  con  una  diluci6n  1:10  de  un

lisado clarificado obtenido con anterioridad en el laboratorio y cuya TCID5o inferida fue

de  lxl05/mL.  Alrededor  de  una  semana  post  infecci6n,  se  observ6  efecto  citopatico

(CPE), pero s61o a partir de las 2 semanas post infecci6n se obtuvo un efecto citopatico

generalizado. Como se muestra en la Figura 3, a los 17 dias post infecci6n se observ6 un

CPE mayor al 80%, al compararlo con c61ulas CHSE-214 confluentes no infectadas.

Para evaluar la concentraci6n viral en los lisados clarificados se determin6 la

TCID5o.  Con este  objeto  se  cultivaron c61ulas  CHSE-214  en microplacas  de  cultivo  de

96 pocillos. Una vez que las c6lulas alcanzaron confluencia, estas fueron infectadas con

diluciones del 1isado clarificado que fluctuaron entre 10-2 a 10-9 y en duplicado. A los 30

dias  post  infecci6n  se  determin6  el  CPE  en  cada  pocillo  utilizando  un  microscopio

invertido  y  con  contraste  de  fase.  El  valor  de  TCID5o/mL  se  calcul6  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  determin6  que  el  lisado  teria  rna  TCID5o/mL  de  104£  o

2,2xl04.
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Diluci6n Pozos (-) CPE Pozos (+) CPE % con CPE
10-` 0 12 100

10-i 4 8 66,7
10-4 10 2 16,7

10-, 12 0 0
10-a 12 0 0
10-` 12 0 0
10-5 12 0 0
10.y 12 0 0

Tabla 2: Determinaci6n de la TCID5o en base al efecto citopatico.
Celulas  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  infecci6n  se  midi6  el  CPE  en  un  microscopio
invertido  de contraste  de fase.  Log pozos negativos (0) para CPE se deben a
que, producto de la diluci6n ya no existen particulas virales infectivas y por lo
tanto, no se observa CPE.

Diluci6n Pozos (-) IFI Pozos (+) IFI % con IFI
10-z 0 12 100

10-i 3 9 75
10-4 6 6 50
10-, 11 1 8,3
10-0 12 0 0
10-/ 12 0 0
10-8 12 0 0
10-y 12 0 0

Tabla 3: Determinaci6n de la TCID5o por inmunofluorescencia.
C61ulas  CHSE-214  cultivadas  a  confluencia  en placas  de  microtitulaci6n de  96
pocillos  fueron  infectadas  con ISAV en las  diluciones  indicadas.  A los  11  dias
post  infecci6n  se  detect6  1a  presencia  del  virus  mediante  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 TCID5o se realiz6 un ensayo  en paralelo y en

las  mismas  condiciones  anteriores,  pero  en  lugar  de  medir  el  CPE,  se  determin6  1a

presencia de componentes virales mediante inmunofluorescencia. Para ello, a los  11  dias

post infecci6n, se realiz6 rna inmunofluorescencia como se describe en la secci6n 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 calcul6 que el TCID5o era de

1o5/mL.

3.3 Amplificaci6n del ARN viral por RT-PCR.

Otro m6todo altemativo para conflrmar el TCID5o de un lisado viral fue mediante

amplificaci6n  del  segmento  2  del  genoma  viral  por  RT-PCR.  Con  este  objetivo,  1a

misma placa empleada para el calculo de TCID5o mediante CPE, fue analizada mediante

amplificaci6n  de  un  fi.agmento  de  451  pb  correspondiente  al  segmento  2  del  genoma

viral. El fi.agmento amplificado fue generado a partir tanto del sobrenadante del cultivo,

como  de  las  c61ulas  que permanecen en los pocillos  de  la placa.  Tanto  en la fracci6n

celular como en el sobrenadante se ampliflc6 el fi.agmento de 451 pb para las diluciones

virales   de   10-2   y   10-3,   observindose   una   mayor   intensidad   de   los   amplificados

provenientes del  analisis  de  la fracci6n celular (Figura 5).  En algunos experimentos  se

obtuvo la banda correspondiente a 451 pb con diluciones de  10-4 y 10-5 pero estos fueron

variables  en intensidad o  no  se  detectaron (Figura 5,  carril K).  La variaci6n alcanzada

con esta t6cnica tan sensible, puede deberse a irreproducibilidad en la extracci6nde ARN

viral en muestras tan pequefias.
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Figura 5: Analisis de TCID5o mediante amplificaci6n del ARN viral por RT-
PCR.
Se prepar6  el  ARN total  tanto  del  medio  de  cultivo  como  de  la monocapa  de  c6lulas
adheridas al pocillo, en un experimento en paralelo al mostrado en la Figura 4. Este ARN
se utiliz6 para la  amplificaci6n 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 electroforesis en el gel de agarosa de la derecha.
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3.4  Concentraci6n  y  purificaci6n  del  virus  de  la  anemia  infecciosa  del

salmon.

Con   el   objetivo   de   tener  una  preparaci6n   viral   suficientemente   pura  para

caracterizar las proteinas y los segmentos gen6micos del ISAV,  se ensayaron una serie

de protocolos los cuales se describen a continuaci6n.

3.4.1 Concentraci6n por PEG 8.000.

Un m6todo  utilizado  con  exito  para  concentrar y purificar virus  es  mediante

precipitaci6n con polietilenglicol (Kibenge y cols., 2000).  Con este objetivo se precipit6

el ISAV proveniente de un lisado  clarificado,  en una soluci6n al 5% de PEG 8.000. EI

precipitado  colectado  por  centrifugaci6n  se  disolvi6  en un tamp6n TNE  (Tris  HC1  10

mM,  Nacl  loo  mM  y EDTA  lmM)  y se  evalu6  por  SDSPAGE  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 tambi6n en el medio de cultivo de c6lulas CHSE-214 que no fueron infectadas

con el virus y por lo tanto no corresponderia a un componente viral (dates no mostrado),

aunque tambi6n existe la posibilidad de una supelposici6n de bandas. Las otras bandas

estin  particularmente  enriquecidas  en  la  fracci6n  precipitada  con  PEG  8.000,  lo  que

sugiere que corresponden a proteinas virales.

3.4.2. Purificaci6n en gradiente de Ficoll.

Las  gradientes  de Ficoll tambi6n ham  sido  usadas para la purificaci6n  de virus

a{ibenge y cols., 2000). Al sedimentar un clarificado de ISAV en un gradiente de Ficoll

(25% a 10%) se obtuvo rna banda y un sedimento. La  concentraci6n de proteinas en la
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banda fue de 9 mg/mL en un volumen fmal de 50 HL, mientras que el sedimento tenia

una concentraci6n de 30 mg/mL en un volumen final de 250 HL. 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 tambi6n esta 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, 1as cuales difieren de la

preparaci6n  de  c6lulas  CHSE-214  sin  infectar.  En  general,  no  se  encontr6  grandes

diferencias  en los patrones de bandeo  entre la banda y el  sedimento  de la gradiente de

Ficoll.

3.4.3 Concentraci6n por ultracentrifugaci6n.

Altemativamente  el  virus  se  concentr6  mediante  ultracentrifugaci6n  (secci6n

2.1.7).  Como  se describi6  anteriormente,  el sedimento  obtenido por ultracentrifugaci6n

fue  analizado por geles  de poliacrilamida al  12,5%  con SDS,  ademas  de Western blot

revelado con un suero policlonal anti ISAV desarrollado  en rat6n (Figura 8).  El patr6n

general de bandas no cambi6 mayomente cuando se realiz6 el analisis electrofoietico en

condiciones  reductoras  o  no  reductoras,  aunque  si  se  observ6  una  disminuci6n  de  la

intensidad  de  una  banda  de  alrededor  25  KDa  observada  en  el  gel  de poliacrilamida

tedido con Coomassie (Figura 8), y una leve diferencia en los tamafios de las proteinas

reconocidas por los ACMos 4G1/H6 y 8D7ff6 por Western blot (datos no mostrados).

Una  explicaci6n plausible  se puede  encontrar en  que  algunas proteinas,  como  la HA,

forinan  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 Caracterizaci6n de los ACMos anti ISAV por Western blot.

Como  se  describi6  en la secci6n anterior,  al realizar un Western blot con las

proteinas virales y el suero policlonal de rat6n anti ISAV, se detectaron varias proteinas

cuyos tamafios fluctuaron entre los  105 y 20 KDa (Figura 8).  Si bien es cierto que este

enfoque   mos   entregaba  informaci6n  preliminar  de   algunas  proteinas   del   ISAV,   al

comparar el tamafio de las bandas con los datos de la literatura (Clouthier y cols., 2002),

se encontraron algunas inconsistencias, lo cual podria deberse a que el suero policlonal

de  rat6n  se  produ].o  con  un  aislado  parcialmente  purificado  del  virus.  Por  lo  tanto,

algunos anticuexpos podrian estar reconociendo proteinas de las c61ulas  CHSE-214, por

lo que era necesario producir ACMos especificos para algunas proteinas virales.

Para  obtener  una  mejor  caracterizaci6n  de  algunas  proteinas  virales  y  para

determinar con  cual  de  ellas reaccionaban los  diferentes  anticuelpos 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 reacci6n con

c61ulas  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

infecci6n viral se sinteticen algunas proteinas celulares antes no identificadas.

Como se muestra en la Figura 9,1os ACMos 2C2/C7, 2C2AI4, 3EBA33, 3G8relo

son capaces de reconocer rna proteina de alrededor de 80,5 KDa. Tambi6n se observan

unas  bandas  de  menor tamafio  que podrian  coITesponder  a productos  de  degradaci6n.

Los ACMos 4G1/116, 8D7AI6 y 8F7/H10 reaccionan con rna proteina de 25 KDa. Estas
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protefnas  tambi6n  fueron reconocidas por el  suero policlonal de rat6n (Figura 9).  Los

controles negativos no mostraron ninguna banda de proteina inmunoreactiva.

3.5 Analisis de los segmentos gen6micos 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,

rna etapa importante fue determinar en forma preliminar los  segmentos gen6micos del

ISAV sin recurrir a t6cnicas radioisot6picas. Para ello el ARN total del virus purificado

por Trizol-1s,  se analiz6 por electroforesis  en geles de poliacrilamida (4%), 7 M urea y

tefiidos con plata (secci6n 2.3.4). Como se muestra en la Figura 10, se pueden apreciar 7

fragmentos   con   tamafios   que   flucthan   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
concentraci6n con PEG.
Alicuotas de cada fracci6n se analizaron mediante eleetroforesis
en geles  de poliacrilamida al  12,5%,  0,1%  SDS.  Posterior a  la
electroforesis    las    proteinas    fueron    tefudas    con    azul    de
Coomassie.   (1)  Lisado  de  c6lulas  CHSE-214   infectadas  con
ISAV  y  clarificadas  a  7.300  x  g  (10  Hg).  (2)  Fracci6n  soluble
despu6s  de  la  precipitaci6n  con  PEG  8.000  (9  Lig).  La  banda
observada  podria  corresponder  a  alguna  proteina  inducida  por
efecto  de  la  infecci6n.  (3)  Fracci6n  de  ISAV  precipitada  con
PEG  8.000  (14  Hg).  A  la  derecha  se  indica  el  tanafio  de  las
proteinas enriquecides en la fracci6n viral precipitada.  El carril
St conesponde a estindar de proteinas y sus tamafios en KDa se
indican a la izquierda.
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Figura  7:   Proteinas  de]  ISAV  parcialmente  purificadas
mediante sedimentaci6n en una gradiente de Ficoll.
Alicuotas de cada fracci6n se analizaron mediante electroforesis en
geles   de   poliacrilamida   al    12,5%,   0,1%   SDS.   Posterior   a   la
eleetroforesis las proteinas fueron teffidas con azul de Coomassie. (I)
Banda obtehida de la gradiente de Ficoll (10 Hg), (2) Banda obtenida
de  la  gradiente  de  Ficoll  (20  I.g),  (3)  Precipitado  obterido  de  la
gradiente de Ficoll (10 I.g), (4) Precipitado obtenido de la gradiente
de Ficoll (20 Lig), (5) CHSE-214 sin infectar (10 Hg), (6) CHSE-214
infectadas con ISAV 10 Ltg. Los ndmeros de la izquierda indican los
tanafios de las proteinas del estaldar (St) en KDa. Los ndmeros de
la derecha indican el tanafio de las proteinas virales enriquecidas por
gradiente de Ficoll.
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Figura   8:   Proteinas   de   ISAV   parcialmente   purificadas   mediante
ultracentrifugaci6n.
(A)  Proteinas virales  en  condiciones reductoras y no  reductoras resueltas  en un
gel  de poliacrilamida al  12,5% en que se cargaron 20  wg  de proteinas para cada
muestra.   Los   carriles   1   y   2   corresponden   al   ultracenthfugado   soluble   y   al
ultracenthfugado no soluble y reducidas con a-mercaptoetanol (seccidn 2.1.7). Los
carriles  3  y  4  corresponden  a  las  mismas  muestras,  pero  no  reducidas  con  P-
mercaptoetanol.   (8)   Western  blot  del  ultracentrifugado   soluble  con  un  suero
policlonal de rat6n anti ISAV en condiciones reductoras .
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Figura 9: Proteinas de ISAV reconocidas por ]os ACMos.
Alrededor    de     100    LLg    totales    de    proteinas    virales    del    ISAV    obtenidas    por
ultracentrifugaci6n, se disolvieron en un tanp6n con SDS, las cuales fueron separadas en
un gel de poliacrilamida al 12,5% para realizar una electroforesis praparativa. Posterior a la
electroforesis las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa, se bloquearon
con  caseina  y  sacarosa  al  4%  a  temperatlira  ambiente.  La  membrana  se  cort6  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  (secci6n  2.3.2).
Como controles negativos se incluyen un ACMo inelevante. sin ACMo o sin el conjugado.
Adicionalmente se incub6 una tira con el suero policlonal producido en rat6n. St, estindar
de tamafio de proteinas en KDa,
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Figura    10:    Anflisis   de   ]os    segmentos
gen6micos del ISAV.
EI ARN total (3,72 ug) del ISAV parcialmente
purificado por ultracentrifugaci6n se extrajo con
Trizol-ls y  se analiz6 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     conespondientes     al     ARN
ribosomal de celulas CHSE-214.
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3.6 analisis preliminar del ciclo replicativo de ISAV.

Ademas  de  constituir  una  excelente  herramienta  de  diagn6stico,  los  ACMos

ofrecen la oportunidad de analizar las distintas fases del ciclo replicativo del ISAV. Con

este  objetivo,  c61ulas  CHSE-214  fueron  infectadas  con  el  virus  y  la  presencia  del

pat6geno se determin6 mediante inmunofluorescencia indirecta utilizando los diferentes

ACMos caracterizados anteriormente. Por otro lado, para determinar las diferentes fases

del ciclo replicativo, la detecci6n del virus se realiz6 a distintos tiempos post infecci6n.

El primer estudio consisti6 en detectar la presencia viral en c61ulas CHSE-214

a  los  14  dias  post  infecci6n.  Como  se  muestra  en  la  Figura  11,1os  ACMos  2C2/C7,

3E8re3,  8D7ff6 y 8F7/H10 produjeron rna intensa fluorescencia. Por otro lado, con el

ACMo 4A10/C9  se obtuvo una d6bil fluorescencia dificil de distinguir de los controles

de c6lulas CHSE-214 no infectadas o infectadas con IPNV (dato no mostrado y Figura

11).  En  relaci6n  con  la  distribuci6n  de  la  fluorescencia  esta varia  entre  los  distintos

ACMos,  observindose fluorescencia preferentemente  citplasmatica (2C2/C7,  4G1/H6  y

8F7AI10) o preferentemente nuclear (3E8re3, 3G8re 1 0 y 8D7ff6) Q7igura 11).

Como  las  diferentes  localizaciones  de  la  fluorescencia  podria  deberse  a  los

distintos  estados  de  ensamblaje  del virus,  se procedi6  a  seguir  la infecci6n  en  celulas

CHSE-214  a  diferentes  tiempos  post  infecci6n,  que  variaron  entre  las  5  horas  post

infecci6n  a  10  dfas  post  infecci6n,  con  cada  unos  de  los  ACMos.  Estos  resultados  se

ilustran  con  lo  obtenido  para el ACMo  2C2/C7,  donde  a las  5  horas post infecci6n  se

encuentra una marca preferentemente asociada a la membrana celular (Figura 12) y que

posteriormente pasa a una localizaci6n citoplasmatica (1,  2  y 6  dias  post infecci6n)  y
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nuclear   a  los   3   dias  post  infecci6n  (Figura   12).   A  los   10   dias  post  infecci6n   la

irmunofluorescencia esta predominantemente asociada de nuevo a la membrana celular

(Figura 12). Esta localizaci6n diferencial se puede apreciar mejor a mayor aunento. Una

distribuci6n relativamente uniforme  de  la fluorescencia tanto  en el nticleo  como  en  el

citoplasma se muestran en la las Figuras 13 y 14.

A los 2 dias post infecci6n, 1os ACMos 2C2/C7 y 2C2/H4 revelan un porcentaje

bajo   de   c61ulas   con   una   localizaci6n   exclusivamente   nuclear   y   que   corresponde

alrededor  del   15%   de   las   c61ulas  positivas  para  la  inmunofluorescencia.   Similares

resultados se obtuvieron con el ACMo 4GIAI6 a los  10 dias post infecci6n (Figura 15).

Sin  embargo,  1o  mas  soxprendente  fue  el  hallazgo  de  fluorescencia  con  una

localizaci6n  aparentemente  nucleolar o  con una estrecha  asociaci6n  con  el  aparato  de

Golgi.  Asi  por  ejemplo,  el ACMo  3G8rel0  a los  2 y  10  dias post infecci6n revel6  en

algunas c6lulas una definitiva marca nucleolar, lo cual tambi6n se observ6 con el ACMo

2C2/114  a  los  3  dias  post  infecci6n  Q7igura  16).  Por  otro  lado,  1os  ACMos  2C2/C7,

3GBA310  y 8F7/H10 produjeron una sefial  fluorescente  en rna estructura membranosa

asociada al ndcleo, que probablemente corresponde al aparato de Golgi (Figura 17). En

un bajo porcentaje de c6lulas, el ACMo 2C2/C7 tambi6n revel6 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

infecci6n 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  c6lulas  positivas  por

inmunofluorescencia  que  muestra  inmunoreactividad  en  el  nucleolo  con  los  ACMos

2c2AI4 y 3G8reio.



Figura 11 : Inmunofluorescencias del panel de ACMos anti ISAV.

C6lulas  CHSE-214  fueron  infectadas  con  un  clarificado  del  ISAV  en  diluci6n  1:10.
Catorce  dias  post  intecci6n  (dpi)  fueron  fijadas,  pemeabilizadas  e  incubadas  con  los
anticuerpos anti ISAV que se indican por 1 h, pan luego ser reveladas con un policlorml
anti lgG de rat6n Fc especifico conjugado con FITC. Como control negativo se muestran
c6lulas   CHSE-214   sin  infectar  y  celulas  CHSE-214   infeetadas  con  IPNV,   ambas
reveladas     con     el    ACMo     3E8/83.     I,os     demds     ACMos     tampoco     mostraron
inmunoreactividad contra las c6lulas CHSE-214 controles, ni conto IPNV.



Figura  12:  Inmunofluorescencia de  c6lulas  CHSE-214  con  el
ISAV.

C6lulas  CHSE-214  fueron  infectadas  con  un  clarificado  del  ISAV  en
diluci6n  1:10.  A  los tiempos post infeeci6n que  se indican,  las  c6lulas
fueron fijadas, pemcabilizadas e incubadas con el ACMo 2C2/C7, para
luego  ser reveladas con un  anti  IgG  de ratch Fc  especifico  conjugado
con FITC.  Bn el  extremo  inferior dereeho  se indican  los  tiempos post
infecci6n.  Como  control  negativo  se  utilizaron  c6lulas  CHSE-214  sin
infectar.



Figure    13:    Inmunofluorescencia    generalizada    en
celulas CHSE-214 infectadas con el ISAV.

ha inmunofluorescencia se realiz6 como se describe en la Figura
11   con   los   ACMos   3E8re3   y  2C2/114   a   los   tiempos   post
infecci6n  indicados.  ha  serial  observada  en  el  citoplasma  es
granular.
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Figura     14:     LocaLizaci6n     aparentemente
citoplasmffica   de   proteinas   del   ISAV   en
c6lulas CHSE-214 infectadas.

La  inmunofluoerescencia  muestra  una  localizaci6n
preferentemente citoplasmatica en algunas celulas a
los   6   dias   post   infecci6n   (dpi)   y   10   dias  post
infecci6n al utilizar los ACMos 2C2AI4 y 3G8rel0.
La serial citoplasmatica es de tipo granular.
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Figura 15: Localizaci6n  nuclear de proteinas
del ISAV.

Mediante inmunofluorescencia indirecta se encontr6 que
los  ACMos  2C2/C7,  2C2AI4  y  4GIAI6  a  los  tiempos

post    infecci6n    que    se    indican,    mostracn    una
localizaci6n     preferentemente     nuclear.      ha     sehal
fluorescente es homogchea y difusa en el ndcleo.
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Figura 16: Localizaci6n aparentemente nucleolar
de proteinas del ISAV.

Mediante inmunofluorescencia indirecta se encontr6 que
los ACMos 3G8rel0 y 2C2/114 eran capaces de detectar
antigenos   virales   localizados   en   el   nucleolo   (flechas
blancas) de las celulas CHSE-214 infeetadas.
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Figura  17:  Localizaci6n  aparentemente  en  el
aparato de GOLgi de proteinas del ISAV.

Mediante  inmunofluorescencia  indirecta  se  encontr6
que  los  ACMos  2C2/C7,  3G8rel0  y  8F7AI10  a  los
tiempos     post     infecci6n     indicados,     detectaron
antigenos    virales    asociados    a    estructuras    que
posiblemente   correaponden   al   aparato   de   Golgi
(flechas blancas).
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Figura 18: Localizaci6n aparentemente en
los centrosomas de proteinas de] ISAV.

Mediante     inmunofluorescencia     indirecta     se
encontr6 que el ACMo 2C2/C7 detecta en algunas
c6lulas   rna   localizaci6n  de   los   antigenos   del
ISAV que podria corresponder a los centrosomas.
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Tipo de serial durante seguimiento de la infecci6n
ACMo Temprana Media Tardia

2;C2.IC;J Gral/nuclear Comp Gral/citoplasmica
2C2AI4 Gral/nuclear Comp Gral/citoi)1asmica

3E8re3 Gral Gral Gral/citoplasmica
3G8reio Gral/Compa Gral/nuclear Gral/Comp
4A10/C9 Sin serial Sin sefial Sin serial

4GIAI6 Gral/nuclear Gral/nuclear Gral/nuclear
8D7ff6 Gral Gral/nuclear Gral/citoplasmica

8F7AI10 Gral/citoplasmica Gral/polarizada Polarizada/citoplasm

Tabla 4: Tipo de localizaciones observadas.
Resumen de los tipos de sefiales encontradas en el seguimiento de la infecci6n con cada uno
de los ACMos. Para cada periodo se describe la localizaci6n de la serial mds representiva, 1o
cual no implica que no existan otros tipos de sefializaci6n. Sefiales nucleolar, centrosomal y
perinuclear son agrupadas como compartimentalizada (Comp) cuando se presentan 2 o 3 de
ellas en rna misma c6lula por periodo. Una serial temprana corresponde a tiempos que van
desde  5  hpi  hasta  1  dpi,  serial  media  tiempos  que  van  desde  2  a  3  dias  post infecci6n y
sefiales tardias tiempos que van desde los 6 a 10 dpi.

ACMo 1dpi 2dpi 3dpi
2C2AI4 13,2% 9,0% 13,9%

3G8reio 9,7% 9,3% 9,8%

Tabla  5:  Porcentaje     de  inmunoreactividad  nucleolar  de  los  ACMos
2C2/H4 y 3G8/B10.
A los  dias post infecci6n  (dpi)  indicados  se realizaron  inmunofluorescencias  con
los   ACMos   sefialados  y   se   determin6   el  porcentaje   de   c61ulas  positivas   con
sefializaci6n nucleolar.
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3.7 Hibridaci6n I.JI sl.f# (HIS).

Como  se  describi6  en  la  secci6n  anterior,  algunos  de  los  ACMos  anti  ISAV

mostraron una inmunofluorescencia asociada al nucleolo de las c6lulas CHSE-214. Los

ACMos  2C2/114  y  3G8rel0  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  c61ulas  positivas  para  IFI  mostraron  irmunoreaccividad  en  el  nucleolo  a

diferentes  dias  post  infecci6n  (tabla  5).  For  este  motivo,  fue  importante  conocer  si  el

ARN  viral  tambi6n  mostraba  localizaci6n  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

describi6 en la secci6n 2.4.2.

Como se muestra en la Figura 19 A, la sonda antisentido para el segmento 6 del

ISAV  revela  una  fuerte  localizaci6n nucleolar  para  este  fi.agmento.  Por  otro  lado,  la

sonda  sentido  para  el  mismo  segmento  gen6mico  no  detecta  ARN  en  el  nticleo  o

nucleolo,  pero  si  en  el  citoplasma  (Figura  19  8).  Aunque  mas  d6biles,  1as  sefiales  de

hibridaci6n  con  sondas  antisentido  dirigidas  contra  el  segmento  2  del  virus,  talnbi6n

revelan  tinci6n nucleolar  Q]igura  19  C  y D).  Como  control para las  HIS  se utilizaron

sondas  marcadas  con  DIG para  el  ARN  18S  de  salmorideos.  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 reacci6n con la sonda sentido fue negativa. En la Figura

20, se muestra la morfologia nucleolar de las c61ulas CHSE-214, tefiidos con Giemsa o

azul de toluidina.
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Figure 19: Localizaci6n de a]gunos segmentos de] genoma de ISAV.
C6lulas CHSE-214  a las  30 hpi con ISAV.  fueron fijadas y sometidas a HIS  con sondas
mareadas con DIG. Hibridaci6n con la §onda antisentido (A) o sentido 0) colTespondiente
al  segmento  6  del  genoma viral.  Hibridaci6n con la sonda antisentido  (C) y  sentido  0)
para el segmento 2.  Como referencia las celulas CHSE-214 fueron hibridadas con sondas
antisentido  Q) y  sentido  Q) correspondiente al ARN  18S.  Las cabezas  de  flecha blanca
indican  la  posici6n  de  los  nucleolos.  Las  flechas  en  8  muestran  la  tinci6n  solo  en  el
citoplasma.
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Figura 20: Morfo]ogia de] nuc]eolo de c6lulas CHSE-214.
Celulas CHSE-214 se tifiieron con Giemsa (A) o con azul de toluidina (8). Las flechas indican
la localizaci6n de algunos nucleolos.
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3.8.   Inmunoreactividad   de   los   ACMos   con   tejidos   de   salmonideos   con

sindrome ict6rico.

EI ISAV  clasico, presente  en las  costas  de Noruega,  Escocia, Irlanda y Canada

entre otros, ha sido recientemente detectado en Chile Otibenge 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 amplificaci6n 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 ict6rico

eran  irmunoreactivos  con  los  ACMos  generados  a partir de un aislado  canadiense del

ISAV.  Con  este  objetivo  se  prepar6  una  mezcla  oligoclonal  compuesta  por  2C2/C7,

3E8re3  y 8F7/II10,  la cual se utiliz6 para detectar inmunoreactividad en improntas  de

rifron,  higado  y  bazo  de  salmonideos  con  sindrome  ict6rico  provenientes  del  sun  de

Chile.   Como   se  muestra  en  la  Figura  21,  rifiones  de  peces  con  sindrome  ict6rico

muestran islotes de fluorescencia positiva.

En forma paralela, 1a mezcla oligoclonal se entreg6 a ADL Diagnostic Chile, de

Castro,  para  que  realizara  un  ensayo  independiente.  Las  improntas  se  realizaron  con

tejido de salmones co¢o )/ sc/fir. El resultado de esta evaluaci6n se muestra en la tabla 6.

Todos  los  peces  controles  que  no  presentaban  sindrome  ict6rico  fueron negativos por

ITI.  De  22  muestras  provenientes  de  peces  con  sindrome  an6mico  o  con  ictericia,  12

(55%) mostraron fluorescencia positiva (tabla 6).  Es interesante que en 2 improntas  se

encontr6 tambi6n marca fluorescente en el ndcleo (tabla 6).
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Figura 21: Inmunoreaccitividad en rifi6n de
peces con sindrome icterico con una mezcla
oLigoclonal de ACMos anti ISAV.
Improntas de ria6n de peces con sindrome ictdico
analizadas  por inmunofluorescencia  indirecta con
una  mezcla  de   los   ACMos   2C2/C7   3E803   y
8F7AIlo.  (A) y a) Rifi6n de peces con sindrome
ict6rico    observado    por    apifluorescencia.    (C)
Tejido      de      rifi6n      de      peces      sanos      sin
inmunoreactivided.   Las  fleehas  blancas   indican
celulas     infectadas     que     son     positivas     con
imnunofluoreseencia.



Caso Ninero Especie Cuerpo de agua Inmunofluorescencia Ictericia
Nuclear Citoplasmatico (SiINo)

A I 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
8 1 Coho Mar N N No
C 1 Coho Mar N N No
C 2 Coho Mar N N No
D 1 Coho 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 An6mico

F 2 Coho Mar N N Ahemico
G 1 Coho Mar N N No
H I Coho Mar N N No
H 2 Coho Mar N N No
H 3 Coho Mar N N No
I i 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 ict6rico.
0`J)  negativo,  (+1)  menor  a  5  c6lulas  infectadas  por  cada  10  campos  100X,  (+2)  5  a  20
celulas infectadas por cada  10 campos  100X.

63



4 DISCUSION

A  nivel  mundial,  1a  industria  de  salmones  cultivados  ha  tenido  un  explosivo

aumento. Asi por ejemplo, 1a producci6n mundial de salmones y truchas cultivadas eran

366  nil  toneladas  en  1990,  1a  cual  casi  se  ha  cuadruplicado  en  los  tiltimos  12  afros,

1legando a 1.445.000 toneladas en el 2002. En este periodo, Chile ha sido el pals que ha

reportado  un  mayor  incremento   en  la  producci6n  de  salmohideos.  En  el  2002  se

produjeron en el pals 506 mil toneladas comparadas con las 29 mil toneladas en 1990, lo

cual  representa  el  35%  de  la  producci6n  mundial,  ubicindose  en  el  segundo  lugar

despu6s         Noruega,     que    tiene     el     36,7%     del     total     para     el    mismo     afro

(http://www.salmonchile.cl/estadisticas/tabla4_2.htm).     Este     enome     volumen     de

salmonideos se tradujo a exportaciones por 973 millones de d6lares FOB y represent6 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  inter6s  nacional  que  tiene  este  sector  econ6mico,  donde  ademas  por  los

tratados  de  libre  comercio  recientemente  flrmados,  se  estiman  incrementos  de  estos

productos y sus derivados. En este punto, resulta vital el manejo adecuado de todos los

agentes  epizo6ticos  que  afectan a la industria nacional y estar alerta frente  a aquellos

pat6genos que,  si bien hasta la fecha no han sido detectados en Chile,  si ham generado

serios problemas en parses productores  del hemisferio norte.  Se estima que mas de un

100/o  de  todos  los  animales   acuaticos  cultivados   se  pierden  como  consecuencia  de

enfermedades  infecciosas.  Por  ejemplo,  en  EE.UU.  Ia Agrupaci6n  de  Productores  de

Trucha  calcul6  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 p6rdidas en la producci6n de esta

especie O'rochile New York, 2003).

Uno  de  los  pat6genos  que recientemente  se ha detectado  en nuestro pals,  es  el

virus  de  la  anemia infecciosa del  salm6n (ISAV),  virus  que  en el hemisferio  norte ha

causado enormes p6rdidas. Asi por ejemplo, existen registros para Noruega con p6rdidas

por US$  11  millones en  1999,  Canada con US$  14 millones en  1999 y Escocia US$ 32

millones  entre  1998  y  1999  Q4urray y cols., 2002).  El impacto econ6mico  subsiguiente

a la enfermedad, no  se limita a la muerte del pez,  sino que a otros factores tales como

escoliosis, p6rdida de peso y tamafio comercial que influyen en el precio de mercado de

los   sobrevivientes.   Por   lo   tanto,   es   obvia   la  preocupaci6n   que   existe   entre   los

salmonicultores  nacionales   e  intemacionales  por  este  virus,   asi   como   disponer  de

herramientas  que  permitan  un  rdpido,  oportuno  y  eficiente  diagn6stico  y  en  segundo

lugar, el desarrollo de m6todos profilacticos y preventivos contra la enfermedad.

En    2001,    Kibenge    y    sus    colaboradores    publicaron    el    aislaniento    y

caracterizaci6n de un aislados del ISAV proveniente de un centro de engorda nacional,

lo que represent6 la primera confirmaci6n de la presencia de este virus en nuestro pals.

Anteriormente,  se  tenfan  fuertes  sospechas  por  la presencia  de peces  que presentaban

sindrome  icterico   entre  otras  sefiales  clinicas,  1as  cuales   sin  embargo,  son  tambi6n

producidas por otros agentes infecciosos. Estas sospechas que indicaban la presencia de

brotes epid6micos de un supuesto ISAV se produjeron en juveniles del salm6n Atlintico,

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 clhicas en otras especies

(Danneving  y  cols.,   1995a).  Sin  embargo,  en  Chile  el  aislado  se  obtuvo  a  partir  de
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salm6n  Coho,  con  las  correspondientes  sefiales  clinicas  y  morialidades.  Este  aislado

present6  algunas  diferencias  con  los  alslados  canadienses  y  europeos,  como  fue  la

ausencia de  CPE  en c6lulas  SIIK-1  y en c61ulas  CHSE-214  el  CPE  se  desarroll6 muy

lentamente.  La presencia viral se conflrm6 por RT-PCR.  Ademas se observ6 una d6bil

sefial por inmunofluorescencia con un suero anti ISAV desarrollado en conejo (Kibenge

y  cols.,  2001a).  Analisis  de  las  secuencias  gen6micas  de  los  segmentos  2  y  8,  que

codifican  para  putativas  PBl   y  NS1/NS2,  revel6  rna  alta  homologia  con  el  virus

canadiense (Kibenge y cols., 2001 a). Mas recientemente, se ban detectado en diferentes

centros de cultivo, brotes de un cuadro clinico con fuerte anemia y severa ictericia. Estos

hallazgos se ham mantenido con muy bajo perfll, debido a los problemas de seguros que

se generarian para las empresas salmonicultoras.  Se 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  c6lulas  SHK-1  ni  en

CHSE-214. Ademas, y utilizando varias parejas de partidores para RT-PCR, no ha sido

posible  amplificar  el  genoma  viral  (comunicaci6n  personal  de  G.  Parada,  Fundaci6n

Chile). Por esta raz6n, a este agente infeccioso se le ha denominado "ISAV-like".

Como  existen dificultades para la identificaci6n del ``ISAV-like", desarrollar un

sistema de diagn6stico 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  dispersi6n.  Por  otro  lado,  la  enfemedad  causada  por  ISAV  no  tiene

tratamiento y los agentes  antivirales viables no proporcionan grandes descensos  en las



67

tasas  de mortalidad  y su costo  y eficacia los invalidan para cualquier uso  pfactico  en

acuicultura.  Por lo  tanto,  un  sistema de  diagn6stico  y detecci6n temprana de ISAV  o

"ISAV-like"  es vital, no  solo para evitar el importe de  ovas infectadas,  si no tambi6n

para frenar una dispersi6n dentro y entre los centros de cultivo.

En  este  sentido,  los  m6todos  de  diagn6sticos  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   rna  caracteristica  importante   del  panel   de  ACMos

desarrollados  en  esta tesis,  lo  que permitiria el  diagn6stico  tanto  en brotes nacionales

como de ovas importadas.

Dada la relevancia de los ACMos como herramienta en el diagn6stico, se prepar6

un panel  de  ACMos  anti  ISAV,  desarrollados  a partir  de  un  aislado  canadiense  (New

Brunswick).  Estos  anticuelpos  fueron  caracterizados  y probados  en  distintos  ensayos,

como Western blot (Figura 9), inmunofluorescencias en cultivo celular Qriguras  11  a 18)

como   en  tejidos   de  peces  con  sindrome  ict6rico   (Figura  21),   arrojando  resultados

positivos  para  todos  ellos.  Para  inmunizar  los  ratones  se  utiliz6  una  fracci6n  viral

enriquecida  mediante   ultracentrifugaci6n.   La   sedimentaci6n  por  ultracentrifugaci6n

result6   en  una  fracci6n  concentrada  del  virus.   Los   analisis  realizados  a  trav6s  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

m6todos utilizados para purificar el virus como  gradiente de Ficoll o precipitaci6n con

PEG   8.000   no   dieron  buenos   resultados,   ya   que   la   fracci6n   viral,   parecia  tener
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contaminante de c61ulas  CHSE-214 y productos  de  degradaci6n.  En cuanto  al genoma

viral  del purificado  por ultracentrifugaci6n,  se  identificaron  siete bandas  discretas por

tinci6n 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 memos el doble de la intensidad comparada con

los seis restantes, ya que el gel no lograria resolver los dos fragmentos mss grandes que

poseen un tamafio similar de 2,3 kb, resultado que tanbi6n se ha descrito en la literatura

(Mjaaland  y  cols.,1997).   Si  bien  para  la  identificaci6n  de  los  segmentos  virales  se

requiri6  bastante  virus  (alrededor  de  4xl0"  particulas  virales),  esta  metodologia mos

permiti6    confirmar   que    el   virus   tenia   un   genoma   fragmentado   tipico    de   los

orthomyxoviridae,  sin  tener  que  utilizar  32P,  infraestructura no  disponibles  en nuestro

laboratorio.

En la  caracterizaci6n de  estos ACMos  anti  ISAV,  se pudo  observar diferencias

claras  entre  los  distintos  anticuerpos,  tanto  en  la  sublocalizaci6n  celular  de  la  sefial,

como  en  las  distintas  etapas  del  desarrollo  del  ciclo  infectivo  en  c6lulas  CHSE-214

(Figuras  11  a la  18).  Conocer el ciclo infectivo del virus,  puede  ser de gran ayuda para

realizar una detecci6n adecuada del pat6geno, conociendo ademas las caracteristicas de

cada uno de los distintos ACMos, se puden potenciar en su capacidad de diagn6stico.

Para la intexpretaci6n de los resultados  del  seguimiento  de  la infecci6n por IFI,

hay  que  tener  en  consideraci6n,  que  el  cultivo  no  es  sincr6nico,  que  las  c61ulas  se

encuentran   en   distintas   etapas   del   ciclo   celular  y  por   lo   tanto,   pueden  presentar

sensibilidades diferentes a la infecci6n y replicaci6n viral. Por este motivo, fue necesario

observar  gran  cantidad  de  c61ulas  y  las  fotografias  que  se  presentan  en  este  trabajo
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muestran aquellos estadios mas representativos de cada tiempo post infecci6n.  Se pudo

apreciar  diferencias  en  las  sefiales  mostradas  con  los  ACMos,  1o  cual  es  reflejo  de  un

reconocimiento  de  distintas  proteinas  virales,  o  epitopos,  las  que podrian tener sefiales

de destinaci6n 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 replicaci6n

del virus nacional en c61ulas CHSE-214 y SHK-1  (Kibenge y cols., 2001a),  se opt6 por

trabajar  con  un  aislado  canadiense  (New  Brunswick),  el  cual  fue  crecido  en  c61ulas

CHSE-214 y SHK-1. Por los mejores resultados obtenidos 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 TCD5o

se  estima observando  el  CPE producido  por el pat6geno  en la linea celular hospedera

cultivada en placas de 96 pozos. Para el caso del ISAV, donde el CPE es lento en c6lulas

CHSE-214,   se  desarroll6  un  m6todo  que  pemite  visualizar  tempranamente  c61ulas

infectadas por el vims a trav6s de un ensayo de IFI empleando ACMos, disminuyendo en

el memos un tercio el tiempo necesario para el ensayo respecto al m6todo tradicional. Se

logr6 adem5s, una lectura confiable y sensible comparable a los resultados obtenidos por

RT-PCR.

Los ACMos fueron ensayados ademds 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  m6todo  utilizado  para  seleccionar  los

clones   positivos   para    el   virus.    Sin   embargo,    se    encontr6    distintos    grados    de

inmunoreactividad  con  cada  uno  de  ellos.  Asf  por  ejemplo,  en  ensayos  de  ELISA  el
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ACMo 4A10/C9 present61a mayor inmunoreactividad, sin embargo no present6 reacci6n

ni   por  inmunofluorescencia  ni  por  Western  blot.   Esto   se  podria   explicar  por  un

reconocimiento  confo]macional  del  antfgeno  y por  este  motivo,  no  es  reconocido  en

Western blot. La ausencia de sefial por IFI, se puede deber a la fijaci6n quinica que se

hace    con    paraformaldchido,    que    puede    estar    enmascarando     el    epitopo    de

reconocimiento, liecho que no ocurriria en el ELISA donde se tiene una bioadhesi6n. De

este modo es clara la importancia del desaITollo de este panel de ACMos, no s6lo para el

desarrollo   de  los   estudios   aqui  realizados,   sino  tambi6n  para  su  utilizaci6n  en  el

desarrollo de nuevos m6todos de diagn6stico. Dependiendo de la naturaleza de estos, y

basindose  en  los  resultados  aqui  mostrados,  se  deberin  escoger  aquellos  ACMos  que

presenten una mejor inmunoreactividad para cada tipo de ensayo.

Aunque no fue posible determinar categ6ricamente que proteina viral esta 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

NS1,1a 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    protefna    presenta    un

comportamiento  similar  al  descrito  para  este  ACMo.  Esta  fosfoproteina,  presenta  dos

tipos  de  localizaci6n,  uno  en  el  nticleo,  donde  estaria  involucrada  en  el  splicing  y

exportaci6n del mARN y otra localizaci6n tardia en el citoplasma asociado a polisomas

(Enami,1997), similar a la inmunoreactidad encontrada en esta tesis.

Por otro lado el ACMo 8F7/H10 estaria reconociendo rna protefna citoplasmatica

que no va al nticleo. Estas proteinas podrian ser tanto la HA como la acetil esterasa, las
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cuales  ademas  son  glicoproteinas.  La sefial polarizada  que  se  observa con este ACMo

cercana al nticleo podria corresponder al aparato de Golgi, donde ocurre la glicosilaci6n.

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 p6ptidos de la hemaglutinina, ya que

esta  proteina  esta  formada  por  las  subunidades  HAi  y  HA2  unidos  por  un  puente

distilfuro)   (http://www-micro.msb.1e.ac.uk/335/Orthomvxoviruses.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 solo sefiales,

sino tambi6n cin6ticas distintas.

EI  ACMo  3GBA310  reconoce una proteina de  alrededor de  70  KDa (Figura 9),

tanafio que concuerda con el descrito para la NP de 68 KDa (Clouthier y cols., 2002).

La  sefial  observada por IFI  es  concordante  con  lo  descrito  en  la  literatura  Q'ortela  &

Digard,  2002) ya que  se tiene una sefial temprana nuclear y otra tardia citoplasmatica.

Para  identificar  claramente  que  proteina  es  la  que  esta  siendo  reconocida  por  cada

ACMo,   a  futuro   las   particulas   virales   se   purificarin  por  inmunoprecipitaci6n   con

particulas de latex recubiertas con ACMo anti ISAV y las proteinas virales se analizarin

por  electroforesis  en  geles  de  poliacrilamida.   Sin  embargo,  estos  esfuerzos  estarin

dirigidos a las proteinas del "ISAV-like".

Dependiendo  del ACMo utilizado  en el seguimiento de la infecci6n, fue posible

encontrar sefiales positivas de inmunofluorescencia a partir de las 5 horas post infecci6n,

con los ACMos 2C2/C7 y 2C2AI4.  Sin embargo, 1o general fue encontrar serial a partir

de     1     dia    post    infecci6n,    siendo    el    ACMo    4G1/H6    el    que    present6    una

inmunofluorescencia mas tardia, apareciendo una buena sefial a partir de los 2 dias post
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infecci6n. 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 NS1.  Entre  los  3  y  6  dfas  post infecci6n  se  obtuvo 'un  alto

porcentaje,  cercano  al 70% de las c61ulas 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 infecci6n,

que    algunos    de    los   ACMos    generaron   inmunofluorescencia   en   compartimentos

subcelulares.  El  hallazgo  mas  sorprendente  fue  la  serial  asociada  a  una  estructura  al

interior del ndcleo, la que postulamos como nucleolar. Los ACMos que dieron un mayor

porcentaje  de  este  tipo  de  sefializaci6n  temprana,  fueron  el  2C2/C7,  2C2/H4  y  el

3G8rel0,  que revelaron que entre un  11  y un  13°/o de las c6lulas infectadas mostraban

inmunoreactividad  en  el  nucleolo.  A  pesar  que  existen  varios  virus  que  durante  su

replicaci6n  algunas  de  sus  proteinas  se  localizan  en  el  nucleolo,  en  el  esquema  mds

aceptado para los  orthomyxovirus no  se describe ning`in paso por este compartimento

subnuclear Q7igura 2), aunque si hay algunos reportes que describen a la NP de influenza

A  en  algin  compartimento  subnuclear,  pero  sin  mostrar  colocalizaci6n  con  antigenos

nucleolares  (Hiscox,  2002).  A  futuro  sera  interesate  mostrar  colocalizaci6n  de  estos

ACMos  con  proteina  ubicuas  del  nucleolo  como  es  la  nucleolina.  Estos  resultados

sugirieron que  al memos una proteina viral  se localizaba en el nucleolo  durante  alguna

etapa del ciclo replicativo del virus. Por lo tanto, la etapa siguiente fue determinar si el

genoma  del  virus  tambi6n  mostraba  la  misma  localizaci6n.   Con  este  objetivo,   se

realizaron HIS con sondas antisentido y sentido para la hebra 6 positiva del genoma viral
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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 gen6mico del

virus.  Los  resultados  mostraron  que  el  ARN  positivo  se  localizaba  en  el  nucleolo,

mientras  que  el  ARN  gen6mico  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 d6bil. La localizaci6n descrita, coincide

con  la  localizaci6n  del  ARN  18S  de  las  c61ulas  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 localizaci6n nucleolar. Aunque falta trabajo por realizar, podria

tentativamente   proponerse   que   la   localizaci6n   nucleolar   seria   necesaria   para   el

ensaniblaje   del  polisoma  correspondiente   o   en  una  etapa  temprana  y  previa  a  la

transcripci6n  del  ARN negativo  o  del  genoma viral.  Otra  altemativa plausible  es  que

este ARN positivo  corresponda al  anti  genoma viral,  utilizado  como  templado para la

sintesis de nuevos segmentos virales.

Las  sefiales  de  localizaci6n  nucleolar  caracterizadas  por  secuencias  ricas  en

aminoacidos basicos (Lys y Arg) ham 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 huniana  de  c6lulas  T  (HTLV-1),  MEQ  del  virus  de  la  enfermedad  de

Marek y Nl/114L del vims de la fiebre africana de los cisnes (Cheng y cols., 2002). Mas

aln,  1os  resultados  publicados  por  Cheng  y  colaboradores  indican  que  un  dominio

amino-terminal  de la proteina yi34,5  contiene sefial de localizaci6n nucleolar mientras

que  la  sefial  de  localizaci6n nuclear  se  encontraria  en  el  extremo  carboxiterminal.  Al
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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  serial  nucleolar  en la

proteina NS2 (secuencia de acceso AF 404340) fomada por 5 residuos basicos 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  aniniacidos  bdsicos,  fomando

una  sefial bipartita semejante  a las  secuencias  de NS2  (resultados  no  mostrados).  Asi,

Nsl  del ISAV podria ser rna proteina que se localice en el nucleolo en algdn estadio de

la  infecci6n  por  ISAV.  Para  esta  proteina  no  existe  atln  una  funci6n  conocida,  sin

embargo se postula que podria actuar como adaptador molecular entre la maquinaria de

exportaci6n nuclear y el complejo ribonucleoproteico del virus, 1o cual no discrepa con

una localizaci6n nucleolar (Lommer & Lou, 2002).

Encontrar  proteinas  con  sefiales  de  destinaci6n  subcelular  en  los  virus  no  es

extrafio. Asi para una ubicaci6n nucleolar encontramos que los Coronavirus, tienen una

localizaci6n nucleolar para  la NP  y su  funci6n podria radicar en la intermpci6n  de  la

divisi6n celular (Wum y cols., 2001).  Sin embargo, el ejemplo clasico se encuentra en

el   virus   de   la   enfemedad   de   Boma   @DV),   perteneciente   a   la   familia   de   los

paramyxovirus, familia que se diferencia de los orthomyxovirus en la segmentaci6n del

genoma.  En los BDV  se ha visto  que el nucleolo  estaria involucrado  en la sintesis del

ARN  viral  y tambi6n  en  el proceso  replicativo,  al  encontrarse  en  el  organelo  tanto  el

ARN  gen6mico  como  el  complementario,  es  decir,  el  mARN  como  el  antigen6mico

(Pyper y cols.,1998).

La localizaci6n de algunas proteinas en el  Golgi era mss esperable, ya que al

memos 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

(http://us.expasv.org/prositeo,  para  las  glicosilaciones  de  ambas  proteinas  virales,  se

encontr6   que   ambas  proteinas  poseian   dos  posibles   sitios   de  N-glicosilaci6n.   No

obstante  esto,  no  se  puede  descartar  alguna  otra  funci6n  de  las  proteinas  virales  en

Golgi.   Para  confirmar  definitivamente   esta  ubicaci6n  se   deberan  realizar  a  futuro

colocalizaciones  con  marcadores   de  Golgi   como  un  anti   58K  o  un  anti-galactosil

transferasa.

Al  comparar la localizaci6n 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 retenci6n de glicoproteinas virales  en Golgi, 1o cual se piensa que

tendria  una  funci6n  en  su  maduraci6n  (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 morfog6nesis viral (Sarafino y

cols., 2003).  Sin embargo, parece mds interesante air lo que ocurre con la proteina E5

de los virus papiloma, 1a cual se localiza en el aparato de Golgi, y otros compatimentos

endomembranosos,  donde  prevendria  el  transporte  a  la  superficie  celular  de  MHC-I,

evitando de este modo la presentaci6n de p6ptidos virales al sistema immune (Marchetti

y cols., 2002).

Otra      localizaci6n       sorprendente,       aunque       ain      preliminar,       es      la

inmunofluorescencia  asociada  a  un  organelo  perinuclear.  Por  su tamafio  relativo  y su

cercahia al ndcleo, pareciera ser el centrosoma. El por-centaje de c51ulas que presentaron

esta  marca  ldia post  infecci6n fue  de  10 y  12%  con  los  ACMos  2C2/C7  y  3G8rel0,

respectivamente.   Sin   embargo,  para  confirmar  estos  resultados,  habra  que  realizar
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colocalizaciones  con marcadores pal.a el centrosoma. Recientemente, mos  conseguimos

con el Dr.  Stephen Doxsey, de la Universidad de Harvard, un suero de un paciente con

escleroderma.   Este   suero   autoinmune,   prmitife   a   futuro,   realizar   experimentos   de

colocalizaci6n

En cuanto a los centrosomas se ha visto por ejemplo que la proteina Gag de los

retrovirus tendria como blanco a una regi6n pericentrosomal, dirigi6ndose de este modo

al  centro  organizador de microtdbulos previo  a  su translocaci6n nuclear (Petit y cols.,

2003).  En los papilomavirus,  se ha encontrado  que 2 oncoproteinas, 1as proteinas E6 y

E7,   inducirian  ntimeros   anormales   de   centrosomas   promoviendo   asi,   inestabilidad

gen6mica ( Duensing y cols., 2000 y Duensing & Munger, 2002).

El centrosoma no  s61o cumple la funci6n en la nucleaci6n de microthbulos y la

formaci6n del huso mit6tico, si no que se ha descrito que tambi6n puede ser un sitio de

secuestro   y   degradaci6n   de   proteinas   (Lacaille   y   cols.,   2000).   Esta   localizaci6n

centrosomal, atin no esta claro si es o no dependiente de una inhibici6n del proteasoma,

ya que existen reportes en que es necesario una ripida degradaci6n de la proteina y su

inhibici6n para una localizaci6n centrosomal (Ant6n y cols.,  1999), mientras  que otros

trabajos   muestran   esta   localizaci6n   con  proteinas   metab61icamente   estables   y   en

ausencia   de   inhibidores   del   proteasoma   (Lacaille   y   cols.,   2000).   Como   sea,   el

centrosoma puede ser un importante sitio para la generaci6n de epitopos virales. De este

modo, puede que la sefializaci6n centrosomal observada, no corresponda a una sefial de

destinaci6n   especifica   de   alguna   proteina   viral   para   el   centro    organizador   de

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

inmune. Por otro lado, si fuera necesaria una inhibici6n del proteasoma, este podria ser
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inhibido por un mecanismo propio del virus, con el cual este pat6geno podria buscar una

forma  de  evadir  la  respuesta  immune,  dejando  sin  efecto  la  presentaci6n  antigenica

mediada por MHC-I.

Finalmente,  fue muy importante evaluar estos  anticuexpos mediante ensayos de

inmunofluorescencia indirecta en improntas de tejidos de peces sospechososde presentar

infecci6n con el "ISAV-like". Ensayos iniciales realizados en el laboratorio mostraron la

utilidad potencial de estos anticuexpos y por lo tanto, se decidi6 realizar una evaluaci6n

extema  de  los  ACMos  anti  ISAV  2C2/C7,   3E8re3   y  8F7AI10  realizada  por  ADL

Diagnostic. Esta es la primera prueba de campo realizada y cont6 con 12 casos reales en

un total de 134 muestras. Aqui, se mostr6 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). Este dato no necesariamente indicaria rna falla en

el  reconocimiento,  ya  que  este  sintoma  no  es  exclusivo  de  la  anemia  infecciosa  del

salm6n. Nuevos ensayos con mayor ndmero de muestras, serian de gran relevancia para

confirmar la eficiencia en el reconocimiento viral.

Tambi6n es importante a futuro  determinar si alguno  de estos ACMos muestran

reacci6n cruzada con otros aislados del ISAV, por ejemplo Europeos, con el fin de poder

validar el uso de estos anticuexpos en el diagn6stico de peces con sindrome ict6rico.

Al  finalizar esta tesis,  se ha avanzado  un poco  mas  en el  entendimiento  de las

diferentes etapas del ciclo replicativo de los orthomyxovins en general y del ISAV en

particular,   deteminindose  un  posible  paso   de  algunos  componentes  virales  por  el

nucleolo, donde fue posible encontrar tanto proteinas como ARN antigen6mico.
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Del  mismo   modo,   tambi6n   se  ha  contribuido   con   el   desarrollo   de  nuevas

herramientas, como el panel de anticuerpos monoclonales contra el ISAV, que ayudarin

a  futuro  aislar  el  "ISAV  like",  y  con  este  generar  una  libreria  de  CADN,  que  mos

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

diagn6stico, control y prevenci6n de la enfermedad.



5 CONCLUSI0NES.

Las conclusiones de este trabajo de tesis son las siguientes:

Se  seleccion6  un  panel  de  anticuelpos  especificos  para  el  ISAV,  el  cual  en

ensayos   de   campo,   muestra  reacci6n  cruzada  con  un  virus   caracterizado  y

conocido como "ISAV like".

Estos auticuerpos pemitieron explorar las distintas fases del ciclo replicativo del

aislado  canadiense  del  ISAV.  Ademds  de  las  localizaciones  citoplasmatica  y

nuclear,  se  encontr6  que  algunas  de  las  proteinas  virales  se  localizaron  en  el

nucleolo.

Por medio de HIS se confirm6 1a localizaci6n de la hebra positiva del virus en el

nucleolo, 1o que sugiere que tanto proteinas virales como el genoma viral tienen

una fase nucleolar.

Los  ACMos  tambi6n  indican,  que  algunas  proteinas  virales  se  localizan  en  el

Golgi y aparentemente en el centrosoma.

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

encontr6  inmunoreactividad  con  algunos  ACMos,  1o  cual  es  inportante  como

paso preliminar para el desarrollo de metodos de diagn6stico.
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