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L. RESUMEN EJECUTIVO

El propésito fundamental de este proyecto era entregar, en el plazo de un afio, el
maximo de antecedentes sobre las potenciales variedades de Piscirickettsia salmonis
que merman las tres especies mayoritarias de salmonidos cultivadas en Chile
Oncorhynchus mykiss, Oncorhynchus kisutch y Salmo salar. Este debia lograrsc
realizando un exaustivo analisis experimental obtenido de muestras de campo de
individuos afectados por la enfermedad, para conocer, en lo posible y con un grado de
detalle confiable, el potencial inmunoldgico del agente para asi poder disefiar estrategias
de profilaxis para controlar, ¢ idealimente erradicar el agentc patogeno en la industria
salmonicultora nacional. Hemos cumplido con el proposito y ademads estamos en
condiciones de sacar conclusiones interesantes no solo para el sector productivo

involucrado, sino también para la investigacion basica sobre el agente.

Realizamos un completo y actualizado analisis de la informacion publicada tanto a
nivel nacional como internacional sobre el tema, etapa que nos permitio hacer una
adccuada descripeion de la patologia de la enfermedad y de su agente causal. Luecgo nos
concentramos en la masiva obtencion y analisis de muestras de organos y de sangre de
especimenes tanto enfermos como aparentemente sanos provenientes de seis diferentes
centros de cultivo de la X Region del pais. Con ellos hicimos un catastro de la presencia
cuali y cuantitativa del agente en las tres cspecies de salmonidos de interés,
determinando la calidad vy estabilidad ¢structural del agente y cvaluando el potencial
inmunogénico de sus componentes analizado frente a inmunoglobulinas de los propios
peces infectados y normales, y frente a las inmunoglobulinas de conejos y ratoncs
previamente expuestos al a diferentes aislados naturales del agentc. En total, se
obtuvieron muestras de 450 individuos, de los cuales 250 pudieron ser analizados en
forma confiable y reproducible, universo cn ¢l cual basamos nuestras conclusiones, que

aunque de caracter general, son hasta ahora inéditas.



Por tratarse de un parasito intracelular obligado presente en las células de los tejidos

afectados en forma de vacuolas o vesiculas intracitoplasmaticas, debimos generar un
método de purificacion del agente causal, lo mas libre posible de contaminantes
celulares. Lo logramos, lo que constituye la primera contribucion del proyecto, que
preparamos para su publicacion. El método se fundamenta en procedimientos estandares
de fraccionamiento subcelular de tejidos infectados, asociado a la aplicacion de fuerzas
ionicas diferenciales durante el procesamiento de los extractos enriquecidos con el
patogeno, para luego purificarlo mediante ultracentrifugacion en gradientes de matrices
que resuelven en base a densidad y osmolaridad. Nuestra primera obscrvacién es que,
independiente de la especie, los tres organos que usamos de referencia, higado bazo y
rifion, presentan un grado equivalente de invasién por cl agente, lo que nos hace
sospechar que ella puede ser esencialmente sistémica, sin preferencia clara de un
organo, lo que tiene interesantes implicancias sobre la necesidad de verificar si es que
verdaderamentc existen, o sc requieren, receptores especificos para la infeccion “in
vivo”. Bste punto es crucial para entender la biologia del agente, hasta hoy, casi
completamente desconocida. La segunda observacion relevante,  impactante y
desconcertante, es que en individuos con un estado patologico avanzado de la
enfermedad, existe una abundante presencia tanto del agente como de su DNA en el
suero. Esta mformacién absolutamente inédita, nos ha permitido disefiar un método
potencial de catastro masivo de la la enfermedad basado en la técnica de la PCR, con la
ventaja de que no requiere sacrificar ni estresar al individuo para hacer el andlisis, dado
que solo se requiere una minima muestra de su sangre (100 microlitros) para realizarlo.
Evaluaremos post proyecto la factibilidad de hacer el andlisis directamente desde
cscamas y branquias. Esta es la segunda, y mds importante contribucion derivada del

proyecio.

El analisis de los componentes estructurales del agente purificado, desde el punto de
vista de su potencial inmunogénico, indica que ninguno de sus polipéptidos se destaca
en forma singular, a excepcion de uno de cllos con un peso molecular aproximado de

50.000 daltons y que, aparentcmente, estaria asociado al componente lipopolisacarido



del agente. Independiente de ello, ¢l perfil polipeptidico de todos los aislados es muy
similar, intra e inter especies, lo que indicaria que no hay diferencias significativas,
por lo menos desde el punto de vista cstructural, entre los aislados de las diferentes
especies salmonideas analizadas. De ser asi, existiria la posibilidad de generar una
estrategia coman para las tres especies al pensar en una potencial vacuna protectora. Sin
embargo debemos dejar claro que esta generalizacion la hacemos con mucha cautela
dado que la evidencia que nosotros hemos podido recolectar del impacto del patogeno
en salar, no es equivalente al detectado en coho y trucha, respectivamente Por otra
parte, el andlisis de modificaciones postraduccionales de los componentes
polipéptidicos del agente indica que no hay glicoproteinas, las que esencialemtne
cumplen, entre otros, el rol de actuar como potenciales receptores celulares. La
excepeion la constituye el lipopolisacarido (LPS) de la bacteria, que como era de
csperar, responde a las sondas utilizadas para reconocer sus componentes de
carbohidratos. De alli que concluyamos que ninguno de los polipéptidos estructurales
del agente obtenido de las muestras “in vivo” presenta una potencialidad inmunogénica
humoral comparable a la del LPS bacteriano, el que se transforma, por ende, ¢n el
mejor inmunogeno y sobre el cual proponemos las estrategias de vacunacién con las
sondas polisomales. Esta es la tercera contribucion al proyecto. Que el LPS sea un
buen inmundgeno es un antecedente muy importante desde el punto de vista
epidemioldgico, dado que este componente es, para la mayoria de los microorganismos,
especie especifico, lo que ratifica nuestro pensamiento de que podriamos disefiar una
estrategia comin para la proteccion de las tres especies susceptibles, utilizando una
fraccion enriquecida en el LPS como inductor de la respuesta humoral. En
consecuencia, esta fue nuestra fuente de material para el disefio y construccion de
liposomas como inductores potenciales de una rcspuesta protectora sostenida a aplicar

“in vivo™.

El analisis dc la respuesta humoral frente al agente purificado de peces naturalmente

infectados comparada con la que se obticne frente a antisueros generados en conejos y

para el microorganismo cultivado “in vitro” , ¢s definitivamente diferente. T'al como lo




habiamos postulado para un parasito intracelular, cl agente “in vivo” no parece ser un
muy buen inductor de respuesta inmune humoral, CON LA EXCEPCION del LPS, lo
que nuevamente ratifica la conveniencia de su uso como herramienta inductiva de una
proteccion inmunoldgica “in vivo”. Como resultado de esta importante observacion,
hemos estructurado una técnica rapida, reproducible y eficiente para enriquecer el LPS
bacteriano desde extractos de organos infectados, lo que constituye la cuarta

contribucion significativa del desarrollo del proyecto.

Adicionalmente, logramos generar, por primera vez, anticuerpos policlonales
monoespecificos en tumores asciticos de ratéon no solo contra la cepa tipo de P.
salmonis sino también contra aislados naturales de coho y de trucha.. Esta bateria de
anticuerpos constituye la quinta contribucion del proyecto, dado que nos permitira
seguir cvaluando la potencialidad inmunologica de aislados productos de brotes, que
junto al stock de antisueros policlonales de concjos contra el agente cultivado “in
vitro” que disponemos, nos permitira definir algin potencial cambio antigénico que sc
genere entre las poblaciones del patégeno asociado a los peces en cultivo. Ponemos esta
informacion y los componentes a disposicion de la Subsecretaria de Pesca para su uso

referencial.

Para permitir el analisis cuantitativo de la respuesta inmune potencial inducida “in
vivo” por el agente, la sangre obtenida fue procesada y del suero obtenido se hizo una
purificacion para obtener una fraccion enriquecida en inmunoglobulinas naturales
(esencialmente IgMs). Con ellas, debidamente cuantificadas, se realizo el analisis
comparativo de la capacidad de induccion del agente “in vivo”, comparada con la
respuesta inducida en conejos y en ratones, usando los anticuerpos descrilos en el
parrafo anterior, Se utilizaron 100 sueros seleccionados, los que confirmaron que,
especialmente para colo y trucha, ¢l anico inmunogeno detectable en forma categorica

es el LPS bacteriano.

iv



Concluimos asi un proyecto exitoso, ¢l que nos ha permitido a acceder a nuevos
fondos estatales para continuar con el estudio del agente, materializado en el Proyecto
FONDEF 1038, que en un plazo de tres afios nos permitird generar una vacuna por DNA
recombinante contra el agente, y asi contribuir a la potencial erradicacion del agente de

la industria salmonicultora nactonal.
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OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL :

“Realizar un catastro de las variedades de Piscirickettsia salmonis que atacan a las
diferentes especics de salmonidos cultivados en Chile, revisar la informacidn existente a
nivel nacional e internacional y evaluar alternativas de profilaxis y de preparados
antigénicos que contribuyan a la induccion sostenida de una resistencia a la infeccion

y/o expresion del patogeno”

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

PRIMER OBJETIVO ESPECIFICO :

“Describir la patologia y su agente causal”

SEGUNDQO OBJETIVO ESPECIFICO:

“BEvaluar la capacidad inmunologica de P. salmonis”

TERCER OBJETIVO ESPECIFICO:

“Disefar estratcgias para la aplicacion de posibles vacunas™

Para la consecusion del primer objetivo especifico, hemos revisado la bibliografia
nacional e internacional. En el Primer informe de Avance se presentd un escrito que
contenia una revision y analisis de la informacion existente, en este informe se presenta
¢l mismo escrito actualizado a la fecha (ANEXO 1). Para el cumphimiento del segundo y
tercer objetivo especifico se ha desarrollado la metodologia de trabajo de la propuesta

técnica.



ANTECEDENTES

Piscirickettsiosis (PRD), Septicemia Rickettsial Salmonidea (SRS), Sindrome del
Salmon coho (CSS) y Enfermedad de Huito son diferentes denominaciones que se han
utilizado para definir una infeccion sistémica causada por un organismo tipo rickettsial
que afecta preferentemente a los cultivos de salmonidos en el sur de Chile, una vez que
son traspasados al agua de mar. El agente causal de csta enfermedad epizoodtica fue
detectado por primera vez en forma epidémica en 1989 (Bravo y Campos, 1989), fecha
desde la cual ha causado importantes mortalidades en los cultivos en fase de engorde.
Las especies mas afectadas son salmon coho (Oncorhynchus kisutch), trucha arcoiris
(Oncorhynchus mykiss), y salmon del Atlantico (Sa/mo salar), en orden de
susceptibilidad, aunque también afecta a otras especies salmonideas de menor impacto

comercial Fryer y Lannan, 1996).

En un corto periodo esta condicion ha tenido un cfecto dramitico en la acuicultura
chilena. En abril de 1989, cuatro pisciculturas se vieron atectadas por el SRS y un afio
mas tarde, aumentaban a 32 las granjas afectadas. Las mortalidades mensuales oscilan
entre 1 a 20%, pero pueden alcanzar el 40%. El promedio de pérdidas acumulativas es
de 60% pero en algunos sitios puede exceder el 90%. Las pérdidas econdmicas en 1995
atribuidas a esta patologia ascicnden a veinte millones de dolares en este sector

productivo.

Posteriormente a su descripcion en Chile, patologfas similares han sido
observadas en otras regiones geograficas tales como Norucga (Olsen et al., 1993),
Irlanda (Rodger y Drinan, 1993), Canada (Evelyn, 1992) y Taiwan (Chemn y Chao,
1994). Aunque las lesiones y sintomatologia observadas son similares a las encontradas
en Chile, los porcentajes de mortalidad son mucho mas bajos. Aparentemente, existirian
ciertas condicioncs ambicntales que favorecerian la patogenicidad del microorganisimo

en Jos cultivos del sur de Chile. Actualmente se acepta sin discusion que la enfermedad



es causada por un patogeno intracelular obligado de reciente clasificacion y decnominado

como Piscirickeltsia salmonis gen. nov. sp. nov. (Fryer et al, 1992).

La quimioterapia no ha sido un medio efcctivo para controlar la enfermedad, y los
ensayos de vacunacién cxperimentales con bacterinas aplicados en Chile han dado

resultados negativos en la prevencion de la patologia (Smith y col, 1996).

A pesar del corto tiempo de aparicién de la enfermedad, existe bastante bibliografia
al respecto. Sin embargo, la mayoria de las investigaciones reportadas en la literatura se
han centrado en la descripcion de la patologia y en el desarrollo de técnicas basicas de
diagnostico; existiendo muy poca informacion referente a la caracterizacion del agente
causal y/o de los mecanismos de virulencia que este utiliza para desencadenar la
enfermedad. Tampoco se ha profundizado en la respuesta del hospedador frente al
patogeno, situacion que probablemente se deba a la dificultad que involucra el crecer el
microorganismo, que es un parasito intracelular, solamente en c¢lulas de peces
cultivadas “in vitro” , situacion que limita no solo la cantidad que de €l se obtiene, sino
también la estimacion dcl potencial infectivo que cada aislado pueda presentar “in

vivo™.




METODOLOGIA DE TRABAJO.

|. Obtencion de las muestras

Las muestras de tejido se obtuvieron de higado, rifion y bazo de cada pez a estudiar.
Estos Organos se colocaron en forma conjunta en buffer HN (Hepes 20 mM, NaCl
500mM, NaEDTA SmM, PMSF 1mM, pH 7,5) mas glicerol al 10 %, se utilizd este
tampon de alta fuerza ionica con el objetivo de mantener las bacterias en un medio
similar al agua de mar y asi mantener la integridad estructural del agente aislado a partir
de organismos provenicntes de jaulas. Las muestras fueron congcladas para ser enviadas
desde los Centros de Cultivo en la X Region, al laboratorio base en la Universidad

Catolica de Valparaiso.

De cada pez, se obtuvicron paralelamente muestras de sangre por puncion de la vena
caudal, de un volumen de 4 ml de sangre total por cada uno. Durante el desarrollo del

proyecto se intentaron tres alternativas para la obtencion de sueros:

1. Enviar la sangre heparinizada para scr procesada en Valparaiso
2. Enviar la sangre con EDTA para ser procesada cn Valparaiso
3. Guardar la sangre con EDTA o heparina pero procesarla en Puerto Montt

4. Enviar la sangre total sin anticoagulante.

Debido a los inconvenientes del traslado (alta temperatura, moviumiento y tiempo) la
alternativa mas adecuada fue guardar la sangre inmediatamente después de extraida en
tubos con EDTA y procesarla para la obtencion de sueros lo antes posible en Puerto
Montt, evitando mandar la sangre completa, ya que este procedimiento produjo lisis de
los eritrocitos, haciendo las muestras inutilizables. Los sueros fueron colocados en
alicuotas en tubos estériles y guardados también a -20 °C, hasta ser enviados a nuestro

Laboratorio.




2. Procesamicnto de las muestras

La purificacion de Piscirickettsia salmonis sc realizo en principio de acuerdo al
protocolo propuesto por Marshall (1994), con algunas modificaciones posteriores para
su optimizacion. La purificacion de las bacterias se basa fundamentalmente en la
centrifugacion diferencial de fraccioncs subcelulares de extractos de tejido sometidas a
pgradientes continuas y discontinuas dc diferentes polimeros (ficol, sacarosa y

rinografina), las que permiten resolver ya sea por densidad u osmolaridad.

Los procedimientos ensayados para la purificacion del agente a partir de 6rganos

infectados fueron los siguientes:

Los 6rganos son lavados profusamente con tampon HN suplementado con Triton X-
100 al 1%, los organos son pesados y luego homogenizados en un Omni-mixer en una
relacion de 5 veces el volimen de buffer por gramo de peso himedo de muestra. [l
homogenado se filtra y se centrifuga a 3500 xg durante 30 min a 4°C. El pellet que
contiene las rickettsia se lava en buffer FN (3500 xg durante 30 min a 4°C) para
climinar el detergente y se homogeniza en [orma manual para depositarlo sobre un
colchén de sacarosa al 15 % en buffer HN a 3200 xg, 30 min a 4°C. El pellet obtenido
se resuspende en buffer HN y se centrifuga nuevamente sobre un colchon de sacarosa,

ahora a 50% en buffer HN, y se centrifuga a 3200 xg, 30 min, 4°C.

Las rickettsias se recuperan concentradas en la interfase, la que sc colecta y diluye
con buffer HN, y se centrifuga a 5000xg por 30 min a 4°C. El pellet es resuspendido en
buffer HN y se deposita en una gradiente de densidad discontinua (4, 21, 28% de Ficoll;
Sacarosa 50%-Ficol 10% o Renografina 14, 21 y 28% en tampon HN) (Le Gall y col,
1991) y centrifugadas a equilibrio a 300000 xg por 30 min a 4°C.

La interfase que contiene las rickettsias se recupera y se diluye con a lo menos 5
volimenes de HN y se centrifuga a 50000 xg por 30 min a 4°C. El pellet se resuspende

b



en buffer PBS y se analiza mediante microscopia Optica para determinar el grado de
purecza de los microorganismos en la fraccidon enriquecida y se determina su

concentracion proteica segun ¢l método de Bradford (1989).

3. Observacion microscopica de Piscirickettsia salmonis

De cada fraccion obtenida durante el procesamiento descrito en el punto 2, se hizo
en forma paralela tinciones Gram y Giemsa (Manual of Methods for General
Bacteriology, 1990) para la observacion comparativa del enriquecimiento de bacierias
en los distintos pasos de la purificacion. Estas observaciones se complementaron con Ja

tincion de Naranja de Acridina (Lannan & Fryer, 1991).

4. Identificacion de Piscirickettsia salmonis por inmunofluorescencia indirecta

Para la observacion mas especifica de las bacterias se realizo la tincion de
inmunofluorescencia (IFAT) con una dilucion de 1/1000 en PBS 0.01 M del anticuerpo
anti-piscirickettsia obtenido de conejo (Lannan et al., 1991). También se realizd un
ensayo de inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo monoclonal de ratén dirigido

contra una bacteria tipo rickettsia aislada de Ostidn

5. Caracterizacion vy purificacion de antigenos

5.1 Extraccién diferencial de componentes hidrofobicos

Basados en el trabajo de Sanchez-Ferrer y colaboradores (1994) hemos adaptaclo el

siguiente procedimiento para nuestro agente de interés.

Los organos son lavados profusamente con tampon HN, los 6rganos son pesados y
luego homogenizados en un Omni-mixer en una relacion de 5 veces el volumen dc

6




buffer por gramo de peso hiimedo de muestra. El homogenado se filtra y se centrifuga a
3500 xg durante 30 min a 4°C. El pellet que contiene las rickettsias se homogeniza en
forma manual y una fraccion (P1) (1mg proteina/ml muestra) se combina con 2% Triton
X-114 en la proporcion 5:1 (detergente : protcina) y se incuba a 0°C hasta observar
turbidez o precipitado blanco. Se centrifuga a 58000 xg por 20 min a 0°C. El pellet
resultante P2 se descarta, ya que es la fraccion de detergente insoluble rica en
fosfolipidos. El sobrenadante S2 se coloca sobre un colchén de 0.25 M sacarosa con 0.5
% Triton X-114. Se incuba 10 min a 30 °C y posteriormente se centrifuga 5 min a 2500

xg (6000 rpm ultracentrifuga Beckman) a 30 °C.

Se obtuvieron tres {ases. a) una fase superior S3 , sobrenadante rico en proternas
solubles, b) fase intermedia, de sacarosa c¢) una fase inferior P3, rica en detergente y
proteinas integrales. Las fascs P3 y S3 se dializan en PBS 0.01 My luego se determina

el contenido proteico de cada fraccion segun el método de Bradford (1989).

5.2 Analisis proteico en geles de poliacrilamida SDS-PAGE (Laemmii, 1970)

A las interfases obtenidas de la purificacion (Punto 2) se les examino su perfil
proteico en SDS-PAGE (tamafio normal y minigeles), luego de cuantificar el contenido
protcico segiin Bradford. Se usd como control positivo una cepa de piscirickettsia
conocida, la EM-90, donacion generosa del Sr. Enrique Madrid, Marnine Harvest, Puerto
Montt. El procedimiento s¢ aplicé a las fracciones obtenidas antcs y después del

tratamiento con Triton X-114 para {ines comparativos.

Los geles fueron tefiidos indistintamente con Azul de Coomasie o bien con la

Tincion con nitrato de plata para visualizar proteinas (Blum y col, 1987).



53 Deteccion del componenete lipopolisacaridico (LPS)

Para la extraccion de los LPS se siguié basicamente la metodologia descrita por
Hitchcock y Brown (1983). Las muestras tratadas con Triton X-100 resuspendidas en
tampdn de muestra se calentaron en un bafio a 100°C durante 10 min. Posteriormente se
incubaron con una solucién de Proteinasa K (2,5 mg/ml) preparada en tampédn de

muestra durante 1 h a 60°C.

Las muestras de LPS se analizaron en geles de poliacrilamida-SDS como se
describi6 en el punto 5.2 para proteinas y posteriormente se visualizaron utilizando la
tincion de plata para LPS descrita por Tsai y Frasch (1982). Como patrones se usaron

LPS liofilizados de ~scherichia coliy Salmonella minesota RS (Sigma).
El componente estructural especifico de la region “core” del LPS, KDO (2 ccto-3-
deoxioctonato) se determind cualitativamente siguiendo la técnica descrita por

Waravdekar y Saslaw (1959).

5.4 Deteccion de polipéptidos y LPS del patogeno por Western-Blot

Una vez separados cn geles de poliacrilamida-SDS, los polipéptidos y
lipopolisacaridos fueron transferidos a membranas de nylon (0.22 um) mediante
exposicion a un campo eléctrico a 200 mA durante 30 min ¢n tampon de transferencia,
para inmediatamente después realizar la deteccion inmunologica de doble sandwich
utilizando suero anti- piscirickettsia salmonis de conejo como primer anticuerpo y cl
conjugado anti-IlgG de conejo-HRP como segundo, para revelar la reaccion
colorimétrica potencial con el sustrato para la enzima HRP (peroxidasa de rabano)

segun las indicaciones del fabricante.
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5.5. Revelado de Inmunoblots con Peroxidasa de Rébano.

La membrana se lava con buffer PBS en presencia de 0.05 % de Tween 20,
secguido de dos lavados de 15 minutos cada uno en buffer PBS sin detergente. Mientras
tanto, se prepara la solucidon dc revelado fresca quc consiste en 60 mg de
Diaminobenzidina disuelta en 20 ml de Metanol absoluto frio, que una vez en solucion
se afora a 100 ml con PBS. Inmediatamente antes de sumergir la membrana, se agregan
60 microlitros de una solucion fria al 30% de H,0, la que actia catalizando la reaccion.
La reaccion se detiene removiendo Ja membrana de la solucion de revelado y lavando

profusamente con agua desionizada.

5.6. Deteccion de glicoproteinas en geles por Concanavalina A marcada con

Isotiocianato de Fluoresceina (ConA-FITC).

Un gel Laemmli-SDS de 10% sometido a electroforesis hasta que el marcador de
movilidad (Azul de Bromofcnol) alcance el borde inferior del gel, es fijado en una
solucion 50% Metanol durante 30 minutos. Lucgo el gel es sumergido en 500 ml de
buffer de estabilizacion (0.05 M Tris, 0.1 M NaCl, 1.0 mM CaCl, Una vez ajustado a
pH 7.0, se agrega MnCl,; a una concentracion final de 1.0 mM) durante 6 horas. Una
vez transcurrido este tiempo el gel es transferido a una solucion fresca del mismo buffer
conteniendo la lectina Concanavalina A marcada con Isotiocianato de fluoresceina a una
concentracion final de 1.0 mg/ml, ¢ incubado durante 4 horas con agitacion suave. El gel
es lavado en el buffer de estabilizacion (4 veces de 15 minutos cada uno), y luego
observado en un transiluminador a 250 nandmetros. La fluorescencia solo debera
asociarsc a moléculas que contengan radicales carbohidratados reconocidos por la
lectina. Para optimizar la resolucion de la fluorescencia, se sumerge el gel en 50%
Metanol, y se observa al transiluminador después de 15 minutos de agitacion suave. Para
incrementar aiin mas la sciial, el gel en 50% Metanol ¢s transferido a un contenedor con
una solucion 100% Metanol, y luego de 15 minutos se observa nuevamente al

transiluminador,



5.7. Inmunoprecipitacién de proteinas del patogeno desde extractos crudos.

Tomando una concentraciéon standar de extracto crudo (1.0 mg/ml), en un
volumen de 0.5 ml, en presencia de los inhibidores de proteasa fenilmetilsulfonilflururo,
aprotinina, leupeptina y pepstatina, a una concentracion final de 1.0 mM, y 1.0 ug/ml
para las tres Ultimas, en buffer C (50 mM Tris.HCI, pH 7.4, 150 mM NaCl, 5 mM
EDTA, 0.5 % Nonidet P-40, 0.5 % Deoxicolato de Sodio, y 0.1 % SDS) y en presencia
de 1 ug/ml de BSA como transportador A la mezcla se agregan lug de anticuerpo
policlonal en conejo anti-Piscirickettsia salmonis. Sc incuba con rotacion a 4°C por 1
hora y se le agregan 100 ul de una solucion de Proteina A (0.1 mg/ml) y se incuba con
rotacion a 4°C por 1 hora. posteriormente se centrifuga a 10,000xg por 30 segundos y se
lava el pellet 4 veces con buffer C. El pellet se resuspende en buffer Laemmli, para

resolver las proteinas inmunoprecipitadas por geles PAGE-SDS.

6. Purificacion de Inmunoglobulinas Séricas de Sangre.

El método utilizado y estandarizado en nuestro laboratorio fue el siguiente: La
sangre recolectada (1-5 ml por pez) en tubos ad hoc conteniendo 0.13 M EDTA como
anticoagulante, fueron mantenidos en hielo hasta llegar a un centro de procesamiento
donde fueron centrifugados a 2,000xg por 10 minutos para separar el conponente
celular del suero. Este altimo, fue expuesto con agitacion constante a una solucion
sobresaturada de Sulfato de Amonio, la que fue agregada gota a gota en frio, de acuerdo
a la siguente relacion: 0,66 ml de solucién saturada por ml de suero. Despucs de 1 hora
en hielo, se centrifuga a 10,000xg para rccuperar el pellet de proteinas, el que se

resuspende en 0.5 x el volumen inicial en buffer PBS (pH 7.0).

61 Remocién del Sulfato de Amonio por Columnas de Exclusion.

El pellet conteniendo la fraccion Inmunoglobulinica se somete a desalinizacidn

mediante columnas preformadas de Sephadex G-50. Estas se preforman de la siguiente
10
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manera; 10 grs de Sephadex G-50 se hidratan toda la noche en 100 ml de 50 mM Tris
(pH 7.5). Como columnas se utilizan puntas de pipetas desechables de 10 ml en una
relacion de volumen de columna : volumen de muestra = 10 : 1, lo que significa que
cada columna es preparada individualmente para cada muestra. Las columnas
empaquetadas se mantienen hiimedas con parafilm en la punta, €l que es removido al
momento de usarlas sometiéndolas a centrifugacion a 1,000xg por 1 minuto, ¢
inmediatamente la muestra es depositada sobre la columna, repitiendo la centrifugacion
por un periodo de 2 minutos. La sal queda retenida en la columna y la fraccion
inmunoglobulinica se recupera, se cuantifica en su contenido proteico por el método de
Bradford y se congela a -70° C hasta su uso. Alternativamente, y con 15 de las 100
muestras de suero procesadas, se hizo en paralelo el proceso de desalinizacion utilizando
los “Microcentrifuge Filters” de corte de Peso Molecular 30,000 de Sigma Laboratories

(USA), usando las especificaciones descritas por dicha compaiiia.

7. Obtencion de anticuerpos policlonales monoespecificos

La generacion de anticuerpos policlonales monoespecificos se realizé mediante la
inmunizacién de ratones cepa CF-1 de 30 gr de peso, siguiendo basicamente la
metodologia descrita por Cevenini y colaboradores (1991). Como antigenos se
emplearon los extractos purificados de /. salmonis, obtenidos a partir de organos de
peces con diagnostico de Piscirickettsiosis. También se inmunizaron ratones con una
preparacion antigénica del aislado de . salmonis EM-90 obtenida a partir de un cultivo

celular.

Las muestras resuspendidas en PBS con formaldehido al 0,2% se emulsionaron con
Adyuvante completo de Freund y se inyectaron intraperitonealmentc los dias 0, 7, 14 y
21 .El dia 6 los ratones fueron tratados con Pristan para inducir la formacién de tumores
asciticos. El protocolo deinmunizacion estd claramente explicitado en la Tabla 2. El

liquido ascitico fue colectado por parecentesis peritoneal. El liquido que contenia los

anticuerpos fueron desalinizados y mantenidos a -20°C hasta su uso.
11




Las soluciones de anticuerpo fueron probadas con los antigenos homologos y
heterologos mediante la técnica de Dot-Blot, ademas se analizaron en geles de
poliacrilamida -SDS y mediante Western Blot utilizando como anticuerpo anti [gG de

raton (molécula completa).

8. Desarrollo e implementacion de una metodologia para aplicar la técnica de PCR

(Polymerase Chain Reaction) a muestras minimas de tejidos o sueros.

Este método desarrollado por Sergio Marshall y colaboradores y consiste en lo
siguiente: El protocolo estd disefiado para realizarlo en tubos Eppendorf de 1.5 ml, y con
no mas de 15 mg de tejido o pellet seco 6 100 microlitros de suero.

Composicion del buffer de extraccion de DNA: 50 mM Tris pH 9.0, 0.75 M Sacarosa,
400 mM NaCl, 20 mM EDTA.

En forma separada se ticne :

Solucién fresca de Lisozima 5 mg/ml - Solucion de 10% SDS - Proteinasa K a 50 mg/ml
- Fenol:Cloroformo:Alcohol isoamilico= 25:24:1 (P:C:1) - 3 M Na Acetato pH 5.4 - 100

% Etanol - 70% Etanol preparado {resco con agua desionizada.

8.1. Tratamiento con lisozima para abrir las bacterias.

Agregar lisozima a cada muestra a una concentracién final de 0.5 mg/ml e incubar a

37°C por 45 minutos, con agitacion violenta cada 15 minutos.

8.2. Lisis total por detergente (SDS) v degradacion proteica (Proteinasa K).

Se agrega SDS a una concentracion final de 0.1 % y sc agita vigorosamente para su
distribucién uniforme en la muestra. Se agrega inmediatamente Proteinasa K a una
concentracion final de 0.5 mg/ml, se distribuye uniformemente en la muestra problema

con agitacion y se incuba a 58°C por 1 hora con agitacion cada 15 minutos.
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8.3. Extraccion con P:C:I para la obtencion de DNA.,

Se agrega 1 volumen de P:C:], se agita violentamente por 3 minutos y se centrifuga
en microcentrifuga por 15 segundos a 14,000xg. Se saca la fase superior que contiene el
DNA y se descarta la fase inferior organica. Se somete a una nueva extraccion con P:C:I

y luego de centrifugar, cutdadosamente sc recuperan 2/3 de la fase acuosa.

8.4. Precipitacion de DNA con alcohol.

A la fase acuosa recuperada se agrega Na Acetato a una concentracion final de 0.19
M, y se agrega a la mezcla 1 volumen de alcohol absoluto frio. Se mezcla bien para
precipitar ¢l DNA de alto peso molecular y s¢ mantiene a -20°C  a lo menos 1 hora.
Luego, se centrifuga a 14,000xg en una microcentrifuga por 35 minutos, el pellet se lava
con 70% Etanol dos veces, y se resuspende en un volumen minimo de agua desionizada
estéril y se determina la concentracion a 260 nandémetros por medio de un DNA Gene

Quant determinator (Pharmacia, Suecia)

8.5 Diseiio de Iniciadores para PCR:

Se diseflaron iniciadores especificos contra la region de DNA ribosomal de P.
salmonis, para amplificar fragmentoos de tamafios bien definidos. Se espcraban

fragmentos de 93, 183, 284, 305 o0 375 pares de bases respectivamente.

8.6 Amplificacion por PCR.

Se utilizd un procedimiento standar, con 30 ciclos, de acuerdo a Orrego y col.

(comunicacion personal)




9. Construccion de sondas liposomales

9.1 Preparacion de las muestras

Las muestras de lipidos y de lipopolisacaridos (LPS) se preparan en una relacion de
concentracion molar de 50:1 y en una proporcion de volimen de 10:1 respectivamente,
de acuerdo a métodos de preparacion de liposomas estandarizados en nuestra

Universidad (Sotomayor, 1997).

Las muestras de LPS utilizadas proceden de muestras de organos de peces infectados de

diferentes especies de salmonideos correspondientes a Salmon coho y Trucha arcoiris.
De esta manera se prepara una solucién de fosfatidilcolina 0.5 mM (Sigma Chemical
Co.) en 1.0 ml de cloroformo Uvasol (Merck). La muestra de LPS se utiliza a una

concentracién de 0.01 mM en 100ul de etanol Uvasol (Merck).

9.2 Obtencion de Liposomas

En tubos de vidrio previamente lavados con HNO; se mezcla [.0 ml de fosfatidilcolina
0.5 mM en cloroformo con 100ul de LPS 0.1 mM en etanol y se secan bajo corriente de
N,. Luego se mantiene a vacio durante 2 horas y se resuspende en 1.0 ml de tampon

HEPES 10 mM pH 7.4 con 145 mM NaCl en H,O Omnisolv HPLC Merck.

Se realizan 5 ciclos alternados de 3 min cada uno de agitacion en vortex seguido por
incubacién en bafio de agua a 30°C, para la obtencion de liposomas con LPS

incorporado,

Con la finalidad de separar los liposomas del LPS no incorporado la muestra se

centrifuga a 100.000xg durante 1 h a 4°C, recuperandose ¢l pellet de liposomas.
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Alternativamente la muestra se puede filtrar por extrusor, utilizando filtros de
policarbonato (Nucleopore) de diametro de poro definidos segun el tamafio de

liposomas que se deseen obtener.

10. Evaluacion de Liposomas

10.1. Microscopia de luz

Los liposomas sedimentados previamente por centrifugacion y resuspendidos en 100pl
de tampdn se observan en microscopio de luz, utilizando campo claro con la finalidad

de verificar su formacién y evaluar los tamafios obtenidos.

10.2. Analisis por Dot Blot

La incorporacion de LPS en la monocapa cxterna de la matriz lipidica de liposomas
recuperados por centrifugacion se verifica por analisis de dot blot utilizando anticuerpos

policlonales anti-Piscirikettsia sulmonis obtenidos en conejo.

Basicamente, 1 pl de cada muestra se depositan en una membrana de nitrocelulosa
(Amersham), se seca bajo corriente de aire caliente y s¢ deja en estufa a 80°C durante 30
min. Luego la membrana se incuba con BSA 3% - PBS pH 7.2 durante 12 hr a
temperatura ambiente. Como primer anticuerpo se¢ utiliza [gG anti-LPS en una dilucion
de 1/250 en BSA 3%-PBS pH 7.2 durante 1 hr a 37°C. Posteriormente la membrana se
lava 3 veces con PBS durante 20 min cada ciclo. Para reconocer y revelar las uniones
especificas del anticuerpo con el LPS presente en la muestra, la membrana se incuba
con 0.2 pg/ml de proteinaA ligada a HRP (Sigma Chemical Co) durante 1 hr a 37°C. La
actividad enzimatica de peroxidasa sc revela con DAB y NiCl, (Harlow y Lane,1988).
También se ensayan las fracciones sobrenadantes correspondientes a cada muestra de
liposomas precipitados por centrifugacién. Como control positivo se utilizan las
muestras de LPS utilizadas en la preparacion de liposomas. Como control negativo se
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emplean liposomas preparados en ausencia de LPS, como también lipopolisacaridos
procedentes de Escherichia coli'y las siguientes muestras de lipidos comerciales (Sigma
Chemical Co.): fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, fosfatidilcolina, esfingomielina,

fosfatidilserina y 4acido fosfatidico.




RESULTADOS

1. Obtencion de muestras

A pesar de haber recibido sobre 400 muestras, algunas de ellas no llegaron a
nuestro laboratorio en Valparaiso ¢n condiciones adecuadas pero igualmente fueron
procesadas y algunas de ellas tuvieron que ser descartadas por un grado significativo de
protedlisis. Se han procesado 272 muestras confiables de organos (higado, rifion y bazo)
y sueros (individuos sanos y enfermos) de smolts, adultos y reproductores de Salmon
coho (Oncorhynchus kisutch) y Salmoén del Atlantico (Sa/mo salar L) y de juveniles,
adultos y reproductores de Trucha arcoiris (Oncorhyncus mykiss), como se indica en la

Tabla 1 (Anexo 2)

2. Purificacion y caracterizacion de antigenos de I’ salmonis

El procedimiento utilizado, disefiado e¢n nuestro laboratorio, permite una
purificacion bastante adecuada de las bacterias. De las alternativas probadas (Gradientes
de sacarosa, gradientes de ficol, gradientes mixtas de ficol-sacarosa y gradientes de
rinografina), las gradientes discontinua de ficol, a pesar de tener un grado de resolucion
alto comparativamnete entrega una menor cantidad de bacterias, y por esa razon se
descartd. Adoptamos por lo tanto, lo que dio los mejores resultados tanto desde el punto
de vista cualitativo como cuantitativo, y ello fuc ¢l uso de gradientes discontinuas de
Sacarosa-Ficol y de gradientes discontinuas de Rinografina. Con estas altimas se
obticne una interfase entre las concentraciones 21 y 28 % con casi nula contaminacion

de tejidos y pigmentos (Figura 1). El protocolo definitivo es el siguiente:

Tejido en buffer HN - Homogenizacién en Ommimixer con tres ciclos de 1 minuto a
maxima velocidad - Filtrado por nylon (mesh 50um) - Clarificacién del homogenado.a
1,000xg por 3 minutos -Centrifugacion del sobrenadante a 3,600xg por 30 minutos -
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Resuspension del pellet en buffer HN y homogenizacion manual (Potter) con 10 golpes
de émbolo - Separacion en colchon de sacarosa al 15% en buffer HN por centrifugacion
a 3,600xg por 30 minutos - resuspension del pellet en buffer HN y separacién en
colchén de sacarosa al 50% en buffer FIN por centrifugacion a 3,600xg por 30 minutos
- resuspension del pellet en buffer HN y depositarlo en gradiente discontinua mixta de
10 % Ficol 50% sacarosacentrifugando a 27,000xg por 1 hora. Las rickettsias quedan en
la interfase, las que se recuperan y lavan profusamente en buffer HN con
centrifugaciones a 3,600xg por 30 minutos. El pellet del ultimo lavado se resuspende en
volumen minimo de buffer HN y se deposita en una gradiente discontinua de 4-21-28%
de Rinografina en buffer HN y se centrifuga a 27,000xg por | hora. Las bacterias
purificadas se obtienen en la interfase 21-28%, las que se recuperan libres de
contaminantes (1/3 de la banda-region central-flecha figura 1) y despues de lavados
sucesivos se resuspenden en volumen minimo de buffer HN para su cuantificacion y

Uso..

Durante los diferentes pasos del protocolo de purificacion de Pisciricketisia
salmonis, las bacterias se detectaron en las diferentes fracciones mediante el examen al
microscopio de preparaciones tefiidas con Naranja de Acridina (FIG). Con esta tincion
las bacterias solas o en agrupaciones aparecian fluorescentes y claramente diferenciables
del background oscuro. La Figura 2A muestra el resultado de la tincion de la iterfase de
una muestra de coho. La Figura 2B el control positivo de la cepa tipo EM-90. La Figura
3 muestra la tincion por inmunofluorescencia especifica usando el anticuerpo anti P.
salmonis generado en congjos como primer anticuerpo y un anti-conejo marcado con
fluoresceina como segundo anticuerpo (IFAT), confirmando la especificidad de  la

reaccion de naranja de acridina..

Para determinar si podrian existir diferencias en la concentracion del patégeno en
cada uno de los tres organos procesados por pez (higado, bazo y riiion), se hizo el
analisis y la purificacion de cada ¢rgano por separado.. A la vez, se analizé cada una de
las fracciones producto del procesamiento subcelular, para obtener un perfil proteico
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comparativo. Se usaron especimenes de coho y de trucha enfermos y un control sano
(Figuras 4y 5).

Para la caracterizacion de los componentes estructurales polipéptidicos de P.
salmonis hemos usado referencialmente las interfases parcialmente purificadas como
base del analisis comparativo, dado que esta fraccion aparece relativamente pura a
microscopia optica y con un claro perfil polipeptidico cuando estos se comparan con el
perfil de la cepa tipo crecida “in vitro” (Figura 6). Estos perfiles fueron similares a los
observados cuando se hizo una extraccion diferencial de los extractos para enriquecerlos
en componentes hidrofébicos. Para hacer el analisis comparativo vélido, la Tabla 4
muestra la concentracion proteica de las diferentes fracciones obtenidas mediante la
solubilizacion  con el detergente Triton X-114, instrumento discriminador de

hidrofobicidad.

la caracterizacion del componente lipopolisacarido (LPS) de . salmonis, de
caracter netamente hidrofobico, se realizo a partir de las muestras de peces enfermos y
sanos después de ser solubilizadas con Triton X-114. Las Figuras 7 y 8 muestran Ja
electroforesis en geles de poliacrilamida al 12% de los homogenados tefiido con nitrato
de plata para LPS; las muestras de LPS de salmon coho enfermo, trucha enferma y el
control positivo EM-90 presentan bandas de bajo peso molecular, menor a 14 Kd (flecha
en las figuras), lo que indica que estas moleculas podrian representar un lipopolisacarido
del tipo R, si se compara con el LPS correspondientes a Salmonelia minnesota R5 (carril

b) que los posee de éste tipo..

Para verificar que la presencia del componente de bajo peso molecular correspondia
verdaderamente a un LPS, se realizo la prueba del 4cido tiobarbitlrico que detecta
especificamente el componente del KDO, molécula exclusiva de los lipopolisacaridos.
Cualitativamente detectamos el KDO en muestras provenientes de peces enfermos y en
el control positivo (E. coli), sin que se detectara reaccion colorimétrica visible en
muestras provenientes de individuos sanos (datos no mostrados). Para reconfirmar. la

presencia del LPS en nuestras muestras, se resolvieron en un gel de 20% despucs de
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tratamiento con Proteinasa K, como se muestra en la Figura 9. Ademds también se
observé en los geles la aparicion de una banda proteica (Figura 10, flecha) en las
muestras de los tres tipos de peces enfermos analizados ~despucs de la solubilizacion
con Triton -114: salmon salar, salmén coho y trucha arcoiris coincidiendo con la banda

en el control P. salmonis EM-90.

Otra mancra de comprobar la presencia del LPS en la muestras y verificar su
potencialidad inmunogénica del mismo, fue correr genes paralelos de 10 % de
poliacrilamida y uno de ellos tratarlo con Con-FITC que solo reconoce radicales
carbohidratados presentes en ¢l LPS, y el otro someterlo a Western blot y revelarlo con
el anticuerpo policlonal de conejo anti Piscirickettsia como primer anticuerpo (Figuras

11 Ay B respectivamente).

El anélisis por Western blot de las muestras de lipopolisacaridos después de
tratadas con Proteinasa K y separados cn un gel 12%, ratifica su especificidad y su
potencialidad inmunogénico, como lo demuestra la Figura 12. En la Figura I3 se
muestra en el Western blot, ademas de la especificidad inmunogenica de los LPS para
salmon salar y trucha arco iris, la reaccion de la proteina observada en la F igura 10 con

el anticuerpo policlonal de congjo anti-P. salmonis en todas las muestras analizadas.

El analisis antigénico de las proteinas de P. salmonis se realizd utilizando
fracciones purificadas post ficol-sacarosa resueltas en geles de poliacrilamida al 10% ¢
incubadas con el anticuerpo policlonal de conejo, que como es sabido fue generado
usando la cepa control EM-90 como inductora. La Figura 14 muestra, como era de
esperar, la fuerte reaccion de la cepa de referencia (carril i), donde destacan una
proteina de alrededor de 30-40 Kd de peso molecular (flecha simple) y muy fuertemente
el LPS (doble flecha). Como se puede observar, las proteinas de las bacterias aisladas
provenientes de peces infectados NO reaccionan tan eficicntemente contra el anticuerpo
de conejo, excepto con el LPS que nuevamente aparece como un buen inmunogeno,
independiente del origen y especie analizada. Repetidos ensayos han demostrado muy
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poca reactividad de las proteinas presentes cn las fracciones semipurificadas con el

suero de conejo anti P. salmonis. Por otra parte la baja o nula potencialidad
inmunogénica de las proteinas de los aislados naturales de Piscirickettsia salmonis
queda claramente demostrado al realizar Western blots con las mismas muestras
analizadas en la Figura 14, pero incubadas con inmunoglobulinas obtenidas de peces
infectados, como se observa en las Figuras 15 incubada con suero de salmon coho como
primer anticuerpo, Figura 16 con suero de trucha y Figura 17 con suero de salar. Solo el
suero de coho (Figura 15) reconoce bien la proteina de 50 Kd (flecha) y el LPS (doble
flecha ) de la cepa tipo (carril i), pero no asi las de muestras de peces infectados (carriles
a - h), aunque en todas estas ultimas hay un claro reconocimiento del LPS, que aparcce
como el mejor inmunogeno. El suero de trucha (Figura 16), parccicra reconocer aunque
muy debilmente la proteina de 50 Kd de la cepa tipo (carril 1), pero no la de las muestras
de campo, aunque en ellas si reconoce muy bien cl LPS asi como el de la cepa tipo. El
suero de salar (Figura 17), solo reacciona y debilmente con el LPS tanto de la cepa tipo

como de las muestras de peces infectados (doble flecha).

Como una manera de comprobar el reconocimiento del anticuerpo policlonal
anti-Piscirickettsia generado en concjo, sobre las muestras del agente patogeno presente
en aislados naturales, procedimos a efectuar inmunoprecipitaciones de extractos crudos
de peces infectados, usando el anticuerpo de conejo como el primero, y la Proteina A de
Staphylococcus aureus como el segundo anticuerpo. Las muestras tratadas y no tratadas
fueron resueltas en un gel de poliacrilamida al 12% y las proteinas visualizadas con
tincion de Nitrato de Plata. De haber reaccion, se esperaria que en las muestras tratadas
apareciera un enriquecimiento de la bacteria y con un claro predominio del LPS. Este es
el caso, como se observa claramente cn la Figura 18, donde ¢l LPS aparece como una

mancha clara con la tincion, indicado con una doble flecha, sin que aparezca en los

carriles b y ¢ que corresponden a un control de pez sano.




3. Purificacion de anticuerpos anti P. salmonis de suero de peces

La sangre obtenida de peces infectados y sanos fue separada por centrifugacion en
sus componentes celular y soluble, de los cuales cste altimo corresponde al suero. El
suero fue precipitado con Sulfato de Amonio para enriquecer en forma especifica en las
Inmunoglobulinas, las que fueron desalinizadas ya sea usando los Sigma Filters de corte
sobre 30 Kda de peso molecular o bien columnas preformadas en Sephadex G-50 para
ser luego cuantificadas por Bradford. La Tabla 5 muestra el analisis comparativo de los
contenidos de proteinas obtenidas de 15 muestras de sueros analizados en paralelo por
los dos métodos y de cuyo resultado se prefirio seguir, por su reproducibilidad, solo con
el método de separacion por Sephadex. La Tabla 6 muestra las concentraciones de los

100 sueros purificados y seleccionados.

4. Generacion de anticuerpos policlonales monoespecificos

La generacién de anticuerpos policlonales monoespecificos se ha realizado
inyectando en ratones las fracciones semipurificadas de aislados naturales de salmon
coho, salmon salar, trucha arcoiris y un aislado a partir de cultivo, la cepa P. salmonis
EM-90. La Figura 19 - I, muestra el perfil electroforético de los anticuerpos purificados
en un gel de 12% de poliacrilamida, donde se indican con flechas los dos conponentes
estructurales de las Inmunoglobulinas G esperadas. La Figura 19 - I, muestra el
resultado del mismo gel analizado por Western blot, donde especificamente se

reconocen las cadenas livianas y pesadas de las inmunoglobulinas de raton.

La Tabla 3 muestra el resumen de los resultados del ensayo de Dot Blot
demostrando la especificidad reactiva de los anticuerpos policlonales monoespecificos
productos de las inmunizaciones de ratones. Todos los anticuerpos presentan una alta
reactividad frente a su propio antigeno, excepto el aislado de Salar que no dio
Inmunoglobulinas reactivas. Lo mas importante es que ninguno reacciona con gl
complejo proteico Albimina de Suero Bovino, BSA, utilizado como control negativo.
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También se indican la existencia de algunas reacciones cruzadas aunque débiles de los

anticuerpos.

5 Analisis comparativo de los polipéptidos obtenidos

Los analisis por Western blots explicitados en el punto 2 de los resultados sugieren
que el LPS apareceria como ¢l mejor inmunogeno tanto para el suero de conejo anti /.
salmonis como para algunos sueros obtenidos de peces infectados. Sin embargo esto
necesita una comprobacién mas amplia. En la actualidad nos encontramos realizando el
catastro masivo con los 100 sueros seleccionados, purificados y cuantificados, lo que

nos permitira concluir en forma definitiva y sera parte del informe final del proyecto.

6 Deteccion de P. salmonis en sueros por la técnica de PCR.

Con el objeto de analizar la posibilidad de encontrar cantidades trazas del agente
patégeno tanto en mucstras pequefias de tejidos, pero esencialmente en sueros, para
poder generar una técnica rapida, masiva y confiable de diagnostico del agente quisimos
utilizar la técnica de PCR en ¢l desarrollo del proyecto. Procedimos a extraer DNA de
50 microlitros (ul) de suero de peces enfermos y sanos y usando iniciadores de la
polimerizacién especialmente disefiados para el DNA ribosomal de la cepa tipo,
amplificamos en forma selectiva el DNA del agente. Si éste se encontrara presente en
las muestras analizadas, tendria que dar fragmentos de DNA acordes al tamafio esperado
segn el o los iniciadores usados. Se utilizaron 4 pares de iniciadores diferentes que
debieran dar tamafios de amplificacion también diferentes pero tambicn muy exactos y
definidos. La Figura 20 muestra el resultado especifico de la amplificacion utilizando la
cepa tipo EM-90. Los carriles A, E y H ticnen los marcadores de peso molecular, de 100
en 100 nucleotidos. El carril B, es el control negativo con DNA de suero de un pez sano
donde sélo aparece la banda de los iniciadores al final del gel (mnarcado con una flccha).
Los carriles C, D, T, y G, muestran los 4 amplificados especificos correspondientes a la
respuesta esperada acorde a los pares de iniciadores utilizados. La Figura 21 muesira el
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resultado obtenido al usar un par de iniciadores para el DNA extraido de la cepa tipo y
de sueros de 5 muestras de peces infectados y 3 controles sanos. Los carriles A y K
corresponden a marcadores de peso molecular. Los carriles B a la cepa tipo EM-90, la C
y D a dos muestras de coho, los E'y T a dos muestras de Trucha, y el carril G. a una
muestra de salar enfermo.. Los carriles 11, [ y J, corresponden a muestras de controles
sanos de coho, trucha y salar, respcctivamente. Con esto queda claramente demostrada
la especificidad de la reaccion y la potencialidad ilimitada de la técnica que sera

discutida en mas detalle en el informe final.

7. Construccion de sondas liposomales.

Las sondas liposomales construidas con fosfatidilcolina y LPS procedente de
diferentes especimenes infectados de Salmén coho y de Trucha arcoiris s¢ muestran en
las Figuras 22A y 22B respectivamente. Se observan liposomas recuperados por
centrifugacion, los que presentan una morfologia muy similar y caracteristica de

vesiculas lipidicas con un rango de tamafios aproximadamente entre 100 pm y 200 pm.

El estudio por dot blot para la presencia dc LPS en los liposomas obtenidos por
centrifugacién se muestra en la Figura 23A. Se observa una reaccion positiva en todas
las muestras de liposomas analizadas (muestras 5-8). También se observa reaccion
positiva pero de menor intensidad en las fracciones sobrenadante 2 y 3, que corresponde
a la reaccion con el inmundgeno no se ha incorporado al liposoma y que permanece

por lo tanto en solucion.

La Figura 23B muestra los resultados del control negativo correspondiente a la muestra
de LPS de E. coli (muestra 1) y de los controles positivos correspondientes a muestras
de LPS procedentes de los diferentes especimenes de Salmon coho infectados (muestras
2 y 3) y de Trucha arcoiris (muestra 4), las cuales habian sido utilizadas anteriormente

en la preparacion de liposomas.
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Todas las muestras de lipidos comerciales utilizadas en el ensayo por dot blot dieron

resultados negativos.

25




ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

A pesar que las muestras de tejido fueron obtenidas y recuperadas de los
especimenes de campo segun metodologias precisas previamente establecidas y
acordadas con las empresas participantes, por falencias en el proceso de envio desde los
Centros a Puerto Montt y de alli a Valparaiso, algunas de ellas que venian sin congelar
resultaron tener un nivel de protedlisis significativo razén por lo cual no pudieron ser
consideradas en nuestro analisis final. Asi, se procesaron 272 muestras confiables de
mas de 400 recibidas, de todas maneras sobrepasando el numero propuesto por nosotros
al postular a la licitacion. Sin embargo, gran parte de las muestras de sangre recibidas
inicialmente de los centros de cultivo de la X Region, venian con lisis evidente del
componente celular sanguineo, razon por la cual la obtencion de las inmunoglobulinas
de la correspondiente fraccion sérica fue imposible. Es por ello que sélo 100 muestras
fueron recuperadas en forma Optimay que por ende nos perm iti6 hacer al analisis cuali

y cuantitativo de respuesta humoral inducida por el agente, intra e inter especies, y la

representatividad de ellas fue la siguiente: de salmon coho-enfermos el 41 %, y de sanos
el 37.2%; de salmon salar-enfermos ¢l 84.2% y de sanos el 80 %; de trucha enfermas el
34.6% y de sanas el 62.1%. Esta merma tan importante s¢ debio, a nuestro juicio, a una
mala aplicacion de la técnica de extraccion de sangre de cada pez. Esta situacion fue
comprobada en terreno y mejorada por la visita de parte del grupo de investigadores del
proyecto a las pisciculturas en cuestion donde tuvimos la precaucion de ensefiar al
personal de campo la manera correcta de procesar las muestras para poder hacer el
andlisis propuesto en el proyecto. La principal dificultad que no nos permitié ni siquiera
intentar analizar las muestras con lisis de los componentes celulares de la sangre, es que
ese proceso libera una gran cantidad de protcasas intracelulares que se sabe afectan en
forma significativa el nivel cuantitativo de anticuerpos presentes en Ja fraccién sérica, ¢l
sustrato que nosotros necesitamos intacta para hacer el anlisis cuali y cuantitativo de la
potencial respuesta inmune humoral inducida por el agente en cada pez enfermo y de

cada especie analizada. Mejoramos esta situacion a conformidad, lo que nos permitid
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conitar con un numero adecuado de muestras en este rubro, para sacar conclusiones

generales reproducibles y confiables.

Por otra parte los problemas iniciales que tuvimos que enfrentar para lograr una
adecuada resuspension de las muestras de tejidos e inmediatamente después su
homogenizacion para obtener ¢l fraccionamiento subcelular que nos permiti¢ purtficar
el agente, fueron resueltos a cabalidad y el protocolo final disefiado para tal efecto sc
detalla en la seccion Metodologia de este informe final. Independiente de ello, y con
ese problema solucionado, los resultados obtenidos inicialmente en la etapa de
purificacion de la Pisciricketisia. salmonis basada en la utilizacion de centrifugaciones
diferenciales isopicnicas con soluciones de matrices inertes de diferentes y conocidas
densidades (por ejemplo, sacarosa, percol o ficol), no fueron del todo satisfactorios, ya
que el analisis de las interfases provenientes de las distintas gradientes demostraban
siempre la presencia de una contaminacion con componentes tisulares del pez. Esto
teniamos que solucionarlo dado que necesitabamos el agente purificado al maximo para
no quedar con la interrogante si esta contgminacién, por pequeifia que fuera, no pudiera
tener alguna incidencia en la evaluacion inmunologica de respuesta humoral que luego
queriamos realizar usando la respuesta al agente inducida tanto en conejos como en
ratones para compararla con la respuesta natural que induce el agente en los peces
afectados. Afortunadamente logramos superar cste inconveniente al incluir la
Rinografina como matriz de sustento en la 0ltima purificacion por gradientes, la que
pracias a su osmolaridad diferencial permitid no solo resolver adecuadamente las
bacterias del tejido del pez, sino también limpiar la muestra de una gran cantidad dc
pigmentos que la contaminaban. Asi las gradientes de Rinografina constituyeron la
alternativa mas adecuada para la etapa final de la purificacion de las rickettsias, y por
ello la definimos como el mecanismo estandar de purificacion en nuestro estudio. La
interfase obtenida de éste tipo de gradientes cs la que se utilizo como fuente de

antigenos para la induccion de anticuerpos policlonales monoespecificos en ratones.



Aunque las técnicas de tincion Gram y Giemsa son utilizadas ampliamente en el
diagnostico y caracterizacion del agente causal de la Piscirickettsiosis en los centros de
cultivo, en este trabajo estas técnicas no han resultado del todo aplicables,
probablemente debido a quc el tampodn de alta fuerza idnica que tuvimos que utilizar en
el procesamiento de las muestras de tejido para conservar al maximo la integridad del
agente durante el fraccionamiento subcelular, aparentemente dificulta la diferenctacion
entre bacterias y tejido animal. Esta situacion pensamos se debe a que la alta
concentracion de NaCl que simula la constitucion del agua de mar, condicion en la cual
se sabe la bacteria es infectiva y por ende la asumimos integralmente intacta, también es
sabido que induce la formacion de abundantes microsomas con los restos membranosos
celulares provenientes del fraccionamiento, los que facilmente se confunden con
bacterias, generando asi falsos positivos. En este sentido, obtuvimos mejores resultados
utilizando las técnicas basadas en elementos fluorescentes como herramientas
discriminadoras. Asi, la tincidon con naranja de acridina y Ja técnica de
inmunofluorescencia indirecta (IFAT) producen un mayor contraste entre las rickettsias
y el tejido, donde los microsomas no interfieren. Aunque la tincion con Naranja de
Acridina ¢s mas simple y rapida, indudablemente la inmunotincion (IFAT) es la mas

especifica y la que adoptamos como técnica de rutina para realizar nuestros catastros.

En relacion a la evaluacion cuantitativa de las bacterias obtenidas de “in vivo”, no
observamos diferencias significativas en el contenido y calidad del patogeno asociado a
cada uno de los tres drganos procesados por pez infectado, a saber, higado bazo y rifion.
Por lo tanto realizamos el analisis y purificacion del agente a partir de un pool de los tres
organos obtenidos de cada pez. Esto nos hace pensar que talvez no existiria un organo
preferencial para la infeccién de parte del agente, la que se constituiria en una infeccion
esencialmente sistémica. De ser asi, no se¢ requeriria de receptores especificos para
infectar un tipo celular definido, lo que conlleva a pensar que tampoco se requeriria de
variantes genéticas diferentes de la bacteria infectando a cada una de las tres especies de
salmonidos analizados. Esta es una interpretacion que no ha estado presente en la escasa
literatura existente sobre el agente y la sacamos a colacion ahora para resaltar que
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tampoco existe evidencia experimental, ni siquiera preliminar, que avale el hecho de la
existencia de un organo blanco preferencial para la infecciéon del patogeno. Por otra
parte, y aunque la cantidad de patogenos circulantes en el suero no ha sido cuantificada,
nuestros resultados con PCR sugicren que es impactantemente abundante. Esto bien
podria significar la posibilidad de que exista infeccion productiva en las células
sanguineas del pez, lo que no ha sido reportado experimentalmente, pero que bien
podria constituir una razonable explicacion de la pobre respuesta inmunologica humoral

que observamos consistentcmente a lo largo del desarrollo del proyecto.

La decisién de utilizar una alternativa al fraccionamiento subcelular en la
purificacion del agente mediante un método de extraccion que enriqueciera en
componentes hidrofobicos, por ser ¢ste tipo de macromoléculas representativas de las
membranas externas de los patdgenos, y que ademas es la condicion quimicofisica que
presentan algunos de los mejor caracterizados factores de virulencia bacterianos, arrojo
resultados inesperadamente estimulantes. Como base de la extraccion alternativa de las
muestras homogenizadas utilizamos el detergente ligeramente i6nico Triton X-114. Con
él, en forma simple y diferencial y ademas, cuantitativamente significativa, hemos
podido enriquecer potenciales marcadores de superficie de Piscirickeltsia salmonis,
tales como algunas proteinas hidrofobicas, pero principalmente los lipopolisacaridos
(LPS) que forman parte de la membrana extierna de las bacterias gram negativas, y €n
general, son los “blancos” del sistema inmune del hospedador al estar mas expuestos a
la accion defensiva del mismo. Asi, y dado quc ambos métodos confirmaron que el
componente LPS bacteriano representa ser ¢l mejor inmunogeno del microorganismo,

decidimos hacerle una mejor caracterizacion .

Asi, detectamos cualitativamente la presencia de KDO, componente exclusivo del
lipopolisacarido en un grupo representativo de muecstras de peces afectados por
Piscirickettsiosis. Por el contrario, las mucstras de¢ peces sanos control resultaron
negativas para el componente lo que sugicre que el LPS detectado pertenece al agente
causal de la Piscirickettsiosis. El analisis electroforético de dichas muestras ha mostrado
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la presencia de bandas de bajo peso molecular que son resistentes a la digestion con
proteinasa K y que presentan un patrén correspondiente a un lipopolisacarido del tipo R,
comparado con los LPS de otras bacterias Gram negativas. Las tres especies en estudio,
salmon salar, salmon coho y trucha arco iris muestran la presencia del LPS, el que a su

vez, parece ser equivalente en las tres especies de salmones analizados.

Por otra parte y en concordancia con lo discutido en pérrafos anteriores, el andlisis
de la potencialidad antigénica de las proteinas de . salmonis purificados realizado
utilizando la técnica de Western Blot, sugiere que cllas no son buenos inmundgenos.
Esta conclusion se logra ya que los componentes estructurales del agente purificado
frente tanto a sueros de congjo y de raton previamente expuestos a la bacteria, como a
las Inmunoglobulinas M purificadas de los sueros de peces infectados que reflejan la
respuesta natural inducida en los peces por el agente, a lo mas detectan UNA proteina
reactiva, de aproximadamente 30 - 40,000 daltons de peso molecular, y que ademas
reacciona muy débilmente. Al principio pensamos que se trataba de un problema de
concentracion de proteinas, pero repetidas experiencias nos indicaron que efectivamente
la reactividad de las proteinas de P. sa/monis es extraordinariamente baja. Mas aln,
encontramos que el suero de conejo anti-/. salmonis reacciona con algunas proteinas de
células de cultivo, especificamente de la linea CHSE-214, la cual es la rutinariamente
empleada para el crecimiento de P. salmonis “in vitro”. Estos resultados eran de esperar,
ya que todos los sueros anti-P. salmonis existentes reportados por la literatura,
incluyendo al que nosotros teniamos inicialmente, fueron generados por inyeccion de
preparados crudos semipurificados que contienen no soélo los correspondientes antigenos
bacterianos, sino también antigenos que corresponden a proteinas de la linea celular
mencionada, que incluso pueden actuar como mejores inmunogenos que los bacterianos
en hospedadores como el conejo. Nuestros preparados del agente purificado por
gradientes de Rinografina ademas de soslayar este problema, por tratarse de agentes
provenientes de muestras “in vivo™ y no “in vitro” , no presentan este inconveniente, y
por ende, nuestra apreciacion de la baja inmunogenicidad proteica de la Pisciricketisia
salmonis estd debidamente respaldada cxperimentalmente. Reconocemos, sin embargo
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que existe una limitante, la que nos hace ser cautelosos en aceptar esta conclusion como
definitiva: Como deciamos antes, el inico anticuerpo con que se cuenta en la mayoria de
los laboratorios donde se ha tratado de evaluar el problema, es el de la variedad
policlonal e inducido en concjo para la cepa tipo del agente cultivada “in vitro”.
Primero, el organismo cultivado “in vitro” no necesariamente es idéntico al obtenido de
“in vivo” y de diferentes Organos, cspecialmente para un patdgeno intracelular cuya
estrategia es vacuolizarse dentro de las células infectadas recubriéndose, por ejemplo,
de proteinas celulares para pasar inadvertido. Segundo, lo que “ve” el sistema
inmunolégico del conejo para inducir una respuesta, basada fundamentalmente en
inmunoglobulinas G, no necesariamente es equivalente a lo que “ve” el sistema
inmunologico del pez para inducir una respuesta humoral basada solo en
inmunoglobulinas M, lo que significa que lo que es un buen inmundgeno en conejos no
necesariamente lo es también en peces, y viceversa. Por lo tanto es crucial hacer una
cvaluacion cuantitativa muy precisa de la respuesta que se obtiene “in vivo”, y con una
muestra estadisticamente significativa, situaciéon que en nucstro caso, y para los 100
sueros de peces, no lo consideramos suficiente, a pesar de que anticuerpos monoclonales
contra la rickettsia tipo aislada de ostiones de la costa mediterranea, obtenida gracias a
un convenio que mantenemos con el Centro de Estudios de Patdgenos Marinos del
CNRS de Montpellier en Francia, nos demuestras que ellos tampoco reconocen ninguno
de nuestros extractos de aislados naturales de salmonidos, ni siquiera el LPS. Lsta
observacidn, ademds de asegurarnos una vez mas la especificidad de la reaccion que
observamos, nos Indica que la Piscirickettsia  salmonis no parece estar

inmunologicamente relacionada con la rickettsia aislada de bivalvos marinos.

No obstante las proteinas del agente no parecen ser buenas inductoras de
respuesta humoral, el componente lipopolisacarido (LPS) del agente si demostré una
alta reactividad con el suero anti-/’. sa/monis de conejos y de ratdn, y también con los
sueros obtenidos de peces infectados. Ello indicaria que ¢l LPS de estas bacterias ¢s en
si, un muy buen inmundgeno. Sin embargo es importante destacar que no todas las

muestras de aislados naturales reaccionaban inicialmente con la misma intensidad. El
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aislado de referencia de P. salmonis obtenido a partir de cultivo “in vitro” mostraba un
LPS que reaccionaba fuertemente con el suero tipo de conejo, patrén que se repetia con
las bacterias purificadas de muestras de salmon coho provenientes de “in vivo”. Sin
embargo la intensidad de una reaccidn inmunolégica equivalente del LPS provenientes
de aislados de trucha arcoiris y salmon del Atlantico, no nos habia sido posible hasta
hace muy poco, en que obtenemos reacciones equivalentes con los aislados de las tres
especies, como lo demuestran los nuevos experimentos que se incorporan a éste inoftme
final representados en las figuras 10 y 13 del Anexo 3. Aunque seguimos sin descartar la
posibilidad, aunque remota, que los LPS de los aislados de Piscirickettsia salmonis scan
inmunologicamente diferentes, y que ésa diferencia esté relacionada con algun factor
epidemiolégico, como por ejemplo la especie de pez a partir de la cual ellos fueron
aislados, creemos que sc trataba solo de un problema de caracter cuantitativo,
especificamente de concentracion del LPS por muestra de tejido inicial, alternativa que
consideramos superada por los experimentos antes mencionados, pero que seguiremos

evaluando en el futuro inmediato, como una continuacion natural del proyecto.

Como componentes estructurales de la membrana externa de bacterias Gram ),
los lipopolisacaridos (LPS), tienen un rol importante en la interaccion de dichas
bacterias con organismos superiores. En la mayoria de los casos conocidos de patologias
bacterianas, el sistema de defensa del hospedante reconoce la bacteria invasora
principalmente por la estructura del LPS o endotoxina, reaccionando con ellos ¢
induciendo la sintesis de anticuerpos dirigidos contra las diferentes regiones que lo
componen. Por ello, en base a nuestros resultados y a los de otros autores recién
publicados (1996) creemos que el LPS dec P. salmonis puede constituir un elemento
importante en la patogénesis de la Piscirickettsiosis y deberia ser considerado en el

disefio de estrategias de diagndstico y prevencion de la enfermedad.

Para realizar el analisis comparativo del potencial inmunogénico de los
componentes estructurales del patogeno, y especialmente el LPS, utilizamos una serie de.
técnicas inmunologicas requeridas directa ¢ indirectamente para llevar a cabo estos
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analisis. Entre ellas, ademas de las que involucran microscopia de inmunofluorescencia,
podemos mencionar la inmunodifusion en gel (Ouchterlony) para hacer catastros de
muestras parcialmente purificadas, la inmunoelectrofesis en geles de  agarosa,
inmunotincién de antigenos y la inmunoprecipitacion en solucién como una alternativa
adicional de enriquecinicnto del agente en solucion, Con todas cllas solo ratificamos las
observaciones ya logradas son las muestras de tejidos, ¢s decir, la baja inmunogenicidad
de los conponentes estructurales proteicos del agente, la superioridad cualitativa y
cuantitativa en éste respecto del LPS y la aparente constancia de la calidad del mismo a

través de las especies, destacandose_coho sobre trucha y sobre_salar, que notoriamente

corresponde al sentido inverso de sensibilidad frente al agente detectada “in vivo™.

Ahora queremos discutir con mas detalle la construccion y ¢l sentido de generar las
sondas liposomales con las cuales cerramos nuestro proyecto proponiendo una estrategia
tedrica de vacunacion. Los liposomas han surgido como elementos de gran utilidad para
la introduccion de moléculas bioactivas en organismos receptores, caracterizandose por
su bajo costo y rapidez de produccion. Por otra parte y una de las grandes ventajas que
presentan estos elementos es ¢l de ser biodegradables, el carecer de toxicidad y el de no
presentar capacidad inmunogénica “per se”. Por lo tanto, los liposomas representan un
tipo de vehiculo o vector ideal para introducir epitopes o regiones inmunoreactivas de
patégenos en sistemas vivos, con la finalidad de conferir a estos huésepdes una

resistencia sostenida a la enfermedad a través del tiempo.

Los liposomas en nuestro estudio fueron construidos solo en base a un fosfolipido,
la fosfatidilcolina, dado que presenta dos ventajas comparativas principales frente a una
gama de alternativas Gnicas y mixtas que pensamos utilizar, y una tercera cualidad, que
aunque no primaria, nos ofrecia una seguridad de persistencia temporal una vez en el
pez. La primera se refiere a su geometria molecular, tipo cilindro, lo que le permite
formar bicapas lipidicas estables, es decir emulando membranas celulares naturales, a
diferencia de otros fosfolipidos con forma molccular de cono ¢ cono invertido que
tienden a desestabilizar la estructura de membranas tipo (Shinitzky, 1984). La segunda
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ventaja se refiere a que es un fosfolipido neutro, sin carga, lo que favorece la estabilidad
del liposoma (Chonn et al., 1992) en un entorno variable y desconocido como puede ser
el torrente circulatorio del pez. La tercera, es que la region hidrocarbonada de liposomas
construidos con fosfatidilcolina, tienen una fase invariante entre 0° y 60°C, caracterizado
por una microfluidez comparable a la de membranas bioldgicas (Shinitzky y Barenholz,
1974), lo que ofrece versatilidad de aplicacion y de mantencion de las sondas en el

tiempo.

Nuestros liposomas (Figura. 24B) que incorporaron ¢l LPS como inmundgeno en
su superficic externa (Figura. 24C) representan sondas liposomales hibridas (Figura.
24A), las que una vez incorporadas a un organismo huésped deberian inducir a su
sistema inmune a reaccionar tnica y exclusivamente contra el elemento exdgeno de la
superficie del liposoma, ya que la configuracion liposomal es confundida con una
estructura membranosa enddgena. Asi se prepara al sistema para cuando entre ¢l
patégeno al sistema ya existan anticuerpos contra él, favoreciendo su eliminacion de
manera especifica y rapida. Ya se demostro previamente que el LPS de Piscirikettsia
salmonis presenta la propiedad de ser un inmundgeno activo, por lo quc su utilizacién en
bajas cantidades en la construccion de liposomas, atenua el potencial efecto toxico que
este pudiese ejercer “in vivo”.Cabe destacar que la union del LPS con el liposoma es al
azar, y por lo tanto ademas de estar en la superficie pueden quedar incorporadas en la
matriz lipidica o bien quedar atrapadas al interior de la vesicula lipidica. En el primer
caso, su potencial inmunogénico es inmediato, en el segundo caso, es menos directo
pero también de eficacia detectable desde el momento de la exposicion al sistema, y el
tercer caso, el mas interesante, cuando la vesicula se abra o bien cuando la estructura
tipo membrana tienda a fusionarse con algin sistema celular del pez, incluyendo las del
sistema inmune, lo que favorcceria la induccion mediata de la respuesta inmune tanto
humoral como también celular. Bajo este punto de vista, la mezcla de liposomas con
esta configuracion al azar, ademas de disminuir el efecto de potencial toxicidad en el
sistema que recibe el inmunodgeno, asegura la persistencia de la respuesta al mismo en
el tiempo, lo que le da ventajas innegables sobre una vacuna de tipo clasico.
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Siendo mas especifico, es posible predecir la insercion de la molécula de LPS en
una membrana al analizar su estructura basica, representada esquematicamente en la
Figura 24C. Presenta un dominio polar (1) y un dominio lipidico (2), denominado lipido
A, que esta formado por cadenas acilicas entre las que también se puede encontrar la
fosfatidilcolina (Brock, 1979). Seria éste el dominio que le permitiria una directa y
espontdnea insercion a una membrana. Por otra parte, el dominio polar de la molécula

esta formado por residuos de carbohidratos y representan el epitope reactivo de la

misma. Este segmento inmundgeno del LPS puede quedar en dos orientaciones posibles,
hacia el exterior del liposoma o con dicho dominio hacia el interior de la vesicula
lipidica. Aunque estas dos orientaciones no s¢ puedan controlar experimentalmente de
modo de favorecer una orientacion determinada, por ejemplo el de dejar el epitope
reactivo hacia el exterior del liposoma de manera que estimule al sistema inmunologico
de salmonideos en forma inmediata a su exposicion, podriamos hipotetizar que dada la
estructura de moléculas tipo LPS se favoreceria una insercion del dominio lipidico en la
membrana del liposoma con el dominio de carbohidratos orientado preferentemente
hacia el exterior favoreciendo dec esta manera la obtencion de liposomas de capacidad
inmunogénica. Esta orientacion se [undamenta en que el angulo de curvatura externa del
liposoma es mayor que el dngulo interno, favoreciendo la disposicion de estructuras
ramificadas de moléculas. Asi, la estructura propia del LPS favoreceria tanto su
inscrcion en la bicapa y lo que es mas importante aln, su orientacion adecuada, no
requiriendo de la participacion de otras moléculas “ligadoras”, como es el caso de
péptidos inmunogenos (Boeckler et al., 1996) que para que queden expucstos en la
superficie del liposoma requieren necesariamente del uso de reactivos no inmundgenos
que unan al péptido de interés al liposoma. Sin embargo ya hemos discutido que la
formacion de liposomas al azar asegura una proteccion sostenida en el tiempo,

transformando a ésta estructura como un muy buen activador de la inmunidad del pez.

Como en la construccién de las sondas liposomales no todas las moléculas de LPS-

seran incorporadas al fosfolipido, habra una fraccion de estas moléculas en estado libre.
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Dado que ellas presentan una solubilidad diferencial en solventes polares,
necesariamente quedaran en solucién, y por lo tanto es posible su remocion de los
liposomas mediante una simple centrifugacion, sedimentando los liposomas vy
permaneciendo en la fraccion sobrenadante las moléculas libres de LPS, las que podrian

ser utilizadas en un nuevo intento de encapsidacion en la matriz fosfolipidica.

La evaluaci6n de las sondas liposomales construidas se realizo mediante 3 técnicas
complementarias: microscopia de luz, ensayo por dot blot y analisis por
inmunodifusion. La primera de estas técnicas permitio determinar la formacion de los
liposomas y evaluar sus tamafios, pero no permitio visualizar la incorporacién del LPS
lo que incluso hubiese sido imposible de determinar incluso utilizando otro tipo de
microscopia de mayor resoluciéon como la microscopia electronica. La incorporacion del
inmunogeno en la membrana del liposoma y en la orientacion adecuada se determina
por dot blot, puesto que esta técnica utiliza el anticuerpo anti-LPS que sélo puede
reaccionar si el inmunogeno queda expuesto en la superficie externa del liposoma. Para
inmundégenos incorporados en la superficic pero en orientacion incorrecta, como
también para las moléculas incorporadas al interior de la vesicula lipidica, la reaccion
con el anticuerpo es negativa. Nuestros resultados demuestran una reaccidn positiva
para liposomas purificados por centrifugacion (Figura 23 muestras 5-8), indicando por lo
tanto claramente que el LPS presenta preferencialmente la orientacion esperada, es
decir con el dominio inmundgeno hacia el exterior. Esta misma informacion fue
confirmada en la evaluacion de los 100 sueros frente a los liposomas (datos no

mostrados).

La capacidad inmunogénica que el LPS incorporado en el liposoma pueda presentar
“in vivo” debe ser evaluado, y podria optimizarse a través de una variacion en la
microfluidez de la matriz lipidica de manera tal que el inmundgeno tenga una
movilidad y una conformacion 6ptima para la induccién del sistema inmune del
organismo huésped. Se ha demostrado que la habilidad de anticuerpos para reconocer a
sus iInmunogenos es un proceso dinamico y muy relacionado con la accesibilidad del
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epitope reactante y con su movilidad (Tainer et al., 1985). Esta regulacion del estado
fisico de la membrana puede lograrse, por ejemplo, construyendo liposomas de
fosfatidilcolina pero que posean cadenas acilicas con diferentes grados de insaturacion,
puesto que la presencia de dobles enlaces contribuye a la fluidez de la bicapa y por lo
tanto, a la movilidad del inmunégeno. Ello le permitiria adoptar la oOptima
conformacion para su eficiente reconocimiento por ¢l sistema inmune del organismo
huésped. Otras alternativas viables para regular la fluidez del liposoma seria la de
utilizar dos fosfolipidos diferentes en su construccion, como por ejemplo fosfatidilcolina
y fosfatidiletanolamina, situacion que ha sido de comprobada eficiencia “in vivo”

(Shinitzky, 1984).

Otro aspecto importante a considerar es la estabilidad del liposoma en la
circulacion sanguinea de salmones, la que ha sido analizada desde el punto de vista de

tamaiio del liposoma y de su composicion lipidica. En el primer caso la seleccion de

poblaciones de liposomas de diferentes diametros se puede realizar experimentalmente
mediante filtracion en un extrusor, que junto a la disminucién en la concentracion del
ligando, aseguran una mayor estabilidad (Gregoriadis et al., 1993). En el segundo caso,
éste tipo de analisis se ha realizado sélo en ratones (Chonn et al., 1992), demostrandose
que la composicion lipidica juega un rol determinante en la estabilidad y en
consecuencia, en el tiempo que el liposoma se encontrard disponible en el torrente
sanguineo. Asi, liposomas con carga negativa han demostrado ser muy inestables lo que
se explicaria por una potencial interaccion con diferentes proteinas del suero. También
se ha hecho mencion al grado de saturacion de los fosfolipidos, lo que contribuye
positivamente a su estabilidad o al uso equimolar de esteroles. Liposomas neutros, como
los construidos en el presente trabajo, como aquellos con carga positiva, poseen una
vida media mayor. Para terminar, y pensando en una eventual optimizacion de una
sonda liposomal para scr aplicada comercialmente a salmones en cauttverio, queremos
destacar que liposomas que contienen gangliosidos como conponentes integrales
presentan una mayor estabilidad en los sistemas circulatorios en que han sido evaluados.

Es interesante destacar que estas moléculas presentan una gran similitud estructural con
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los LPS bacterianos, sobretodo en la region de carbohidratos y de lipidos (Stryer,
1988). Este valioso antecedente sumado a los resultados del proyecto, deja en
condiciones a nuestro grupo de trabajo para disefiar una vacuna liposomal de alta
eficiencia teorica, alternativa que dejamos en manos de la Subsecretaria para una

consideracion posterior.

Finalmente queremos destacar nuestra incursion, fuera de programa del proyecto,
en la técnica de la PCR asociada a la deteccion del agente en peces enfermos. El hecho
que detectemos DNA del patogeno, aparentemente en gran cantidad en ¢l suero de peces
con sintomas evidentes de la enfermedad, y en dos casos de peces reportados como
sanos, abre importantes alternativas adicionales no solo para lograr entender mejor la
biologia inmunologia y epidemiologia de la enfermedad, sino también, y entre muchas,
para el disefio de catastros preventivos, determinacion de incidencias en centros y
regiones, analisis de potenciales vectores y generacion de estrategias preventivas de uso
masivo. Sin embargo, el punto méas importante que quisieramos resaltar es la extrema
sensibilidad de la técnica. En nuestras manos, y en forma irrefutable por la gran cantidad
de controles que hemos utilizado, nos ha permitido detectar minimas cantidades del
agente en muestras extremadamente pequefias de sangre (5 microlitros, es decir 0.005
ml, teniendo en consideracion que de las pisciculturas nos enviaban 4 ml de sangre).
Esto significa que la optimizacion de la técnica nos permitiria hacer catastros masivos
“in vivo” para detectar PRESENCIA del agente en peces, incluso antes de que presenten
sintomatologia clinica especifica, o bien en el periodo critico de transicion agua dulce-
agua de mar. Esta eventualidad permitiria al patélogo de un Centro dado tomar las
medidas terapéuticas adccuadas, incluso en ausencia de una vacuna, no solo para
controlar un brote, sino para limitar la transmision del agente. Si proyectamos esta
situacion en forma teérica al sector productivo, permitiria tener, por ejemplo, un control
sanitario de reproductores, regular el traspaso horizontal de especimenes cnire
pisciculturas, o incluso ser aplicada para definir ovas libres del patdgeno. Creemos
pues, quc tenemos en esta técnica una alternativa promisoria de uso masivo a las
pisciculturas del pais como un resultado derivado del prescnte proyccto.
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CONCLUSIONES

1. El analisis antigénico de Pisciricketisia salmonis purificada tanto a partir de cepas -
de cultivo como a partir de tejidos y de sueros de peces salmonideos infectados indica
que, en general, las proteinas estructurales del agente NO parecen inducir una respuesta

humoral alta.

2. La observacion anterior es valida para las tres especies de salmonideos analizadas, a

saber Oncorhynchus mykiss, Oncorhynchus kisutch'y Salmo salar.

3. Independiente del origen del microorganismo, en las tres especies salmonideas se
detecta una  significativa reaccion inmunolégica humoral contra el componente
lipopolisacarido (LPS) del agente, el que apareceria por lo tanto como el mejor

inmundgeno comun.

4. El agente patégeno puede recuperarse tanto de tejidos en forma intacta desde el
punto de vista estructural, y de sueros desde el punto de vista funcional (Material
Genético), observacion que abre nuevas perspectivas para el entendimiento de su

biologia.

5. No se detectan diferencias estructurales entre aislados de] patogeno de las especies

en estudio, a pesar de la diferente sensibilidad que ellas presentan al agente “in vivo™.

6. No se detectan diferencias significativas en las respuestas inmunoldgicas inlra ¢
inter especies frente a aislados del patogeno, sugiriendo una potencial homogeneidad

biologica y genética del agente que atecta las pisciculturas del sur de Chile.

7. La exitosa construccion de sondas liposomales con el mejor inmunodgeno del agentc,
representa una alternativa tedricamente valida para el potencial control de la
enfermedad en los Centros de cultivo nacionales.
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1. Patologia

1.a. Lesiones macroscopicas

Como en la mayoria de las enfermedades de peces, los signos clinicos varian segun
el brote y el individuo. Los peces muestran los signos clasicos de enfermedad,
oscurecimiento de la piel, letargia y nadan en la superficie de los tanques cercanos a las
esquinas. Las lesiones externas incluyen palidez de las branquias y lesiones y
hemorragias en la piel. Internamente, los peces pueden tener evidencias de ascitis,
peritonitis y palidez. El tracto gastrointestinal, la vejiga natatoria y las visceras pueden
presentar hemorragias petcquiales. El bazo, el higado y el rifion se ven hinchados y el
higado y el rifion estan decolorados. Ocasionalmente, el higado puede estar hemorragico
o presentar nédulos amarillos subcapsulares multifocales. En una pequefia proporcion

de peces enfermos terminales se ha descrito pericarditis (Turnbull, 1993).

1.b. Histolopatologia

La histopatologia asociada a la infeccion con P. salmonis ha sido descrita por varios
autores (Branson y Nieto, 1991; Cvitanich y col, 1991; Brocklebank y col, 1993,
Turnbull, 1993).

Se pueden observar organismos rickettsiales pleomorficos dentro de vacuolas
citoplasmaticas, libres en cl citoplasma o extracelularmente, en la mayoria de los tejidos

del cuerpo. Rickettsias son observadas comunmente dentro de macrofagos.

Hay necrosis y edema en los tejidos hematopoy€ticos con una respuesia
granulomatosa. Es caracteristica la coagulacion intravascular diseminada con ncerosis
del endotelio vascular, también se puede observar inflamacion celular perivascular.
Estos cambios vasculares, que pueden aparecer en todos los tejidos, son similares.a
aquellos observados en otras especies animales afectadas por organismos rickettsiales.
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El higado puede suffir necrosis focal a difusa. El rifién y el bazo presentan patologia

vascular y hematopoyética generalizada.

En la piel se pueden observar varios grados de necrosis de la epidermis, la dermis y
la musculatura asociada. La respuesta celular inflamatoria puede diseminarse a lo largo

del septum intramuscular.

En algunos peces se pueden observar células grandes (10x 20 pm) en el tejido
hematopoyético (Branson y Diaz-Mufioz, 1991). Estas células presentan un gran nicleo
con

muy poco citoplasma. El origen y funcidn de estas células es desconocido.

1.c. Hematologia

La palidez de los peces infectados es un reflejo del bajo hematocrito que de un valor
normal de 35-50%, puede bajar del 35% al 2%. Se ha observado neutrofilia (Branson y
Diaz-Mufioz, 1991) y un aumento de los macrofagos circulantes que contienen

rickettsias o restos celulares (Cvitanich et al, 1991).

Estos signos clinicos € histoldgicos se han obscrvado en ausencia de pérdidas
significativas, lo que sugiere que P. salmonis requiere algunos factores adicionales para

producir mortalidades (Brocklebank y col, 1993).

2. Diagnéstico

El diagnostico del SRS se¢ basa en la observacion de los signos clinicos antes
mencionados y fundamentalmente de la observacién de frotis de tejidos, que evidencien
la presencia de bacterias rickettsiales, mediante las tinciones Gram, Giemsa, Azul de

metileno o Naranja de Acridina. La deteccion de rickettsias mediante estas tinciones,
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especialmente las tres primeras, es dificultosa cuando la concentracion de bacterias en el
tejido es baja (Garcés y col, 1991). La tincién con naranja de acridina produce un mejor
contraste entre el tejido y las bacterias pero no es especifica, ya que todas las bacterias

pueden tefiirse con esta técnica.

Lannan y Fryer (1991) sugirieron que el aislamiento cn cultivos de células y la
observacién microscopica de frotis de tejidos tefiidos con Naranja de Acridina son los
métodos recomendados para la deteccion e identificacién presuntiva de P.salmonis. Pero
indican que la identificacién confirmatoria debe scr realizada utilizando métodos
seroldgicos como la Técnica de Inmunofluorescencia Indirecta (IFAT) o la técnica de

Western Blot.

La metodologia y resultados del ensayo IFAT para la deteccion de /. salmonis han
sido descritos detalladamente (Lannan et al, 1991) y sc ha sefialado como un método
simple, rapido y sensible para la diagnosis de esta enfermedad, siendo actualmente el
método de eleccion para el diagnostico confirmativo de la enfermedad.
Alternativamente, se ha descrito un método relativamente rapido para la identificacion
de P.salmonis, utilizando técnicas inmunohistoquimicas en muestras fijadas en

formalina (Alday-Sanz et al, 1994).

Recientemente, Maucl y colaboradores (1996) han desarrollado la técnica de PCR
para la deteccion del ADN de P. salmonis en cultivos de células de peces y tejidos
infectados de pez. La sensibilidad dc este ensayo permite la identificacion del agente

infeccioso mas alla del limite de deteccion de la examinacion microscopica.



3. El agente causal

3.a. Morfologia

El agente causal, P. salmonis, es una bacteria pleomdrfica, predominantemente
cocoide pero también puede verse como anillos o pares de bacilos curvos; es inmovil y
variable en tamaiio (su didmetro puede oscilar entre 0,5 um hasta mas de 2 um). En
frotis o improntes de tejidos muy infectados tefiidos con Gram o Giemsa, las bacterias se
ven solas, en pares, pequefios ©o grandes grupos tanto intracelular como

extracelularmente (Cvitanich et al, 1990; Fryer et al, 1990).

La microscopia electrénica de transmision revela bacterias en pares o solas que
generalmente se desarrollan dentro de vacuolas citoplasmaticas, puede existir mis de
una inclusion por célula y el niimero de bacterias por inclusion varia. La ultraestructura
de los microorganismos es la tipica de una bacteria gram-negativa. Cada
microorganismo presenta dos membranas: una membrana externa ondulada y una
membrana interna. La apariencia rizada o plegada de la envoltura celular ha sido
descrita por otros autores para otras especies de rickettsia (Turnbull, 1993). Cerca de la
membrana plasmdtica se han observado areas densas conteniendo estructuras tipo
ribosomas. En la region central se observa material fibrilar tipo ADN y pequefias
vacuolas variables en tamafio y cantidad. Frecuentemente se pueden observan bacterias

aparentemente en proceso de division binaria (Fryer et al, 1990).

El examen de células de cultivo infectadas mediante microscopia electronica de
barrido reveld, después de 24 h de incubacidn, la presencia de organismos cocoides
irregulares fijados en la superficie de las células hospedadoras. Después de 8 dias de
incubacion, los microorganismos se ven desparramandose desde las células infectadas
rotas o libres en el espacio intracelular. En esta etapa los microorganismos presentan

membranas externas muy plegadas y varian en tamafio y morfologia (Fryer et al, 1990)..



P. salmonis se tifie positivamente con Giemsa, Azul de metileno y la Adaptacion de
Pinkerton de la tincion de Jiménez y es basoéfilica con Hematoxilina y Eosina. Es Gram

negativa y no se tific con PAS, Jiménez, Zeil Neilson o Macchiavello (Turnbull, 1993).

3.b. Caracteristicas de Cultivo

P.salmonis no es capaz de crecer en 41 medios de cultivo artificiales ensayados. Sin
embargo, ha sido cultivada en varias lineas celulares de peces salmonidos y no
salmonidos, como por ¢jemplo, CHSE-214, EPC, CHH-1, CHSE-119, TRG-2, y FHM
(Cvitanich et al, 1991, Fryer et al 1990, 1992; Turnbull, 1993). Lannan y Fryer (1991)

recomiendan el uso de la linea CHSE-214 para el crecimiento de P. salmonis.

Debido a que P.salmonis es sensible a bajas concentraciones de los quimioterapicos
usados rutinariamente en cultivo celular, las células deben ser mantenidas en medio de
crecimiento libre de antibidticos. El organismo es capaz de replicarse entre 10 y 21°C
pero la temperatura optima de crecimiento es entre 15 y 18 °C. No hay crecimiento a

25°Cy éste se retarda arriba de 20°C y bajo 10°C.

El agente rickettsial se aisla generalmente a partir del rifion, utilizando las técnicas
para el aislamiento de virus (Fryer et al, 1990). Una porcidn de riiién de un pez enfermo
es removida asépticamente y mantenida a 4 °C, sin congelar, pues el microorganismo
parece ser sensible a los extremos de temperatura. El tejido se homogeniza en un
recipiente estéril y se diluye en un tampoén sin antibidticos. Para evitar la toxicidad
asociada con las preparaciones concentradas es necesario diluir el homogenado (1/100,
1/1000) antes de su inoculacion en las células. Los cultivos inoculados se incuban a 15-
18°C y se observan diariamente hasta la aparicion de efecto citopéatico (CPE). El
aislamiento primario puede tardar mas de 21 dias y ¢l CPE caracteristico consiste en
agrupamientos de células que tienden a redondearse y que contienen grandes vacuolas.

En los subcultivos siguientes, el CPE aparece entre 4 a 7 dias después de la inoculacion.
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P. salmonis produce titulos de 10° a 10’ TCDIs, por ml en lineas celulares de
cultivo. El titulo puede reducirse mas de un 99% por un ciclo de congelacion
descongelacion (-70°C), la adicion de un 10% de dimetilsulfoxido o glicerol en ¢l medio

de congelamiento tiene un cfecto criopreservador.

No existen datos sobre los requerimientos nutricionales del patogeno.

3.c. Taxonomia

Fryer y col (1992) en base a el andlisis del ARNTr, las caracteristicas morfoldgicas, a
la temperatura de crecimiento, al rango de hospedador y las caracteristicas serologicas
han propuesto un nuevo género y una nueva especie de la Familia Rickettsiaceae y del
orden Rickettsiales y proponen cl nombre especifico Piscirickettsia salmonis para cl
microorganismo. Estudios preliminares indican que no pertenece a la tribu Ricketisieae
y sugieren que podria pertenecer a la tribu rhrlichicae, en base su morfologia y lugar de

replicacion,

La cepa tipo de la especie LF-89 ha sido depositada en la Coleccion Americana de
Cultivos Tipo como la cepa ATCC(R) VR 1361 y es el primer aislado de P. salmonis
que fue descrito (Fryer et al, 1990).

3.d. Serologia

P. salmonis no reacciona con un anticuerpo monoclonal especifico dirigido contra el
lipopolisacarido del género Chlamydia (Fryer et al, 1990; Cvitanich et al, 1991), lo que
indica que este microorganismo no pertenece a dicho género.

Recientemente, se ha publicado el tnico estudio (Kuzyk y col, 1996) en relacion a

las caracteristicas inmunologicas de la especie P. su/monis. Estos autores han indicado

que los antigenos inmunoreactivos de . salmonis identificados por el antisuero de

conejo son antigenos de superficie y difieren significativamente de aquellos
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identificados por el suero de peces convalescientes, mas aun , . salmonis indujo una
baja respuesta humoral en peces, indicando que la activacion de la inmunidad innata y
mediada por células puede ser mecanismos de defensa mas importantes en el control de

esta enfermedad.
No se han realizado estudios encaminados a establecer las caracteristicas

serologicas de la especie, ni su relacion antigénica con otras especies relacionadas.
4. Epizootiologia
4.a. Hospedadores susceptibles

Inicialmente se pens6 que la enfermedad solamente afectaba al Salmon coho (Bravo
y Campos, 1989), sin embargo, desde 1990, la Piscirickettsiosis ha sido detectada en
otras especies de salmonidos, Salmon coho (O. Kisutch), Salmén del Atlantico (Salmo
salar), Salmon chinook (O. tschawytscha), Salmon sakura (0. masou) y trucha arcoiris
(O. mykiss) (Cvitanich y col, 1991; Brocklebank y col, 1993; Rodger y Drinan, 1993,

Bravo, 1994). P. salmonis afecta a todos los peces salmonidos cultivados en Chile.

En los ultimos afios se han aislado microorganismos tipo rickettsia a partir de varias
especies de Tilapia (Oreochromis y Tilapia sp.) (Chern y Chao, 1994; Wada y col, 1995)
y a partir de otras especies de peces (Khoo y col, 1995; Comps y col, 1996), sin

embargo, no se ha demostrado que estos aislados pertenezcan a la especie . salmonis.
4.b. Distribucion geografica
En un comienzo la enfermedad estuvo restringida al sur de Chile, especificamente a

las pisciculturas que se encuentran en la Isla de Chilo¢ y en las cercanias de Puerto

Montt, en las fases de cultivo en agua de mar. Sin embargo, desde 1992 se han descrito

patologias similares en peces asociadas a organismos rickettsiales en Canada (Evelyn,,
1992, Brocklebank y col, 1993), Noruega (Olsen y col, 1993), Irlanda (Rodger y Drinan,
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1993), Taiwan (Chern y Chao, 1995), Japon (Wada y col, 1996), Colombia (Khoo y col,
1995) y Francia (Comps, 1996). Solamente en Chile la patologia ha tenido una

incidencia grave en la produccion.

Es importante establecer metodologias que puedan diferenciar P.salmonis de otros
organismos rickettsiales patogenos de peces, para poder esclarecer aspectos de la
biologia y epidemiologia de /.salmonis, indispensables para controlar y prevenir nuevas

epizootias tanto en Chile como en otros paises.

4.c. Modo de transmision

La presencia de un vector en la mayoria de las enfermedades causadas por
rickettsias en mamiferos sugiere que un vector podria estar involucrado en la
Piscirickettsiosis. Los artropodos terrestres son conocidos reservorios y vectores de
rickettsias, por esto se sospecha que artropodos marinos, como varias especics de
Caligus o Lepeophtheirus podrian transferir la enfermedad de un pez a otro, sin
embargo, se ha demostrado la transmision horizontal de 7. salmonis, sin la mediacion
aparente de un vector parasito, tanto en agua dulce como en agua de mar (Cvitanich y
col, 1991). Ademas, tales pardsitos no se¢ han observado en todos los brotes de
Piscirickettsiosis (Bravo, 1994; Brockleblank y col, 1993). Es probable que las
rickettsias patogenas de animales acuaticos no necesiten un vector, la transmision
horizontal a través del agua podrfa jugar un papel importante en la diseminacion de la

enfermedad.

El primer requisito para que exista transmision a través del agua es que el agente
patégeno sobreviva en el medio acuitico, en base a esto, Lannan y Fryer (1994)
realizaron una serie de experimentos para determinar el tiempo de sobrevivencia de /.
salmonis extracelularmente, bajo variadas condiciones ambientales. Estos autores
indican que P. salmonis sobrevive extracelularmente un tiempo considerable

(aproximadamente 10 dias) en agua de mar y se inactiva al ser incubada en agua dulce,
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lo que posibilita la transmision directa en el medio marino y la limita su ocurrencia en
agua dulce, esto puede explicar la baja incidencia de Piscirickettsiosis en lugares de
agua dulce.

Aunque la mayor parte de las epizootias atribuidas a P. salmonis han ocurrido en el
mar, aproximadamente 6 a 12 semanas después de que los peces han sido transferidos a
agua de mar (Fryer y col, 1992), existen al menos dos reportes de la enfermedad en agua
dulce en el sur de Chile. Bravo en 1994 describio un brote de Piscirickettsiosis en el
Lago Llanquihue, que afecté a un stock de trucha arcoiris que se habia mantenido
siempre en agua dulce y cuyas ovas habian sido importadas desde Estados Unidos.
Posteriormente, Gaggero y colaboradores (1995) registraron el aislamiento de P
salmonis a partir salmon coho, salmon del Atlantico y trucha arcoiris durante la fase de
cultivo en agua dulce. La enfermedad ha sido reproducida experimentalmente en agua
dulce por Garcés y colaboradores (1991) pero no pudieron demostrar su transmision
horizontal en este medio, lo que se contrapone con lo encontrado por otros autores

(Cvitanich y col, 1991).

El patégeno ha sido encontrado ¢n las gonadas de peces inmaduros y en el fluido
ovarico de individuos maduros lo cual sugicre la posibilidad de transmision vertical
(Cvitanich y col, 1991; Brockleblank y col, 1993). Bustos y colaboradores (1994)
realizaron una experiencia de {ransmision vertical siguiendo la progenie de dos hembras,
una positiva y otra negativa para SRS. . salmonis tue detectada mediante IFAT ¢n el
98 3% de la progenie de la hembra infectada, en contraste, solo se detectd en el 26,7%
de la progenie del reproductor negativo para SRS. En ambos casos no se observaron
signos clinicos de la enfermedad, ni se aislo el agente causal, debido a que la
experiencia no pudo seguir su curso normal. Es necesaria mas evidencia experimental
que apoye la transmision vertical de . salmonis. En Chile, para prevenir la transmision
vertical, los reproductores son rutinariamente examinados mediante la Tincion Gram
para descartar los portadores de SRS y las ovas son desinfectadas con iodoforos
(Cvitanich y col, 1991). Hay que destacar que la deteccion de F. salmonis mediante la

Tincion Gram, no es la técnica de eleccion, especialmente cuando el nivel de deteccion
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necesario es alto. Técnicas con mayor sensibilidad y especificidad deben implementarse
con el fin de pesquizar posibles portadores asintomaticos, en los cuales la cantidad de
microorganismos no es detectable mediante las técnicas recomendadas (Lannan y Fryer,
1991). Recientemente, se ba publicado el desarrollo de un ensayo basado en la Reaccidn
de la Polimerasa en Cadena (PCR) que permite la deteccion temprana de la infeccion

por I’.salmonis cuando la cantidad de bacterias en el tejido es baja (Mauel y col, 1996).

Los reservorios naturales de . salmonis son desconocidos. Estos podrian ser peces
no salménidos salvajes que se mueven libremente a través de las balsas-jaula u otras
formas marinas. Se han descrito infecciones rickettsiales en moluscos y crustdceos del
Pacifico (Figueras, 1991). En estudios preliminares se han detectado, mediante IFAT e
histopatologia, organismos rickettsiales en Ceratothoa gaudichaudii, un parisito
hematofago de salménidos, sin embargo, el numero de especimencs muestreados no fue
significativo. De 120 especimenes de peces salvajes recolectados desde jaulas positivas

para SRS, ninguna muestra dio positivo para /. salmonis (Garces y col, 1994).

4.d. Factores desencadenantes de la enfermedad

Las epizootias chilenas comienzan generalmente después de periodos de estres
ambiental, como temperaturas fluctuantes, blooms de algas no téxicos y tormentas
fuertes. Se ha sugerido que una nutricion inadecuada o el estres severo son posibles

desencadenantes de la patologia (Branson y Nieto, 1991).

Las mortalidades ocurren en otoflo y mediados del invierno (Abril a agosto), cuando
la temperatura del agua oscila entre 9 y 16°C y generalmente decrecen a fines del
invierno. Se producen infecciones recurrentes en primavera, de octubre a diciembre

(Cvitanich y col, 1991).

La aparicion estacional y la asociacion temporal de la patologia con ¢l estres

ambiental han sido observados también en Canada (Brockleblank y col, 1993), pero al
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contrario de lo que sucede en Chile, la mortalidad asociada fue minima y no se

produjeron brotes recurrentes.

Se piensa que aun siendo P.salmonis el agente causal de la SRS existirian otros
factores que precipitan las masivas mortalidades observadas en los cultivos del sur de

Chile.

5. Patogenicidad y Mecanismos de Virulencia

P. salmonis ha sido detectada cn todas las especies de salmdnidos cultivadas en
Chile, sin embargo, la especie mas susceptible es al salmon coho, en cuales cultivos las
mortalidades pueden alcanzar el 90% (Bravo y Campos, 1989). Las granjas con peces
infectados han reportado mortalidades mensuales del orden del 1 al 20% y mas del 40%
durante las epizootias (Cvitanich y col, 1991). Por el contrario, la mortalidad observada
en un brote natural de Piscirickettsiosis en Canadd fue del 8% para el salmon del

Atlantico e insignificante para el salmon chinook (Brockleblank y col, 1993).

El primer aislado de 7. sa/monis (LF-89), que representa la cepa tipo de la especie,
fue inoculado via intraperitoneal en peces juveniles de salmon coho y del Atlantico para
probar su virulencia y complctar los postulados de Koch (Garcés y col, 1991). La
mortalidad oscilé entre el 88 al 100% en todos los grupos inyectados y siguio un claro
patron dosis-respuesta. La sintomatologia de la enfermedad se observo solamente en los
ejemplares de salmon coho pero el microorganismo {ue reaislado en cultivo puro a partir

de los peces moribundos de ambas especies.

Una experiencia similar realizaron Cvitanich y colaboradores (1991), quienes
reprodujeron la patologia en salmoén coho tanto en agua de mar como agua dulce, sin
embargo, en este estudio no se mencionan los porcentajes de mortalidad ni su relacion

con la dosis de microorganismos inyectada.

12




Brockleblank y colaboradores (1993) inyectaron tcjidos homogenizados de
salmones afectados por una septicemia rickettsial, en smolts de salmon chinook. Los
peces inoculados desarrollaron la enfermedad y se recuper¢ cl agente causal a partir de

estos. Las mortalidades alcanzaron el 50-88% .

No existen datos de ensayos de patogenicidad utilizando otras vias de infeccion

aparte de la inyeccion intraperitoneal.

Los mecanismos de virulencia que posee P. salmonis no han sido cstudiados, sin
duda, la sobrevivencia intracclular de esta bacteria juega un papel preponderante en la
patogénesis de la enfermedad. Seria interesante profundizar en los mecanismos

involucrados en esta capacidad de P. salmonis.

6. Control y Prevencion de la enfermedad

6.a. Quimioterapia

Una gran variedad de antibidticos han sido utilizados como terapia de la
Piscirickettsiosis, sin embargo, estos tratamicntos no han sido efectivos en el control de
la enfermedad (Branson y Diaz-Mufioz, 1991, Cvitanich y col, 1991). Los agentes
antimicrobianos mas utilizados contra la cnfermedad han sido oxitetraciclina, acido

oxolinico, Florfenicol y Flumequina (E. Madrid, comunicacion personal).

Los métodos de laboratorio estandar para determinar la sensibilidad a antibioticos
no son aplicables a P. salmonis debido a su naturaleza intracelular, por ello, la
sensibilidad antimicrobiana de esta bacteria ha sido determinada usando lineas celulares

(Fryer y col, 1990; Cvitanich y col, 1991; Fryer y col, 1992; Smith y col, 1996). P.

salmonis es sensible in vitro a una gran cantidad de antibidticos (Fryer y col, 1992;

Smith y col, 1996).




Smith y colaboradores (1996) determinaron la concentracion minima inhibitoria
(CM) y la concentracion minima bactericida (CMB) de diferentes aislados de P.
salmonis ante cinco agentes antimicrobianos y encontraron dramaticas variaciones ¢n el
patrén de sensibilidad entre las cepas cstudiadas. Estos resultados podrian explicar las
inconsistencias observadas en los tratamientos quimioterapicos usados en terreno €
indican que no hay un agente antimicrobiano que pueda ser recomendado en todos los

brotes de Piscirickettsiosis.

La estandarizacién de los ensayos de sensibilidad a los quimioterapicos, para
establecer patrones de sensibilidad, asi como el estudio de los mecanismos que median
la resistencia observada en P. salmonis a los agentes antimicrobianos, seran de gran

utilidad para el desarrollo de mejores estrategias terapeuticas contra la enfermedad.

6.b. Vacunaciéon

Debido a que la Pisciricketsiosis no es controlada satisfactoriamente por los
quimioterapicos utilizados en acuicultura, el desarrollo de vacunas para prevenir la
enfermedad debe ser considerado como un objetivo primordial en las investigaciones.
Los esfuerzos deben dirigirse a la formulacion de vacunas que demuestren una efectiva

proteccion y con una relacion costo beneficio adecuada.

Recientemente se ha publicado un trabajo (Smith y col, 1995) que describe la
evaluacion de bacterinas de F.sa/monis. En la experiencia presmolts de salmon coho
fueron vacunados intraperitonealmente y posteriormente, transferidos a un sitio de agua
de mar con un historial de Pisciricketsiosis endémica, para ser desafiados naturalmente.
Los peces vacunados con la bacterina no concentrada, experimentaron una mortalidad
acumulativa significativamente mas baja que el grupo control. Los peces vacunados con
el antigeno concentrado mostraron una mortalidad ligeramente mas alta que el grupo

contro). Aunque estos resultados sugiercn un efecto inmunoprotector de la bacterina no.




concentrada, la mortalidad del grupo control fue baja (aproximadamente 13%) lo que

indica que el desafio no fue lo suficientemente exigente.

Estos autores han realizado otros ensayos dc inmunoprotecion variando algunas
condiciones de las experiencias (Smith y col, 1996), sin embargo, en todos los casos los

resultados han sido inconsistentes.

Esta claro que la formulacion de una vacuna efectiva contra la Piciricketsiosis
requiere de mas investigacion, es fundamental analizar las caracteristicas antigénicas ¢
inmunoldgicas de diferentes aislados de 7. salmonis, asi como la respuesta inmune de
los hospedadores susceptibles. En éste contexto y a nuestro juicio, existen una serie de
ventajas comparativas del agente que idealmente podrian facilitar su potencial manejo

profilactico. Ellas son:

- “Invivo” el agente estd asociado a membranas de células infectadas, lo que facilita

su purificacion.

- Tiene una gran capacidad replicativa, lo que favorece una eficiente recuperacion por

unidad de masa de tejido infectado, o bien de cultivos “in vitro™.

- Genera muchos organismos por célula, lo que favorece los estudios comparativos
entre aislados y permite estimar su incidencia entre las tres diferentes especies de

peces afectados.

- Cumple con los postulados de Koch, lo que potencia estudios sobre estabilidad

gendética.

- Tiene una capacidad infectiva sostenida en el tiempo, lo que favorece cl disefio de

estrategias preventivas.



Un resumen de los aspectos funcionales mas relevantes de la patologia de la

Pisciricketisia salmonis serian los siguientes;

Es un NUEVO agente, de reciente descripeion y clasificacion sistematica.

Se desconoce su ciclo bioldgico ¢ infectivo, informacion indispensable para enfrentar
su control.

Induce altas mortalidades, lo que hace ain mas peligroso su efecto en el tiempo.

Es un parasito intracelular obligado, lo que dificulta la aplicacion de métodos
clasicos de control.

Es epizodtico en salmonidos, lo que indica que aparcntemente no debieran existir
especies resistentes.

Se multiplica intracelularmente en vacuolas citoplasmaticas, lo que facilita su
enmascaramicnto y por ende, potencia su persistencia.

Ataca al pez en forma sistémica, lo que indica que aparentemente no es solo uno el

tejido u drgano blanco preferencial
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Tabla 1.- Resumen de muestras obtenidas y procesadas de drganos y sangre
de especimenes sanos y enfermos al dia de hoy (28/02/96)

ESPECIE NUMERO ESTADO PATOLOGICO
O. mykiss 52 ENFERMOS
(81)
20 SANOS
O. Kisutch 56 ENFERMOS
(114)
69 SANOS*
S. Salar 39 ENFERMOS
(34)
27 SANOS

Total: 272 muestras a la fecha, de 225 muestras propuestas para todo el proyecto.
* Raproductores




Tabla 2.-

Protocolo de inmunizacion para la obtencién de anticuerpos

policlonales monoespecificos.

Ag (ug/ul) 0,5 0,5 0,5 0,5
Prot (ug) 15 20 20 12

s2 Ag (ul) a0 500 ul 40 50 24

(xI) PBS (ul) 50 | Pristan 40 30 56
Ady. (ul) 720 720 720 720
Ag (ug/ul) 1 1 1 1
Prot {ug) 50 50 50 50

T6 Ag (ul) 50 500 ul 50 50 50

X2) PBS (ul) 30 | Pristan 30 30 30
Ady. (ul) 720 720 720 720
Ag (ug/ul) 3.8 3,8 3,8 3,8
Prot (ug) 50 50 50 50

CE3 Ag (ul) 14 500 ul 14 14 14

(x2) PBS (ul) 66 | Pristan 66 66 66
Ady. (ul) 720 720 720 720
Ag (ug/ul) 1 2 2 2
Prot (ug) 50 50 50 50

EMS0 Ag (ul} 50 500 ul 25 25 25

(X2) PBS (ul) 30 | Pristan 55 55 55
Ady. (ul) 720 720 720 720

Control |PBS (ul) 80 500 ul 80 80 80

(x2). Ady. (ul) 720 Ady. 720 720 720

Ag = Antigeno (Extracto purificado de P. salmonis)

Prot = Concentracién de proteina utilizada en cada fraccion

Ag = Volumen injectado

PBS = Volumen de buffer

Ady = Volumen de adjuvante de Freund

s2 = Muestra de Salmén del Atlantico enfermo

16 = Muestra de Trucha enferma

CE3 = Muestra de Salmon coho enfermo

EMS0 = Cepa de Referencia de P. salmonis (Control Positivo)




Tabla 3.- Resumen de los resultados obtenidos en el ensayo Dot Blot con los

anticuerpos policlonales monoespecificos.

Anticuerpo monoespecifico | Reconoce su antigeno | Reaccién cruzada con
anti:

Control No 16
s2 +/- -

T6 Si CE3
EM-90 Si CE3;T6
CE3 Si T6
Control = AlbUmina Sérica Bovina

52 = Interfase de tejidos de Salmén del Atlantico enfermo

T6 = Interfase de tejidos de Trucha arcoiris enferma

CE 3 = Interfase de tejidos de Salmén coho enfermo

(+7-) = Reaccidn débil




Tabla 4.- Cuantificacién proteica de muestras de tejidos durante los pasos del
tratamiento con Triron X-114
Muestra V muestra V agua V final Absorvancia| Prot (ugluf)
CE 13 P1 10 Q0 100 0,071 0,70
CE 13 P2 10 90 100 0,034 0,40
CE13P3 10 Q0 100 0,204 2,85
CE13 83 10 Q0 100 0,025 0,26
CE 14 P1 10 Qa0 100 0,018 0,19
CE 14 P2 10 90 100 0,055 0,61
CE 14 P3 10 Qa0 100 0,614 5,90
CM 17 P1 10 a0 100 0,104 1,00
CM 17 P2 10 90 100 0,074 0,6
CM 17 P3 10 80 100 1,000 10
CM 17 S3 100 0 100 0,381 3,6
TC7P3 10 a0 100 0,084 0,75
RB 5 P3 10 S0 100 0,418 4,0
RB 5 S3 100 0 100 0,017 0,17
CE = Salmédn coho enfermo
CM = Salmén coho sano
TC = Trucha arcoiris enferma
RB = Trucha arcoiris sana
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Concentracién de Proteinas de 100 fracciones Siricas enriquecidas en ighM

Coho sano alicuota concentracién
mi gfl
B31 0,85 23.7
BS4 1,00 29
BS8 1,00 237
BS11 1,00 23,7
AN3 1,00 23,7
AN4 1,00 23.7
AN6 1,00 23,7
ANS 1,00 23,4
CC1i* 0,40 23,7
CcCc2* 0,40 21,7
totaf 10

Tabla 6.-
post-desalinizacién con Sephadex G-30.
Coho enfermo alicuota concentracion
mi g/l
CE1 1,00 10,30
CE2 1,00 5,70
CE3 1,00 12,89
CE4 1,00 15,00
CES 0.70 17,00
CE& 0,80 17,10
CE7 2,00 11,20
CEB 0,80 12,50
CE9 2.00 13,80
CE10 2,00 11,30
CE11 0,80 22,40
CE12 0,70 20,30
CE13 0.60 5,50
CE14 0,73 10,60
CE13 0,73 20,20
CEi8 0.80 11,80
CE20 2,00 12,4/49
CE22 0.80 23,70
CE23 1,00 19,40
CE24 0,80 23,70
CE25 1,00 21,80
CE28 1,00 17,80
CE29 1,00 20,70
CE30 1,00 16,40
CE3t 1,00 21,90
CE32 1,00 18,90
CE33 1,00 13,30
CE34 1,00 22,70
CE33 0,60 23,70
CE36 1,060 1"
CE37 0.5 237
CE38 0,60 19,30
CE39 1,00 17.70
CEH 2.00 16,3/12,9
SALX2 2,00 19,5/24
SALX3 2,00 2,7/31
SALX7 2,00 49/73
CC1 0,75 13,30
CC3 1,00 16,20
ccs 1,00 14,90
cCe 1,00 13,70
cCo 1,00 13,30
total 42




®
o
: Tabla 6.- Continuacion
) Trucha enferma| alicucta | concentracién Trucha sana alicuota | concentracién
. mi g/l mi g/
T 2,00 20.6/11,3 TPG4 2,00 9.1/16,9
L T2 1,00 337 THCS 2,00 23798
® T4 2,00 43/29 TPC6 2,00 39/11,9
s 1,00 12.8 TPCB 3,00 64/78
® T6 1.00 237
® 17 1,00 7.4 total 4
® Te 0.50 23.7
T9 2,00 8.1/63
(] T10 1,00 23,1
® TAS 1,00 168
® TAS 1,00 176
® TAS 0,90 23,7
TAN 1,00 15.3
®
@ total 13
®
. Salar enfermo alicuota concentracion Salkar sano alicuota concentracién
. mil g/l ml g/l
SM1 2,00 124769 SALART 1,00 040
® SMB 1,00 12.70 SALARE 1.00 15.70
® SM3 2,00 66/96 SALARS 0,80 9,40
® SM4 2.00 42715 SALAR4G 1,00 17,20
SM5 2,00 427102 SALARS 1,00 13,80
® 5Mé 2,00 1060 SALARG 2,00 9,2/87
® SM7 2,00 25,70 SALAR7 0.60 21,30
SM8 1,00 12,20 SALARBS 1,00 1350
o SM9 2,00 9,30 SALARS 1,00 10,70
® SALAR10 1,00 11.60
51 2,00 54/38 SALARI1 0.60 11,70
@ =2 1,00 9.10 SALARI2 1,00 10,50
) 53 1,00 9,30
) 2.00 63/82 total 72
® 56 1,00 10,90
@ 57 1,00 9,00
P S8 2,00 i8/86
§ 59 2,00 9477
® 10 2,00 i32/95
@
SM14 1,00 3,20
®
o total 19
®
®
@
®
®
. B
®
®
®
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FI1G 1 Gradiente discontinua de Rinografina 14-21-28 %. La flecha mdica la interfase
21-28 % que contiene las rickettsias




FIG 2 a. Frotis de interfase 21-28% de wradiente de Rinografina obtemda de tejidos de

salmon coho. tefido con Naranja de Acridina

FIG 2 b. Frotis de sobrenadante de cultivo celular CHSE-214 infectado con la cepa tipo de

Piscirickettsia salmoms EM-90_ tentdo con Naranja de Acnidina
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FIG 3. Inmunofluorescencia indirecta de frotis de intertase de 21-28 % de Rmogratina

utilizando como anticuerpo primario suero de conejo anti /. salmonis.
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FIG 4. Perfil proteico comparativo de muestras de salmon coho. trucha arcoiris y control
en un gel de poliacrilarmda al 10 %. Tincion con Coomassie. a: . salmonis

EM-90: b, ¢ y d: muestras de salmon coho: e hasta i© muestras de trucha arcoiris.




FIG 5. Electrotoresis en gel de poliacrilamida al 10 % de proteinas provenientes de
muestras de peces enfermos. Tincion con Coomassie. a: marcador de peso

molecular; b: control sano; ¢, d, e: salmon coho. f, g v h: trucha arcoiris.




FIG 6. Perfil proteico en minigel de poliacrilamida al 10 % de la cepa tipo de 7. salmonis
EM-90 crecida “in vitro™. Tincion con Nitrato de plata. De izquicrda a derecha,

diferentes concentraciones de proteina: 0,25; 0,5; 1,0 y 2.0 ug por pocillo.
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FIG 7. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 12 % de muestras solubilizadas con Triton
X-114y tefiidas con Nitrato de plata para lipopolisacaridos (I.PS). a: salmén coho
enfermo tratada con proteinas K; b: Control LPS Sa/monella minessota R5-

c: Control LPS Escherichia coli, d: Piscirickettsia salmonis EM-90 tratada con
proteinasa K; e: . salmonis EM-90; f: Salmon coho enfermo; g: marcador peso

molecular proteinas, la flecha indica la banda de 14 Kd.




FIG 8. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% de muestras solubilizadas con Triton
X-114 vy teiiidas con tincion de nitrato de plata para lipopolisacaridos. a: control LPS de

Escherichia coli; b: control LPS Salmonella minnesota RS, ¢: P. salmonis EM-90 tratada

con proteinasa K;d: trucha arcoiris enferma y e: salmon coho enfermo




FIG 9. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 20 % de muestras solubilizadas con Triton
X-114 y tratadas con proteinasa K. Tincion con Nitrato de plata para

lipopolisacaridos (LPS). A y B: salmon coho enfermo: C: /. salmonis EM-90



FIG 10. Electroforesis cn gel de poliacrilamida al 12% de mucstras solubilizadas con Triton
X-114 vy tefiidas con tincion de nitrato de plata para lipopolisacaridos. a: Salmon salar
enfermo; b: Salmon salar enfermo tratado con proteinasa K. ¢: P. salmonis EM-90 no
solubilizada con Triton X-114; d: P. salmonis EM-90; e: P. salmonis EM-90 tratada con
proteinasa K; f: Salmon coho enfermo tratado con proteinasa K. g: Salmon coho enfermo,
h: Trucha enferma tratada con proteinasa K; i Trucha enferma. Flecha indica proteina de

peso molecular entre 30-40 Kd




FI1G 11.Electrotoresis en gel de poliacrilamida al 10 *% de mterfases provenientes de tejidos
infectados. A: Tratado con Con-FITC v B: inmunotincion con suero de conejo ant
P salmonis a. b v ¢ muestras de salmon salar; d: EM-90: e £v g: muestras de

trucha arcoms; hy iy j: muestras de salmon coho




FIG 12. Inmunotincion de muestras de peccs tratadas con Triton X-114 v proteinasa K

utilizando suero de conejo anti Piscirickeitsia salmonis. a: salmon coho enfermo
(P3). b: salmon coho enfermo (S3): ¢: trucha arcoiris sana (P3). d: Trucha arcoiris

sana (S3). e: EM-90 (P3). f: EM-90 (53)
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FIG 13. Western blot de mucstras solubilizadas con Triton X-114 ¢ incubadas con sucro de
conejo anti-P. salmonis. 1: Marcador de LPS de Salmonella minessota, 2: Trucha arcoiris
enferma; 3: Trucha arcoiris enferma con proteinasa K; 6:Control P.salmonis EM-90 con
protemasa K; 7: Control P salmoms EM-90; 8: Control P. salmoms EM-90 a mayor
concentracion 9: Salmon salar enferma con proteinasa K; 10: Salmon salar enfermo. Flecha

muestra proteina inmunogena.




FIG 14. Western-Blot de muestras de interfase provenientes de tejidos de peces enfermos
incubado con suero de conejo anti Piscirickerisia salmoms. a, by ¢: salmén coho.

d. ey f: trucha arcoiris; g y h: salmon salar; i EM-90. Flecha simple: 50 Kd peso

molecular; flecha doble: lipopolisacarido (LPS).
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FIG 15. Western-Blot de muestras de interfases provenientes de tejidos de peces entermos
incubado con suero de salmon coho infectado naturalmente con Piscirickettsia
salmonis. a, by ¢: salmén coho; d, e y f: trucha arcoiris; g y h: salmon salar,

i- EM-90. Flecha simple: 50 Kd peso molecular; flecha doble: lipopolisacarido.




FIG 16. Western-Blot de muestras de interfases provenientes de tejidos de peces enfermos
incubado con suero de trucha arcoiris infectada naturalmente con Piscirickettsia
salmonis. a, b y ¢: salmon coho; d, e y f; trucha arcoiris; g y h: salmon salar,

i. EM-90. Flecha simple: 50 Kd peso molecular; flecha doble: lipopolisacarido.



FIG 17. Western-Blot de muestras de interfases provenientes de tejidos de peces enfermos
incubado con suero de salar infectado naturalmente con fisciricketisia salmonis.
a, by c: salmon coho; d, e y f: trucha arcoiris; g y h: salmon salar; it EM-90.

Flecha simple: 50 Kd peso molecular, flecha doble: lipopolisacarido.
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F1G 18. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 12 % que muestra la Inmunoprecipitacion
de extractos crudos de peces infectados con /. salmonis. a: Control negativo, b:
salmon coho sano sin inmunoprecipitacion (s/1); ¢: salmon coho sano con |
inmunoprecipitacion (¢/1); d: EM-90 s/1: e: EM-90 ¢/I: f: Salmon coho enfermo s/1;
g: Salmon coho enfermo ¢/1. h: Trucha arcoiris /I iz T'rucha arcoiris ¢/1:

i: marcador peso molecular. Doble flecha: Lipopolisacarido.




FIG 19. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 12 % de los anticuerpos policlonales
monoespecificos. 1. Tincion con Coomassie. 11 : Western blot con suero anti [gG
de raton. A: anti EM-90; B: anti-aislado de trucha arcoiris; C: anti-aislado de

salmon coho. Las flechas indican las cadenas livianas y pesadas de las [gGs.
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FIG 20.Electroforesis en gel de agarosa al | % de los productos amplificados por PCR
A. E'v H: marcador de peso molecular: B: control negativo, DNA suero de pez
sano. C, D, Fy G: DNA de /. salmonis EM-90 con cuatro pares de iniciadores

diferentes.
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FIG21. Electroforesis en gel de agarosa al 1 "y de los productos ampliticados por PCR
Ay K: marcador de peso molecular. B: /2 salmoms EM-90.C v D DNA suero de
salmon coho entermo; E v F: DNA suero trucha arcoins enferma. G: DNA suero
salar enfermo; H, 'y J: DNA suero de coho. trucha v salar sanos. respectivamente

Tamano esperado con par de iiciadores 300 nucleotidos de largo
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F1G 22. Observacion al microscopio de luz de liposomas fosfatidilcolina - LPS obtenidos
por centrifugacion. Los liposomas se preparan con muestras de LPS procedentes de
diferentes especies de salmonideos infectados, correspondientes a Salmon coho (A) y

Trucha arcoiris (B).




F1G 23. Deteccion de LPS en liposomas mediante cnsayo por dot blot. Ln A se
observan las muestras de Salmon coho infectado (1-2; fracciones sobrenadantes; 5-6:
liposomas recuperados por centrifugacion) y Trucha arcoiris infectada (3: fraccion
sobrenadante; 7. liposomas obtenidos por centrifugacion) También se muestran las
fracciones sobrenadante (4) y liposomas (8) correspondientes a liposomas control que no
contienen LPS. En B se muestra el control negativo correspondiente a LPS de /. coli (1) y

los controles positivos correspondientes a LPS de Salmon coho (2,3) y de Trucha arcoiris

4.
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FIG 24. Representacion esquematica de liposomas. En A s¢ muestra un liposoma con
moléculas de LPS incorporado en la monocapa externa. En B se observa un

liposoma que no tiene incorporado el inmunogeno. En C se muestra Ja estructura basica de

la molecula de LPS, indicandose el dominio polar (1) y apolar (2).
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Diseiio de estrategias para la aplicacién de la mejor sonda liposomal a

poblaciones naturales.

Las experiencias de vacunacion contra la Piscirickettsiosis que se han realizado hasta
la actualidad, han utilizado como antigeno bacterinas de Piscirickettsia salmonis, es decir,
suspensiones inactivadas del patogeno proveniente de cultivos celulares. Los resultados
obtenidos han sido variables y la proteccion conferida no ha sido suficiente y en algunos

casos contradictoria (Smith y col, 1995; Miquel, comunicacién personal).

Nuestra propuesta est basada en la seleccion de al menos un componente estructural
del patogeno que se comporte como un buen inmundgeno tanto in vitro como in vivo y la
incorporacion de este componente a “liposomas”que actiien como vehiculo del antigeno
permitiendo su liberacion lentamente en el organismo y aumentando asi su capacidad de
inducir en forma sostenida en el tiempo una respuesta humoral. En ambos casos el

componente estructural seleccionado del agente es su lipopolisacarido (LPS).

Los liposomas son vesiculas de fosfolipidos las cuales forman espontineamente
bicapas concéntricas cuando son expuestas a soluciones acuosas. La flexibilidad v
versatilidad de los métodos para la formulacion de liposomas, hacen de ellos un sistema ideal
para probar respuestas inmunologicas. Ademas, los liposomas poseen varias ventajas sobre
otros adyuvantes: estdn constituidos por compuestos biologicos que son biocompatibles y
biodegradables, y no han sido asociados con reacciones sistémicas o locales significativas.
Por otra parte, en la actualidad existen métodos para la preparacion a gran escala de

liposomas para su uso en estudios experimentales (Freda, 1995).

Varios trabajos han demostrado la accién de los liposomas como adyuvantes en
mamiferos y cualquiera sea la formulacién de los liposomas, parece claro que la estimulacion
del sistema inmune esti ligada a las propiedades fisicoquimicas inherentes a la asociacion

antigeno-liposoma (Freda, 1995).




La capacidad de la asociacion liposoma-LPS para actuar como adyuvante
inmunoldgico ha sido investigada y evaluada en mamiferos (Desiderio y Campbell, 1985; Su
y Van Rooijen; 1986; Liu y col, 1992; Petrov y col, 1992; Wong y col, 1992; Laing y
Threakston, 1993) pero su aplicacion en el disefio de vacunas para peces ha sido limitada.
Rodgers (1990) comparo la eficacia de una vacuna que contenia antigenos de Aeromonas
salmonicida con y sin liposomas en un desafio natural contra la Furunculosis. El nivel de
proteccion fue significativamente aumentado cuando la vacuna contenia liposomas.
Recientemente, Nakhla y col (1996) han descrito la incorporacion de diferentes
concentraciones del LPS y del Polisacarido (PS) de Aeromonas salmonicida, en distintos
tipos de liposomas con el fin de utilizarlas como inmunégenos protectivos contra la

Furunculosis.

Durante el desarrollo de este Proyecto hemos encontrado que el componente
lipopolisacarido de la membrana externa de P. salmonis estimula la respuesta inmune
humoral en conejos y en peces. En este trabajo, a su vez, hemos desarrollado sondas
liposomales que incorporan antigenos de P. salmonis y que pueden ser utilizadas como

adyuvante en vacunas para peces.

En base a estos antecedentes y a nuestros resultados, hemos disefiado una estrategia
tedrica para la aplicacion de estas sondas liposomales en poblaciones naturales. Este

programa de vacunacion constaria de al menos las siguientes etapas:

1. Preparacion de la vacuna.
2. Ensayo de toxicidad para peces.
3. Disefio experimental de vacunacion.

4. Desafio,

5. Determinacion de la eficacia de la vacuna.




1. PREPARACION DE LA VACUNA

1.1. CULTIVO. Debido a que se necesitarian grandes cantidades de antigeno, P. salmonis
se cultivarian en lineas celulares de peces a gran escala, especificamente, la linea CHSE-214

a 15-18°C durante 10-14 dias.

1.2, EXTRACCION LPS. El sobrenadante de los cultivos celulares con efecto citopatico
total se inactivaria con formaldehido al 0,2 %, las bacterias serfan colectadas por
centrifugacion y posteriormente liofilizadas. El LPS seria extraido a partir de los extractos
liofilizados siguiendo el método de extraccion de fenol-agua descrito por Westphal and Jann
(1965).

1.3. PREPARACION DE LPS ASOCIADO A LIPOSOMAS. El LPS serfa incorporado a

los liposomas segun la técnica descrita en este informe en la seccion XX.
2. ENSAYO DE TOXICIDAD

La suspension de vacuna deberia ser ensayada previamente a diferentes
concentraciones en peces para probar su inocuidad. Ademas, seria conveniente probar la
vacuna en ejemplares de distintas especies (Salmén coho, salar y trucha) para detectar si

existiesen diferencias en la sensibilidad segun la especie.
3. DISENO EXPERIMENTAL DE VACUNACION
3.1. METODO DE ADMINISTRACION. Actualmente existen los siguientes métodos para
administrar vacunas a peces: via oral, inyeccion o inmersion. En esta estrategia se probarian

los métodos de inyeccion e inmersion, por las razones que se explican a continuacién.

La vacunacion oral (mediante el alimento) no es apropiada ya que requiere una gran

cantidad de antigeno y por periodos mas prolongados, por lo tanto es demasiado cara para




ser utilizada en forma masiva. Por otra parte, los niveles de proteccion que se alcanzan con
este método son muy inferiores a los obtenidos con la inyeccion y/o inmersion. La inmersion
evita el estres y excesiva manipulacion de los peces y ademas, es el mecanismo de
ntroduccién del patégeno mas parecido a las condiciones naturales. Aunque la inyeccion
tiene la desventaja de ocasionar un estres adicional a los peces y la necesidad de usar
anestésicos, produce los mejores niveles de proteccion con respecto a los otros métodos, la
rapidez y duracion de la proteccion también son superiores y tiene la ventaja de que se tiene
la certeza de que cada pez a recibido la dosis adecuada. Tanto, la inyeccion como la

inmersion permite su aplicacion en forma masiva.
3.2. TAMANO DE LOS PECES Y DE LOS GRUPOS

El tamafio ideal de los peces para ser vacunados seria el estado de smolt de agua
dulce semanas antes de ser trasladados a agua de mar, ya que los brotes mas graves de
Piscinickettsiosis se producen algunas semanas después de que los smolt han sido

transferidos a agua de mar.

Los peces vacunados por inmersion seran puestos en contacto con la vacuna por 2
min y posteriormente serdn transferidos a tanques individuales. La inyeccidn intraperitoneal

se hara previo anesteciamiento de los peces.

Los peces deben ser alimentados normalmente durante el periodo del ensayo. La

temperatura debe registrarse por lo menos dos veces al dia durante todo el experimento.

Todos los peces seran transferidos inmediatamente a tanques individualizados por
grupo, con aireacion y flujo de agua constantes. Los grupos de peces a tratar deberan ser de

al menos 50 individuos por grupo. Por cada via de administracion deben probarse al menos

tres grupos:




Grupo 1: Control 1, inoculados solo con el diluyente de la vacuna.
Grupo 2: Control 2, inoculados con los liposomas

Grupo 3: Vacunados, inoculados con la preparacion de liposomas y LPS de P. salmonis.

Podrian existir mas grupos de peces vacunados en funcion de la concentracion de la

vacuna o del LPS, los que seran establecidos en base al ensayo de toxicidad.
4. DESAFIO

El desafio consistira en someter a los grupos de peces vacunados y controles a una
inoculacion artificial con P. sa/monis mediante inyeccion intraperitoneal de un aislado .
probadamente virulento. Se debe inocular al menos la Dosis letal 50, la que ha sido
previamente establecida. El desafio deberia realizarse algunas semanas después de que los

peces han sido trasladados al agua de mar.

Se deben observar los peces diariamente y registrar la morbilidad y mortalidad. Las
causas de la mortalidad deben ser determinadas, es decir, el patogeno debe ser reaislado a
partir de los peces moribundos.Las infecciones no especificas no deben exceder el 10 % en

cualquier grupo.

Descartamos la posibilidad de un desafio natural ya que seria imposible controlar

todgs las variables y por lo tanto, complicaria la interpretacion de resultados.
5. DETERMINACION DE LA EFICACIA DE LA VACUNA

Los métodos tradicionales para medir la efectividad de una vacuna son : el célculo

del porcentaje relativo de sobrevivencia (RPS) y el aumento de la Dosis letal 50 (LD50).



En nuestra propuesta realizaremos el analisis mediante el calculo del Porcentaje

Relativo de Sobrevivencia, ya que es mas sencillo de aplicar a gran escala.

El caleulo del RPS se realiza mediante la siguiente formula:

RPS =1 - % mortalidad grupo vacunado x 100

% mortalidad grupo control

La mortalidad del grupo vacunado deberia ser inferior al 24 % para poder considerar

el test como positivo.




