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los microfilamentos de un miembro tordcico de C. rogercresseyi de una hembra adulta. Tincidén con peroxidasa
IMMPACT™ SG. L000X. .eeeiuvrreeereureeeesireeeessorteressssreeessssseessssssseeessssseeesssssesessssssesessssseeessssseeesssssssesssssseeesssssees 88

Figura 4-7. Cefalotdorax. Deteccion de Piscirickettsia salmonis en Caligus rogercresseyi. Se observa
inmunorreaccion positiva (flecha) en una agrupacién de bacterias en tejido muscular en Chalimus IV. Tincion
con peroxidasa IMMPACT™ SG. A00X.........cccceii i 88

Figura 4-8. Cefalotérax. Se observa inmunorreaccién positiva (flechas) a P. salmonis en la superficie y dentro
de la pared cuticular. Chalimus IV. Tincién con peroxidasa ImMmPACT™SG. 1000X..........cccceeeeeeeeeeieeeeeeeeennnn, 88

Figura 4-9. Pared del tubo digestivo. Se observa inmunorreaccion positiva (flecha) a P. salmonis debajo de las
células epiteliales de revestimiento. Chalimus IV. Tincidn con peroxidasa InmPACT™SG. 1000X................. 88

Figura 4-10. Presencia de P. salmonis en tejidos de C. rogercresseyi expresado en porcentaje segin categoria
de hembras (H), machos (M) y chalimus IV (C), de acuerdo con el tejido afectado. Los individuos fueron
detectados mediante técnica de inmunohistoquimica. Los datos estan referidos a 40 Caligus infectados con
la bacteria mostrados en la tabla 12. Las muestras fueron recolectadas desde un centro de engorda de salmén
del Atlantico (Salmo salar) ubicado en la Region de Los Lagos y que fue diagnosticado positivo a
(o] ol g ol = €Y (o1 - TSRS 89

Figura 4-11. Huevo. Se observa inmunorreaccion positiva (flecha) a P. salmonis en el huevo dentro de la bolsa
ovigera de C. rogercresseyi de una hembra adulta. Tincién con peroxidasa ImmPACT™SG. 1000x............... 90

Figura 4-12. Huevos en cistos. Se observa inmunorreaccién positiva (flecha) a P. salmonis en el huevo dentro
los cistos de la bolsa ovigera de C. rogercresseyi de una hembra adulta. Tincidn con peroxidasa ImMmPACT™SG.

Figura 4-13. Bolsa Ovigera. Capa Externa. Se observa inmunorreaccion positiva (flecha) a P. salmonis externo
a la bolsa ovigera de C. rogercresseyi de una hembra adulta. Tincién con peroxidasa ImmPACT™SG. 1000x.
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Figura 4-14. Borde Externo. Bolsa Ovigera. MEB. Se observa un conglomerado de bacterias uniéndose a la
bolsa ovigera de C. rogercresseyi (flecha) de una hembra adulta. La zona es la misma que se aprecia en la
FigUra 4-13 PEro SiN @NTICUBIPOS. ... ciiii i eeeetee e et e e et e et e e e e e e et e e e e et e e e saaa e e e eaaaseseannseesennnseenenneennnnnns 90

Figura 6-1 (a) Intercambio a través del canal de Chacao desde Barrio 5 a Barrio 6 (lanzamiento del 1 al 5 de
enero de 2015, tiempo de dispersion 7 dias). (b) Puntaje de riego de propagaciéon para SRS (infectar). (c)
Puntaje de riesgo de recepcion de SRS (ser infectado). Todas las estimaciones se promediaron a lo largo de
2005 Y 2006, 1eeeeeiiiee et e e et e e e e e e et —e e e e ———ee e et ———eeaa———eaea——aeeeaatrateeaattaeeeatraeeeaantaeeeaataaeaeanrreeananns 94

Figura 6-2 Puntajes promedio en la granja para 2015 y 2016 (a) Puntaje de riesgo de propagacién para SRS
(infectar) (b) Puntaje de riesgo de recepcién de SRS (ser infectado). ........ccccceiiveiiieiieiiciiiieeee e, 95

Figura 6-3 Cuatrocientos centros de cultivo de la Region de Los Lagos clasificados a partir de predicciones de
conectividad acudtica estimadas en Junio de 2016. Area verde representa bajo riesgo de infectar, ser
infectado 0 ambos. Area amarilla representa un riesgo intermedio. Area roja representa un alto riesgo.....96

Figura 6-4 Curva de Hjulstrom. Grafico utilizado para determinar si un rio erosiona, transporta o deposita
sedimentos. El grafico toma en consideracion el tamafio de los sedimentos y la velocidad del canal. El eje X
muestra el tamafio de las particulas en mm (MIlIMELIOS). .....uuiiiiiiiieieeeec e 97

Figura 6-5 Matriz para estimar el riesgo de re-suspension y re-infeccion.........ccccoeeeeeiieeieiiiiiiieciicceccceeeeea, 98

Figura 6-6. Microscopia electrénica de barrido (MEB) de concha de chorito post limpieza. Se observan
diferentes zonas de la superficie de una concha control negativo. No se observan microorganismos. A. Concha
incubada en medio L-15 por 24 h (150x). B. Grieta de concha incubada en medio L-15 por 24 h (5000x). C.
Concha incubada en agua de mar por 24 h (150x). D. Grieta de concha incubada en agua de mar por 24 h
(2000x). P=Periostraco. G= GriEla. ......ccoovviiiiiiiiiiiiiiiii 106

Figura 6-7. Control positivo. Microscopia electrénica de barrido (MEB) de conchas de chorito desafiadas con
P. salmonis en medio de cultivo L-15. Se observan diferentes zonas con la presencia de la bacteria unida a la
superficie formando el complejo de adhesidn piscirickettsial (CAP). Las flechas negras indican la presencia de
la bacteria. Las flechas blancas indican la presencia del CAP. A y B. Concha incubada en medio L-15 con P.
salmonis por 1 h (150x y 5000x). C y D. Concha incubada en medio L-15 con P. salmonis por 24 h (150x y
10 (8]0 R T S o= e ol d = [l o I L €] <1 - [P 107

Figura 6-8. Microscopia electrénica de barrido (MEB) de conchas de chorito desafiadas con P. salmonis en
agua de mar. Se observan diferentes zonas con la presencia de la bacteria unida a la superficie formando el
complejo de adhesidn piscirickettsial (CAP). Las flechas negras indican la presencia de la bacteria. Las flechas
blancas indican la presencia del CAP. Ay B. Concha incubada en agua de mar con P. salmonis por 10 min (150x
y 5000x). C y D. Concha incubada en agua de mar con P. salmonis por 1 h (150x y 5000x). E y F. Concha
incubada en agua de mar con P. salmonis por 24 h (150X ¥ 5000X)......cceeeeeeereerrrrrereeeeeriirirreeeeeeeeeennsnneees 108

Figura 6-9.Cultivo celular linea CHSE-214. Microscopio invertido con luz polarizada. La figura A muestra un
cultivo normal. La figura B presenta efecto citopatico caracteristico del crecimiento y desarrollo de P.
salmonis. La linea celular en B fue expuesta con una concha cuyo duplicado presentaba la formacién de CAP
de 24 h. Las barras iNdiCan 10 [UM. ......euiiieeeie it ee e e e e e e e e e e eetrr e e e e e e e s eanaaeaeeseeeesesnsnsseseeaeeeesnnnsnns 109

Figura 6-10 Micrografias electrénicas de control negativo de los materiales de balsas jaulas y concha de
chorito incubadas en agua salada por 48 h. Control negativo de HDPE MEB 1000x (5A), control negativo de
PVC MEB 1000x (5B), control negativo de PA-Nylon MEB 1000x (5C), control negativo de PTFE-teflon MEB
1000x (5D), control negativo de concha de chorito MEB 1000x (5E) y control negativo de concha de chorito
MEB 3000x (5F). Las barras indiCan 10 M. ...cceecoeeeiiiiiieeee e e eeciiiree e e e e e e eeeittreeeeeeeeeeetaraeeeeeeeeeeenssssaeesaeeeeanns 116

Figura 6-11. Micrografias electrénicas de HDPE, PVC, PA-nylon, PTFE-teflon y concha de chorito desafiados a
P. salmonis en medio agua de mar incubados por 48 h a 15 °C. Las micrografias electrénicas corresponden a
HDPE a 500x (A1), HDPE a 3000x (A2), PVC a 500x (B1), PVC a 3000x (B2), PA-nylon a 500x (C1), PA-nylon a
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3000x (C2), PTFE-tefléon a 500x (D1), PTFE-teflén a 3000x (D2), concha de chorito a 500x (E1) y concha de
ChOItO @ 3000X (E2).ceeeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 118

Figura 6-12. Microfotografias electrénicas de HDPE, PVC, PA-nylon, PTFE-teflon y concha de chorito
desafiados a P. salmonis en medio MEM-4 incubados por 48 h a 15 °C. Las figuras corresponden a HDPE a
500x (A1), HDPE a 3000x (A2), PVC a 500x (B1), PVC a 3000x (B2), PA-nylon a 500x (C1), PA-nylon a 3000x (C2),
PTFE-teflén a 500x (D1), PTFE-teflén a 3000x (D2), concha de chorito a 500x (E1) y concha de chorito a 3000x

Figura 6-13. Las microfotografias de microscopio invertido con luz polarizada corresponden a: cultivo celular
normal de la linea CHSE-214 (8A), efecto citopatico (ECP) caracteristico del crecimiento y desarrollo de P.
salmonis en células CHSE-214 (8B), ECP en células CHSE-214 producido por la concha de chorito que
presentaba CAP en medio agua de mar (8C) y ECP en células CHSE-214 producido por la concha de chorito
que presentaba CAP en medio MEM-4 (8D). C=CONChA. ......uuiiiiiiiiiiiiiiieeeee ettt e e 122

Figura 6-14 Micrografias SEM de P. salmonis cultivados en medio sdlido (IFOP-PsM11). 1A a un aumento de
1000x. 1B aumento a 3000x. Flechas azules zonas de aglomeracion bacterias y fechas negra bacteria P.
SAIMONIS. ....veeeeee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e btaeeeeeeaesasasseaaeeeaeeeesaassasaasaaeeeeaasssaaaeeeaeeeeaassrtaneeeeeaaans 126

Figura 6-15. Micrografia SEM de la colonia de P. salmonis (A), SEM-EDS de la colonia de P. salmonis (B),
microanalisis de EDS de la colonia de P. SAIMONIS (C). .euuuuueuieieiiii s sassanes 127

Figura 6-16 Micrografia SEM de CAP en la superficie de concha de chorito (11A), SEM-EDS del CAP (11B), SEM-
EDS de la superficie de la concha de chorito (11C), microanalisis de EDS del CAP (11D) y microanalisis de EDS
de la superficie de la concha de chorito (11E). ......uveiiiiiiiiiiiiiiieeee ettt e e e e et e e e e e e e e eenanes 128

Figura 6-17 Micrografia SEM de CAP en la superficie de PTFE-teflon (12A), SEM-EDS del CAP (12B), SEM-EDS
de la superficie libre de CAP del PTFE-teflén (12C), microandlisis de EDS del CAP (12D) y microandlisis de EDS
de la superficie del PTFE-TEFION (12E). ...ovieiii ittt ee e e e e e e e et e e e e e e e e s aneaaae e e e e e e e ennnnnnnes 130

Figura 6-18. Esquema de cuelga que fue utilizada para disponer diversos polimeros y conchas de chorito en
€1 CENTIO B CUIIVOL. it e s e e e e e s e st ba e e e e e e e s s sbbbbaeeeaeesennnsssseees 133

Figura 6-19. Cuelga que fue utilizada para disponer diversos polimeros y conchas de chorito en el centro de
cultivo. Cada material fue previamente limpiado, desinfectado y esterilizado mediante UV y luego protegido
mediante un embalaje utilizado Para AULOCIAVE. .......c..evviiiiiee e 133

Figura 6-20. Cuelga. Se observa la cuerda, el material envuelto y la pesa que lo sostiene............cceeeeeennn. 133

Figura 6-21. Cuelga. Se observa el material que fue sumergido. Se han retirado las envolturas. T= Teflén,
P=Polietileno, C=Conchas, HDPE, NY=NYION. ..........uuuuuuuuuuuruuiiiiiiiuiuiieeieieeieeeeereereeeeereeeeereerr.———————————. 133

Figura 6-22 Deteccién de P. salmonis mediante PCR en conchas de chorito (Mytilus chilensis) y algunos
polimeros. L: Ladder, H20: Control interno negativo, C+: Control positivo, Co(N°)i: Concha nimero cara
interna, Co(N°)x: Concha nimero cara externa, Te: Teflon, PVC, Ny: Nylon, Pe: Polietileno. Se observa
POSItIVIdAd €N CO2i, COBXY NY. coiiieieiieee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeans 136
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Lista de Acronimos

ACRONYM MEANING

AAA Areas Aptas para la Acuicultura (Appropriate Areas for Aquaculture)

ACs Agrupaciones de Concesiones de Salmonicultura (AKA “barrios” or “neighbourhoods”)

ARG Genes de resistencia a los antibiéticos

CAD Centro de Alta Diseminacidn

CSIRO Commonwealth Scientific and Industrial Research Organisation

FIE Fondo de Inversion Estratégica

GIS Sistema de informacion geogréfica

HAB Florecimiento algal noscivo

IFOP Instituto de Fomento Pesquero

INFA Informacién ambiental

INTESAL Instituto Tecnoldgico del Salmén

LBGMA Ley sobre Bases Generales del Medio Ambiente, General Law on the Environment

LGPA Ley de Pesca y Acuicultura

MINECON Ministerio de Economia, Fomento y Turismo

MMA Ministerio del Medio Ambiente

PSEVC Programas Sanitarios Especificos de Vigilancia y Control

qPCR PCR en tiempo real (cuantitativa)

RAMA Reglamento Ambiental para la Acuicultura (Aquaculture Environmental Regulations)

RCAA Reglamento de Arrendamiento y Permisos de Acuicultura

RESA Reglamento de Medidas de Proteccidn, Control y Erradicacion de Enfermedades de Alto Riesgo
Sanitario para las especies hidrobioldgicas

RT-PCR Transcriptasa reversa PCR

RT-qPCR Transcriptasa inversa PCR en tiempo real

SAG Servicio de Agricultura y Cria de Animales

SEIA Evaluacién de Impacto Ambiental del Sistema Nacional

SERNAPESCA  seryicio Nacional de Pesca y Acuicultura

SIFA Sistema de Fiscalizacién de la Acuicultura

SRS Sindrome rickettsial del salmon causado por infeccion con Piscirickettsia salmonis
SUBPESCA Subsecretaria de Pesca y Acuicultura de MINECOM

Mwco Molecular weight cut off

DNA Acido desoxirribonucleico

PBS

rem Revoluciones por minuto

CFU




Glosario Técnico

En el contexto de la fase de implementacién del proyecto FIE V014 - Programa para la Gestidn Sanitaria en
Acuicultura - Dindmica ambiental de P. salmonis, se ha desarrollado el siguiente glosario para mejorar la
comprensidn de las actividades del equipo administrativo y contribuir a una comunicaciéon mas fluida entre
equipos técnicos y administrativos.

TERMINO SIGNIFICADO

Actividad Cualquier trabajo realizado en un proyecto. Puede ser sindnimo de tarea, pero en algunos casos,

puede ser un nivel especifico en la WBS (por ejemplo, una fase se divide en un conjunto de
actividades, las actividades en un conjunto de tareas). Una actividad debe tener una duracién y
dara como resultado uno o mas entregables. Una actividad generalmente tendra requisitos de
costo y recursos.

Dato Informacion que puede ser analizada o utilizada en un esfuerzo por adquirir conocimiento o
tomar decisiones. En nuestro caso, las mediciones de temperatura, salinidad y otra informacién
ambiental, sanitaria o de produccion se consideran datos.

Tomador de Una persona que toma decisiones. Un tomador de decisiones puede tomar decisiones en
decision diferentes niveles jerdrquicos.

Proceso detoma | proceso de pensamiento de seleccionar una opcién Iégica de las opciones disponibles. Al tratar

de decisiones de tomar una buena decisién, una persona debe sopesar los aspectos positivos y negativos de
cada opcidn y considerar todas las alternativas. Para una toma de decisiones efectiva, una
persona también debe poder pronosticar el resultado de cada opcidn, y en base a todos estos
elementos, determina qué opcion es la mejor para esa situacion en particular.

Entregable Cualquier articulo producido como el resultado de un proyecto o cualquier parte de un proyecto.
El entregable del proyecto se diferencia de entregas provisionales que resultan de actividades
dentro del proyecto. Un entregable debe ser tangible y verificable. Cada elemento de la WBS
(actividad o tarea) debe tener uno o mas entregables.

Implementacion  pyede ser unafase en el ciclo de vida del proyecto en el que un producto se pone en uso. Ademds,
un término utilizado como sinédnimo de desarrollo.

Entrada Algo puesto en un sistema o gastado en su operacion para lograr y producir o un resultado. En
nuestro caso, las entradas son diferentes datos, mapas o procesos de toma de decisiones.

Modelo Un modelo puede venir en muchas formas, tamafios y estilos. Es importante enfatizar que un
modelo no es el mundo real sino simplemente una construccién humana para ayudarnos a
comprender mejor los sistemas del mundo real. En general, todos los modelos tienen una
entrada de informacidn, un procesador de informacion y una salida de resultados esperados.

Salidas La salida se define como el acto de producir algo, la cantidad de algo que se produce o el proceso
en el que se entrega algo.

Oceandgrafo Cientifico que estudia y explica las complejas interacciones entre el agua de mar, el agua dulce,
los casquetes polares, la atmdsferay la biosfera. Su trabajo principal es predecir cdmo funcionan
los océanos, asi como averiguar como hacer un uso mas eficiente y sostenible de sus recursos.

Director de Un director de proyecto es un rol de gestidn de proyectos en el que un individuo supervisa,

proyecto supervisa y administra estratégicamente un proyecto desde un nivel ejecutivo. El director del

proyecto es responsable de gestionar un proyecto a nivel estratégico. El director también revisa
los informes de progreso periddicos y realiza ajustes de personal, financieros u otros para alinear
el proyecto en desarrollo con objetivos de resultados mas amplios.
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TERMINO SIGNIFICADO

Requerimientos

Riesgo

Modelamiento
cientifico

Stakeholder

Tarea

Dependencia de

la tarea

Estructura de
desglose del
trabajo (WBS)

Paquete de
trabajo

Botella Niskin

Sonicacion

La declaracién de los objetivos detallados del producto que describe las caracteristicas y
funciones y las limitaciones de rendimiento que se entregardn en el producto. Los requisitos
proporcionan la base para aceptar el producto.

Una probabilidad o amenaza de dafio, lesién, responsabilidad, pérdida o cualquier otro
acontecimiento negativo causado por vulnerabilidades externas o internas, y que se puede evitar
mediante una accidén preventiva.

La actividad cientifica cuyo objetivo es hacer que una parte o caracteristica particular del mundo
sea mas facil de entender, definir, cuantificar, visualizar o simular, haciendo referencia a los
conocimientos existentes y generalmente aceptados. Requiere seleccionar e identificar aspectos
relevantes de una situacidon en el mundo real y luego usar diferentes tipos de modelos para
diferentes objetivos, tales como modelos conceptuales para comprender mejor, modelos
operativos para operacionalizar, modelos matematicos para cuantificar y modelos graficos para
visualizar el tema.

Cualquieray todos los interesados en el proyecto: clientes, patrocinadores, artistas intérpretes o
ejecutantes, el publico en general e incluso la familia y amigos de los participantes directos
pueden considerarse partes interesadas.

Un trabajo que requiere esfuerzo, recursos y que tiene un resultado concreto (un entregable).
Una tarea puede ser de cualquier tamafio (un proyecto es una tarea muy grande). A veces, el
término se usa para denotar un trabajo en un nivel particular en una jerarquia de Estructura de
Desglose del Trabajo (WBS), por ejemplo, una fase se divide en un conjunto de actividades y una
actividad en un conjunto de tareas. Excepto por este uso jerarquico, la actividad es sinébnimo de
tarea.

Una relacion en la que una tarea o hito se basa en otras tareas que deben realizarse (total o
parcialmente) antes de que pueda realizarse. También se conoce como una relacién ldgica.

Una tarea en un nivel bajo de la Estructura de Desglose del Trabajo en la que se realiza la
contabilidad del proyecto. Por lo general, aproximadamente una semana de duracion vy la realiza
un grupo de trabajo individual o pequefio.

Una tarea en un nivel bajo de la Estructura de Desglose del Trabajo en la que se realiza la
contabilidad del proyecto. Por lo general, aproximadamente una semana de duracidn y la realiza
un grupo de trabajo individual o pequefio.

Dispositivo para la obtencién de muestras de agua de mar a una profundidad especifica.

Ley de aplicacién de energia de sonido para agitar particulas en una muestra, para diversos fines,
como la extraccidn de multiples compuestos de plantas, microalgas y algas marinas.
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Resumen Ejecutivo

La acuicultura en Chile es una actividad econdmica de alta relevancia para el pais, cuya expansién ha
generado importantes ingresos econdmicos, principalmente en la zona sur-austral. El significativo
incremento de la produccidn acuicola durante las Ultimas tres décadas, y el cultivo de salmones en particular,
ha traido consigo un incremento en la aparicion de enfermedades de diversos tipos en los centros de
produccion. Piscirickettsiosis, la enfermedad causada por la bacteria intracelular Piscirickettsia salmonis, es
la enfermedad bacteriana mas importante del cultivo de salménidos en agua de mar en Chile y es considerada
una seria amenaza a la sustentabilidad de esta importante industria. Esta bacteria representa la mayor causa
de uso de antibidticos a nivel del cultivo industrial de salmdnidos, producto de las pocas e inefectivas
herramientas profilacticas de control para manejar la patologia.

P. salmonis es una bacteria compleja, y a pesar de los importantes avances logrados en el conocimiento del
agente durante los ultimos afios, su epidemiologia aun tiene un gran nimero de factores desconocidos,
involucrados en la mantencién del agente dentro de las unidades productivas y el medioambiente en general.
El desarrollo del presente estudio representa un apoyo a la compleja resolucién del problema de controlar
esta enfermedad, realizando estudios de los posibles reservorios y vectores involucrados en la mantencién y
diseminacion de la enfermedad.

Este informe presenta los detalles del andlisis de las muestras y los resultados de la deteccion de P. salmonis
en diferentes matrices bidticas y abiéticas recolectadas en los centros de produccion de salmon bajo brotes
activos de Piscirickettsiosis. Se realizaron seis campafas de muestreo en la regién Austral de Chile (X, Xl y Xl
regiones) con el apoyo del equipo IFOP liderado por el Dr. Sergio Contreras, en el que se recolectaron 36
muestras de agua, 36 muestras de sedimentos, 36 muestras de biopelicula, 94 muestras de peces, 3 muestras
de zooplancton y 150 muestras de moluscos, las que posteriormente fueron utilizadas para la cuantificacién,
aislamiento, cultivo y secuenciamiento completo de P. salmonis. Adicionalmente se utilizaron muestras
histéricas de P. salmonis de coleccién de IFOP para el establecimiento de la dindmica poblacional de la
bacteria en Chile. Se tomaron 6 muestras de agua de sitios geograficamente alejados de los centros de
produccién y cultivo de salmdn, para ser usadas como controles negativos.

Las bacterias patdgenas excretadas por los peces enfermos pueden acumularse en el agua, sedimento y
biopeliculas. En este estudio, todos los sitios fueron positivos para la presencia de P. salmonis con nUmeros
que variaron de 10 a 9X 10 células por litro de agua. Ademas, las muestras de agua recolectadas en tres de
los seis centros tenian nimeros de P. salmonis> 200 células L™. Vale la pena sefialar que cuando se
compararon los metadatos de los centros con los datos de P.salmonis en el agua, el centro 6 tiene el mayor
indice de mortalidad reportado una semana antes y en el momento de la recoleccidn de las muestras de
agua. Por lo tanto, el mayor nimero de bacterias observadas en el agua es probablemente en respuesta a la
prevalencia de la enfermedad en el centro y las bacterias desprendidas por peces infectados. De manera
similar, el centro 2 tiene una alta mortalidad debido a SRS antes del muestreo y el nimero observado de P.
salmonis en las muestras de agua corresponde a la prevalencia de la enfermedad en el centro.

Considerando que, P. salmonis se detectd constantemente en los sedimentos variando en nimeros de 30 a
300 células por gramo de sedimentos. En este estudio, se detectaron niveles bajos de P. salmonis en las
muestras de sedimentos recolectadas de todos los centros muestreados con el nimero mas bajo encontrado
en los sedimentos del centro 2. Cuando se compararon los metadatos del centro con los nimeros de
P.salmonis en el sedimento es evidente que en el ciclo anterior, dicho centro presentd las mortalidades mas
bajas debido a SRS, en comparacion con otros centros muestreados. Por otro lado, el centro 1, que tenia
tasas de mortalidad altas en el ciclo anterior, tenia el mayor nimero de P.salmonis en los sedimentos. Los
resultados apuntan hacia la acumulacién de P.salmonis en los sedimentos en respuesta a la prevalencia de
la enfermedad. Ademas, se requiere un trabajo de investigacién para determinar la duracién de P. salmonis
en los sedimentos, ya que los sedimentos pueden ser un reservorio importante de P. salmonis.
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En comparacion, solo una muestra de biofilm de un sitio (centro 6) tenia un nimero cuantificable de P.
salmonis (200 células por gramo). En el momento del muestreo, este centro tenia el mayor nimero de
mortalidad informada (aproximadamente el 3% de los peces). Es probable que P.salmonis de las jaulas con
brote activo de la enfermedad se haya adherido a las biopeliculas en las superficies mas cercanas a las jaulas
enfermas. En las muestras de biopeliculas alejadas de las jaulas, no se detecté P.salmonis. Un estudio in vitro
realizado por la Universidad de Chile reveld la presencia del complejo de adhesién Piscirickettsial (CAP) en
teflon. Al relizar un estudio en campo, introduciendo cuerdas con distintos materiales utilizados en la
salmonicultura al interior de una jaula de cultivo de salmones que presentaba mortalidades por SRS, el
equipo de la Universidad de Chile encontrd la presencia de P. salmonis en pquefios trozos de nylon sometidos
a PCR tradicional. Esto sugiere que las biopeliculas mas cercanas a las jaulas con enfermedades pueden ser
reservorios de P. salmonis, pero las biopeliculas marinas alejadas de las jaulas tienen un potencial limitado
para los reservorios de P. salmonis.

P. salmonis ha sido reportado de las especies de peces nativos de Chile Eleginops maclovinus, Odontesthes
regia, Sebastes capensis y Salilota australis. En este estudio, hemos detectado sistematicamente P. salmonis
en las branquias de peces silvestres capturados alrededor de los centros de produccién en el momento del
muestreo. Se encontré que Eleginops maclovinus y Sebastes capensis portaban P.salmonis. De todos los
organos internos de los peces, solo se encontré un pez salvaje que muestra la presencia de infeccion por P.
salmonis. El papel de la poblacion de peces silvestres en la propagacion de P. salmonis sigue sin estar claroy
debe investigarse mas a fondo.

En este estudio, se recolectaron y analizadron 150 muestras de moluscos alrededor de 5 centros de cultivo
de salmén y no detectamos la presencia de P. salmonis en las muestras de tejido. La presencia de P. salmonis
en los moluscos no se puede descartar por completo, ya que el tamafo de la muestra para este estudio es
relativamente pequefio. Un estudio in vitro realizado por la Universidad de Chile revelé6 mediante MEB la
presencia del complejo de adhesion Piscirickettsial (CAP) y de la bacteria P. salmonis en trozos de conchas de
Mytilus chilensis. Al realizar estudios de nfectividad, éstos resultaron positivo. Al relizar un estudio en campo,
introduciendo cuerdas con trozos Mytilus chilensis al interior de un centro de cultivo que presentaba
mortalidades por SRS, el equipo de la Universidad de Chile detecté la presencia de P. salmonis mediante PCR
tradicional. Los resultados sugieren que P. salmonis posee la capacidad de adherirse formando CAP en la
superficie de conchas de chorito y que la cercania a las jaulas que presentan la enfermedad jugaria un rol en
la difusidn de la enfermedad. Sin embargo, se suguiere realizar investigaciones de campo adicionales, con un
mayor numero de centros y mas moluscos, considerando la incorporacién de analisis de viabilidad de la
bacteria.

Recolectamos muestras de zooplancton con una red de barridos netos de 73 um en tres ubicaciones
seleccionadas al azar alrededor del centro de cultivo para determinar la presencia de P.salmonis en el
zooplancton. Nuestro objetivo fue determinar si el zooplancton podria ser una fuente importante de P.
salmionis, nuestros resultados de PCR fueron negativos para todas las muestras analizadas, lo que sugiere
que es poco probable que el zooplancton sea un reservorio significativo de P. salmonis.

En el presente proyecto, nuestro objetivo fue comprender la dindmica poblacional de las cepas de
Piscirickettsia salmonis que infectan los centros de cultivo de salmén en Chile, asi como descifrar la virulencia
y la resistencia a los antibidticos que tienen sus genomas. Para esto, seleccionamos 60 cepas de P. salmonis
para la secuenciaciéon completa del genoma. Los resultados del trabajo gendmico llevado a cabo en el
laboratorio del profesor Pierre-Edouard Fournier en la Universidad de Aix-Marsella sugieren la existencia de
dos grupos filogenéticamente distantes. En resumen, el pan genoma de P. salmonis consistio en 1480 genes
centrales, 2122 genes externos y 2434 genes Unicos en la nube especificos para cepas individuales. Los
genomas principales se dividen en dos grupos distintos. El aislado bacteriano PC100 fue de particular interés
debido a la aparicién de un gran nimero de genes de resistencia a los antibiéticos presentd una agrupacion
de aislados con un conjunto de genes del nucleo diferenciado distintivo.

Para el establecimiento de los mecanismos y vias de difusién de P. salmonis, el grupo de la Universidad de
Chile liderado por el Dr. Julio Larenas, realizé la recoleccidn y analisis de muestras del ectoparasito Caligus
rogercresseyi, desde un centro de engorda de salmén del Atlantico (Salmo salar) ubicado en la Regidn de Los
Lagos, que presentaba un brote activo de SRS para detectar la presencia de la bacteria al interior del
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ectoparasito. Se utilizé un tamafio muestral de 50 individiuos por categoria (hembras, machos y chlimus IV),
a los cuales se les realizé un andlisis de tejido mediante la técnica de inmunohistoquimica. Se determiné que
un 42% de las hembras, un 28% de los machos y un 28% de los Chalimus IV presentaron una reaccidn positiva
a la inmunohistoquimica. Un 81,6% de los individuos positivos presentaron la bacteria a nivel de tejido. Esto
sugiere que Caligus rogercresseyi desempefia alguin papel en la difusidon de P. salmonis.

Con el apoyo del Grupo Etecma liderado por el Dr. Marcos Godoy, se realizaron también 8 campafias de
muestro en centros de cultivo con brotes activos de SRS e historial de amebiasis branquial en afios previos o
diagnosticados previamente con Enfermedad Proliferativa Branquial (PGD) para la obtencion de peces con
signos clinicos de infeccién concomitante de P. salmonis y P. perurans, su posterior cultivo en laboratorio y
estudio de tiempo de sobrevida de P. salmonis en ameba. El aislamiento y cultivo de P. salmonis a partir de
las muestras de ameba resultaron negativos en todos los casos. Esto sugiere que la ameba no seria un vector
de la enfermedad.
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Executive Summary

Aquaculturein Chile is an economic activity of high relevance for the country, whose expansion has generated
important economic income, mainly in the southern-austral zone. The significant increase in aquaculture
production during the last three decades, and salmon farming in particular, has brought about an increase in
the occurrence of diseases of various types in the production centers. Piscirickettsiosis, the disease caused
by the intracellular bacterium Piscirickettsia salmonis, is the most important bacterial disease of salmonid
culture in seawater in Chile and is considered a serious threat to the sustainability of this important industry.
This bacterium represents the main cause of the use of antibiotics at the industrial salmon culture level,
product of the few and ineffective prophylactic control tools to manage this pathology.

P. salmonis is a complex bacterium, and despite the important progress in knowledge about the agent during
the last years, its epidemiology still has a large number of unknown factors, involved in the maintenance of
the agent within the productive units and in the environment. The development of the present study is an
important support to the resolution of the complex problem of controlling this disease, carrying out studies
of the possible reservoirs and vectors involved in the maintenance and dissemination of the disease.

This report presents the details of the analysis of samples and results of the detection of P. salmonis in
different biotic and abiotic matrices collected in the centers of production of salmon under active outbreaks
of Piscirickettsiosis. Six sampling cruises were done in southern regions of Chile (X, XI and XIl regions)
supported by the IFOP team led by Dr. Sergio Contreras, in which 36 water samples, 36 sediment samples,
36 biofilm samples, 94 fish samples, 3 samples of zooplankton and 150 samples of molluscs were collected,
which were later used for the quantification, isolation, culture and complete sequencing of P. salmonis to
ascertain different aspects of the population dynamics of the bacteria in Chile. Additionally, historical
samples of P. salmonis from the IFOP collection were completely sequenced. Six water samples were taken
from sites geographically far from the salmon production and culture centers, to be used as negative controls.

Pathogenic bacteria excreted by diseased fish can accumulate in water, sediment and biofilms. In this study,
all sites were positive for the presence of P. salmonis with numbers ranging from 10 to 9 x10° cells per liter
of water. In addition, water samples collected in three of the six centers had numbers of P. salmonis > 200
cells L™, It is worth noting that when center metadata were compared with the P.salmonis data in the water,
center 6 had reported the highest mortality rate a week before and at the time of the water samples
collection. Therefore, the greatest number of bacteria observed in water is due probably in response to the
prevalence of the disease in the center and the bacteria released by infected fish. Similarly, center 2 has a
high mortality due to SRS before sampling and the observed number of P. salmonis in the water samples
corresponds with the prevalence of the disease in the center.

Whereas, P. salmonis was constantly detected in the sediments, varying in numbers from 30 to 300 cells per
gram of sediments, in this study, relatively low levels of P. salmonis were detected in sediment samples
collected from all the sampled centers, with the lowest number found in the sediments of center 2. When
center metadata were compared with the numbers of P.salmonis in the sediment it became evident that in
the previous production cycle, center 2 presented the lowest mortalities due to SRS, in comparison with other
sampled centers. On the other hand, center 1, which had high mortality rates in the previous production
cycle, had the highest number of P.salmonis in the sediments. These results point towards the accumulation
of P.salmonis in the sediments in response to the prevalence of the disease. In addition, further research is
required to determine the persistence in time of P. salmonis in the sediments, since the sediments can be an
important reservoir of P. salmonis.

In comparison, only one sample of biofilm from one site (center 6) had a quantifiable number of P. salmonis
(200 cells per gram). At the time of sampling, this center had the highest mortality reported (approximately
3% of the fish). It is probable that P. salmonis of the cages with an active outbreak of the disease has adhered
to biofilms on the surfaces closest to the cages with disease. In biofilm samples removed from the cages
themselves, P.salmonis was not detected. However, an in vitro study conducted by the University of Chile
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team, revealed the presence of the Piscirickettsial adhesion complex (CAP) in Teflon. When carrying out a
study in the field, introducing ropes with different materials used in salmon farming inside a salmon culture
cage that showed mortalities due to SRS, the team from the University of Chile found the presence of P.
salmonis in small pieces of nylon subject to traditional PCR. This suggests that the biofilms closest to disease
cages may be reservoirs of P. salmonis, but marine biofilms far away from cages have limited potential to be
P. salmonis reservoirs.

P. salmonis has been reported from several native fish species of Chile: Eleginops maclovinus, Odontesthes
regia, Sebastes capensis and Salilota australis. In this study, we systematically detected P. salmonis in the
gills of wild fish caught around production centers at the time of sampling. It was found that Eleginops
maclovinus and Sebastes capensis carried P.salmonis. Of all the internal organs of the fish, only one wild fish
was found with evidence of P. salmonis infection. The role of wild fish populations in the spread of P. salmonis
remains unclear and should be further investigated.

In this study, 150 mollusc samples were collected around 5 salmon culture centers. When analyzed, the
presence of P. salmonis was not detected in the tissue samples. The presence of P. salmonis in molluscs
cannot be ruled out completely, since the sample size in this study is relatively small. An in vitro study
conducted by the University of Chile team using SEM, revealed the presence of the Piscirickettsial adhesion
complex (CAP) and the bacteria P. salmonis in pieces of the shell of the mussel Mytilus chilensis. When
carrying out studies of infectivity, they turned out to be positive. When carrying out a study in the field,
introducing ropes with chunks of Mytilus chilensis inside a culture center that showed mortalities by SRS, the
team of the University of Chile detected the presence of P. salmonis by means of traditional PCR. The results
suggest that P. salmonis has the ability to adhere forming CAP on the surface of mussel shells and that the
proximity to the cages that present the disease would play a role in the spread of the disease. However,
additional field investigations are suggested, that contemplate a greater number of centers and more
molluscs, considering the incorporation of viability analyzes for the bacteria.

Samples of zooplankton were collected towing a net of 73 um in three randomly selected locations around
the culture center to determine the presence of P.salmonis in the local zooplankton. The objective was to
determine if zooplankton could be an important source of P. salmonis. PCR results were negative for all
samples analyzed, which suggests that it is unlikely that zooplankton is a significant reservoir of P. salmonis.

In the present project, one objective was to understand the population dynamics of the Piscirickettsia
salmonis strains that infect the salmon culture centers in Chile, as well as to decipher the virulence and
resistance to antibiotics displayed by their genomes. For this, 60 strains of P. salmonis were selected for the
complete sequencing of their genome. The results of the genomic work carried out in the laboratory of
Professor Pierre-Edouard Fournier at the University of Aix-Marseille suggest the existence of two
phylogenetically distant groups. In summary, the pan-genome of P. salmonis consisted of 1480 central genes,
2122 external genes and 2434 unique genes in the cloud specific for individual strains. The main genomes
are divided into two distinct groups. The bacterial isolate PC100 was of particular interest because the
appearance of a large number of antibiotic resistance genes presented a cluster of isolates with a set of
distinctive differential core genes.

For the establishment of the mechanisms and routes of diffusion of P. salmonis, the team of the University
of Chile led by Dr. Julio Larenas, collected and analysed samples of the ectoparasite Caligus rogercresseyi,
from a production center of Atlantic salmon (Salmo salar) located in the Los Lagos Region, which had an
active outbreak of SRS with the aim to detect the presence of the bacteria inside the ectoparasite. A sample
size of 50 individuals per category was used (females, males and chalimus IV), to which an
immunohistochemical analysis of their a tissue was carried out. It was determined that 42% of females, 28%
of males and 28% of Chalimus IV presented a positive reaction to immunohistochemistry. 81.6% of the
positive individuals presented the bacterium at the tissue level. This suggests that Caligus rogercresseyi does
play a role in the spread of P. salmonis.

With the support of the Etecma Group led by Dr. Marcos Godoy, 8 sampling campaigns were also carried out
in production centers with active outbreaks of SRS and a history of branchial amebiasis in previous years or
previously diagnosed with Branchial Proliferative Disease (PGD). The aim of this effort was to obtain fish with
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clinical signs of concomitant infection of P. salmonis and P. perurans, for their subsequent laboratory culture
and study of the survival time of P. salmonis in the amoeba. The isolation and culture of P. salmonis from the
amoeba samples were negative in all cases. This suggests that the amoeba would not be a vector of the
disease.
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1 Introduccion

1.1 Sobre este informe

El sindrome de Rickettsia del salmdn (SRS), causado por Piscirickettsia salmonis, sigue siendo un problema
importante para la sostenibilidad de la industria del salmén en Chile (Saavedra et al., 2017). Las altas tasas
de mortalidad debidas a las infecciones por P. salmonis han provocado graves pérdidas econdmicas para la
industria de la acuicultura de salmdnidos en Chile, causando cientos de millones de délares estadounidenses
en pérdidas. SRS sigue siendo una gran amenaza para la acuicultura de agua salada y salobre en Chile (Bustos,
2006). Esto se debe principalmente a la falta de buenas vacunas, las vacunas actuales tienen una eficacia
variable a largo plazo, ya que la bacteria tiene una naturaleza intracelular (Carryn et al., 2003). Ademas, es
dificil controlar la infeccion con antibidticos, probablemente debido a la dificultad para mantener una
concentracion insuficiente de antibiéticos dentro del huésped (Mikalsen et al., 2008).

Se ha informado SRS en especies de salmdnidos que incluyen trucha arco iris, Oncorhynchus myekiss
(Walbaum), salmdén chinook, Oncorhynchus tshawytscha (Walbaum), salmén coho, Oncorhynchus kisutch
(Walbaum) y salmon del Atlantico, Salmo salar (Fryer and Hedrick, 2003a). Sin embargo, se informa que los
brotes de la enfermedad son mas graves en la trucha arco iris (Jakob et al., 2014). Ademas, las bacterias
similares a Piscirickettsia que causan mortalidad en peces no salmdénidos también se han reportado en lubina
blanca (Atactoscion noblis), lubina negra (Dicentrarchus sp.), Tilapia (Oreochromis niloticus y Sarotherodon
spp.) Y panaque de ojos azules (Panaque suttoni) (Mauel and Miller, 2002a). Entre las causas infecciosas de
mortalidad en el cultivo del salmon del Atlantico en 2015, el 78,9% se asocid con brotes de enfermedad de
Piscirickettsiosis (SERNAPESCA, 2016a).

Actualmente, no existen vacunas comerciales de alta eficacia y suficiente cobertura temporal para el control
de la piscirickettsiosis (Rozas y Enriquez, 2014), por lo que la terapia con antibidticos se ha utilizado
ampliamente en los centros marinos para reducir las pérdidas debidas a esta enfermedad. En 2015, se usaron
aproximadamente 557.2 toneladas de antibidticos en la industria del salmén y la mayoria de los
antibacterianos utilizados (94%) se administraron para tratar infecciones por P. salmonis (SERNAPESCA,
2016b).

El SRS ha sido principalmente reportado en agua de mary agua de estuario (Branson and DIAZ-MUNOZ, 1991;
Cvitanich et al., 1995; Rozas and Enriquez, 2014). La prevalencia de SRS se asocia con la temperatura del
agua, el tiempo de cultivo en el mar, la distancia y el nimero de centros vecinos con SRS (Rees et al., 2014a).
Se ha informado que una correlacidn positiva entre la temperatura del agua, el tiempo en el agua salada y el
numero de vecinos infectados con SRS predice una alta probabilidad de que un centro reporte el SRS (Rees
et al., 2014b).

En los ultimos 20 afios, se han realizado innumerables esfuerzos publicos y privados para desarrollar
tecnologias y enfoques para controlar enfermedades, incluida la piscirickettsiosis. Estos esfuerzos han sido
financiados con recursos privados y fiscales, lo que ha dado como resultado iniciativas que han buscado
desarrollar vacunas de todo tipo, incluidas: inactivadas, subunidades y en vivo. Desafortunadamente, los
resultados de estos esfuerzos no siempre han sido adecuados para el sector. Asimismo, se han financiado
investigaciones y desarrollos en los campos de: seleccidn genética para enfermedades, terapias alternativas
a los antimicrobianos tradicionales, desarrollo de dietas funcionales, inmunoestimuladores, estudios
epidemioldgicos y bioseguridad. Nuevamente, estos esfuerzos no siempre han logrado el impacto deseado
de disminuir los efectos de la piscirickettsiosis en los salménidos cultivados.

Aungue en los Ultimos afios ha habido un claro progreso en la calidad de la investigacién aplicada en el sector
de la acuicultura, asi como en el nimero de grupos de investigacion especializados que presentan resultados
relevantes en términos de genética y microbiologia del patégeno, no ha sido posible transferir estos avances
para mejorar la produccién en el campo.



Los principales vacios en nuestro conocimiento que limitan nuestra capacidad para controlar adecuadamente
la enfermedad SRS a nivel del centro de produccién ha sido nuestro limitado conocimiento del ciclo de vida
de las bacterias, en particular: su persistencia en el medio ambiente en diversas condiciones y su capacidad
para generar reservorios. El grado en que se transmite a los centros de produccion de salmén mediante
vectores mecanicos o biolégicos, y su interaccidn con la fauna marina salvaje (peces o no peces) es en gran
parte desconocido. El trabajo de investigacidn propuesto sobre P. salmonis apunta a obtener informacion
muy necesaria sobre la dindmica poblacional de las cepas de P. salmonis que infectan los centros de salmdn
en Chile.

Los objetivos generales en relacién a Vectores y Reservorios de P. salmonis incluyen: la deteccién cuantitativa
de P. salmonis en reservorios o bancos bidticos potenciales (peces, artropodos, moluscos y amebas),
reservorios abidticos (agua, sedimentos y biopeliculas), mecanismos potenciales de diseminacién de la
enfermedad desde los reservorios y la importancia bioldgica de los reservorios. En resumen, este proyecto
intenta alcanzar los siguientes cuatro objetivos:

1. Identificacion de reservorios (bidticos y abidticos) y de vectores de P. salmonis
2. Determinacién de la dinamica poblacional gendmica de cepas de P. salmonis.

3. Establecimiento de los mecanismosy rutas de diseminacion de P. salmonisy su relacién con variables
ambientales.

4. Determinar la importancia biolédgica de los reserevorios de P. salmonis
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1

Nombre Etapa

Vectoresy
reservorios de
P. salmonis

Descripcién

Identificacidn y cuantificacion de
reservorios (bidticos y abidticos)
de vectores de P. salmonis.

Establecimiento de mecanismos
y vias de difusion de P. salmonis.
Cuantificacién del nimero de P.
salmonis en moluscos, piojo de
mar, amebas y otros para
determinar posibles mecanismos
de diseminacion

Determinacién de la dinamica
poblacional genémica de cepas
de P. salmonis

Determinacion de la importancia
bioldgica de reservorios y

vectores: en ameba, piojo de mar

y moluscos.

1.1

1.2

13
14

15

1.6

1.7

1.8

1.9

1.10

1.11

1.12

1.13

1.14

Actividades a Realizar por Etapa

Colecta y analisis de peces
Colecta y analisis de artrépodos
Colecta y analisis de moluscos

Colecta y analisis de muestras agua

Colecta y analisis de muestras de
sedimentos

Muestreo y analisis de Biopeliculas

Colecta y analisis de muestras de
moluscos (~100)

Muestras (swab) de branquias de
peces para analisis de amebas (~150)

Muestreo y analisis de muestras de
piojos de mar (~150)

Metagendmica de muestras de
biopelicula

Metagendmica de muestras de agua

Metagendmica de muestras de
sedimento

Experimentos de cultivo de amebas
en laboratorio con P. salmonis

Tiempo de sobrevivencia de P.
salmonis en la ameba

Ubicacidn en el informe

Seccion 2 del presente informe
Seccién 2 del presente informe
Seccidn 2 del presente informe

Seccion 2 del presente informe
Seccion 2 del presente informe

Seccion 2 del presente informe

Seccion 4 del presente informe

Seccion 4 del presente informe

Seccidn 4 del presente informe

Seccion 3 del presente informe

Seccidn 3 del presente informe

Seccion 3 del presente informe

Seccion 5 del presente informe

Seccion 5 del presente informe



1.2 Antecedentes

La epidemiologia de P. salmonis es relativamente desconocida. P. salmonis es considerado endémico en areas
de cultivo de salmén del Atlantico en Chile (Rozas and Enriquez, 2014). Una bacteria endémica en un ambiente
generalmente solo causa una enfermedad esporadica, pero puede inducir una epizootia en los confines cercanos
presentes en las instalaciones de acuicultura (por ejemplo, redes). Se ha sospechado la existencia de reservorios
marinos de P. salmonis, pero estos siguen siendo relativamente desconocidos. Hay una escasez de informacion
sobre la caracterizacion (fenotipica y genética) de P. salmonis, especificidad del hospedador, distribucion
geografica, reservorios naturales, hospedadores alternativos y rutas de transmision (Otterlei et al., 2016).

Se ha sospechado la existencia de reservorios marinos de P. salmonis, pero estos siguen siendo relativamente
desconocidos, con la excepcion de la lubina blanca, la trucha arco iris y otros peces marinos no salmoénidos que
actlan como anfitriones. La presencia de P. salmonis y organismos similares a P. salmonis entre los peces marinos
(Chen et al., 2000) y en bacterio-plancton del agua de mar (Mauel and Fryer, 2001) sugirien un potencial
reservorio marino para la bacteria.

Actualmente, no hay informacion sobre la distribucidn de P. salmonis en el medio marino fuera del pez huésped,
en particular, su presencia en el agua, sedimentos, biopeliculas, plancton, isépodos, parasitos externos y amebas.
Aungue existe evidencia anecdética sobre la participacidn de pardsitos externos e isépodos ameba, no se sabe
en qué medida estos organismos desempefian un papel en la transmisién de la enfermedad. En la ultima década,
gracias a los rapidos avances en biologia molecular, se ha logrado un progreso significativo en la comprension
del genoma de P. salmonis y otras bacterias similares a P. salmonis. Las técnicas moleculares han permitido
detectar y diferenciar con precisién las cepas patdgenas, genotipo de las bacterias sin cultivarlas e identificar los
mecanismos genéticos involucrados en la patogénesis.

1.3 Etiologia del sindrome de Rickettsia del salmdn (SRS)

P. salmonis, es una bacteria facultativa, intracelular, aerobia, gramnegativa, no movil y pertenece a la familia
Piscirickettsiaceae de la clase y-proteobacteria (Rozas and Enriquez, 2014). En Chile, al menos dos genogrupos
(OF-89 y EM-90) han sido identificados. El analisis de la secuenciacidon gendmica de aislamientos pertenecientes
a ambos genogrupos (LF-89 y EM-90) ha mostrado una gran heterogeneidad genética entre los genogrupos
(Bohle et al., 2014; Saavedra et al., 2017). En otras partes del mundo, los microorganismos que son piscirickettsia
o rickettsia (incluyendo todos los patégenos de peces intracelulares facultativos) estan etiquetados como PLO
(piscirickettsia-like organism) o RLO (rickettsia-like organism) (Mauel and Miller, 2002b). También se informa
que los PLO y RLO estdn asociados con sintomas de tipo SRS en muchas especies de peces. El papel de los PLO y
RLO como agente causante de SRS sigue sin estar claro. Mas recientemente, Morrison et al., Informaron en
Australia, la presencia de un organismo similar a Rickettsia de Tasmania (TRLO, por sus siglas en inglés) en
salmones de dreas de acuicultura sin antecedentes de TRLO asociados con la enfermedad (Morrison et al., 2016).
El andlisis de las secuencias de ADNr de este aislado indicé que la TRLO mostré similitud con el aislado de P.
salmonis EM90. Sin embargo, en un estudio anterior se detectd una eliminacién de 19 pares de bases en la region
espaciadora transcrita interna (ITS) 165-23S de TRLO, lo que sugiere la existencia de divergencia genética (Corbeil
et al., 2005). Por otro lado, se encontrd que un organismo similar a Piscirickettsia que causa enfermedad en la
tilapia hawaiana, no produjo un amplicén con PCR especifica de P. salmonis (cepa EM-90) (Mauel et al., 2003).
La heterogeneidad entre los grupos genéticos conocidos y la diversidad existente de RLO resalta la naturaleza
evolutiva de SRS.



1.4 Modo de transmision de P. salmonis

Se sabe que P. salmonis sobrevive y se replica en vacuolas citoplasmicas unidas a membrana en células de peces
infectados, lo que lleva a una infeccidon sistémica, conocida como SRS. Es menos probable que se transmita de
peces adultos infectados a jovenes y, con mayor frecuencia, de adultos a adultos. La transmision vertical de la
enfermedad también puede ocurrir debido a la presencia de P. salmonis en la génada de peces infectados y
posteriormente en los huevos fertilizados. (Smith et al., 1996). Sin embargo, este modo de infeccién se ha
controlado con éxito mediante la seleccidén de poblaciones reproductivas libres de la enfermedad.

La ruta de transmisidn de la enfermedad no se comprende completamente, sin embargo, se ha informado que
la penetracion de la piel y/o las agallas del salmén por P. salmonis ocasiona el inicio de la infeccidn en los animales
experimentales (Smith et al., 1999; Smith et al., 2004). En estudios realizados por Smith et al. (1999), en la ruta
de entrada de P. salmonis en la trucha arco iris, se informd que la bacteria penetra en la piel en ausencia de
lesidn y sin la ayuda de vectores. Ademas, se demostrd que P. salmonis alcanza los capilares branquiales y se
disemina a través del cuerpo en un tiempo relativamente corto. La exposicién oral no se considera una via
importante de transmisidn, ya que se ha teorizado que el bajo pHy las enzimas digestivas en el estdmago pueden
conducir a la inactivacién de la bacteria. En estudios similares con salmén del Atlantico, las branquias se han
reportado como portales de entrada para la transmisién natural de P. salmonis (Almendras et al., 1997).

Se ha demostrado la transmisidn horizontal de enfermedades en el agua de mar en poblaciones de salmdn en
condiciones de laboratorio. Se han reportado altas mortalidades en peces cohabitantes (Rozas-Serri et al., 2017),
lo que suguiere transferencia de pez a pez de P. salmonis. La transmision horizontal de P. salmonis se ha
demostrado en ausencia de vectores en el salmén Coho en agua de mar y agua dulce (Cvitanich et al., 1991). La
transferencia horizontal de P. salmonis de pez a pez se reconoce como el principal modo de infeccién (Almendras
et al., 1997; Fryer and Hedrick, 2003b) También se ha informado sobre la supervivencia prolongada de bacterias
en el agua de mar (Lannan and Fryer, 1994). En cuanto a muchas enfermedades que ocurren naturalmente en
la naturaleza, la infeccién se vuelve mas grave en entornos de acuicultura abarrotados.

La transmisién horizontal de SRS se ha demostrado a través de contacto directo entre peces (Almendras and
Fuentealba, 1997) y el riesgo de infeccién aumenta con el aumento de la densidad de los peces . Es posible que
los peces infectados liberen P. salmonis en la columna de agua (p. €j., se excreta en la bilis, las heces y la orina),
lo que a su vez conduce a la infeccién de peces sanos, especialmente cuando se cultivan en alta densidad. Por lo
tanto, es posible que la transmisién horizontal de enfermedades en aguas marinas sea muy probable sin ningin
vector.

Dado que P. salmonis puede replicarse en lineas celulares derivadas de insectos y ranas (Birkbeck et al., 2004),
es posible que otros animales marinos puedan ser huéspedes secundarios. Ademas, un isépodo parasito asociado
con el salmén de cultivo en Chile (Ceratothoa gaudichaudii) también se identifica como hospedador de P.
salmonis. Las especies de peces marinos también son sospechosas como reservorios, pero no estan probadas
(Rozas and Enriquez, 2014). Ademas, P. salmonis no solo se restringe a los hospedadores de salménidos, ya que
la enfermedad también se ha reportado en no salmdnidos (McCarthy et al., 2005). En consecuencia, es posible
que exista un vector y varios reservorios.

1.5 Prevalencia de patégenos de peces en ambientes acuaticos

Una serie de bacterias patégenas que se producen naturalmente en el medio marino o que son excretadas por
los peces enfermos pueden penetrar en otros peces, sedimentos, plancton y agua marina. Se detectaron
bacterias Vibrio vulnificus y V. parahaemolyticus en peces, sedimentos, plancton y agua marina (Givens et al.,
2014; Martinez-Urtaza et al., 2012). De manera similar, los patégenos de peces Yersinia ruckeri, Flavobacterium
psychrophilum y Aeromonas salmonicida se han detectado en peces, agua y sedimentos (Schmidt et al., 2000).
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El tiempo de supervivencia de las bacterias patdgenas depende entonces de las condiciones ambientales, se
podria esperar una supervivencia prolongada a bajas temperaturas del agua. Se han llevado a cabo
investigaciones limitadas sobre la prevalencia, la supervivencia y el transporte de P. salmonis en el medio
acuatico. Los mecanismos de patogenicidad en el ambiente marino se entienden de manera imprecisa, con
mecanismos probables que involucran la capacidad de la bacteria para unirse y formar biopeliculas.

1.6 El aguay los sedimentos como fuente de P. salmonis

P. salmonis puede sobrevivir hasta 14 dias en agua salada (Lannan and Fryer, 1994), solo un estudio informé
bacterias de vida libre después de hasta 40 dias en el agua de mar que rodea un centro con brote de enfermedad
(Olivares and Marshall, 2010). Se sabe que P. Salmonis esta inactivo por encima de 20°C y el 6ptimo para la
replicacion es entre 15-18°C. No hay informacidn disponible hasta la fecha sobre la prevalencia de P. salmonis
alrededor de los centros de peces.

Bacterias marinas como Vibrio vulnificus, V. parahaemolyticus, Yersinia ruckeri, Flavobacterium psychrophilum,
y Aeromonas salmonicida han sido detectadas en agua y sedimentos alrededor de centros de produccién (Givens
et al., 2014; Schmidt et al., 2000). Sin embargo, no se dispone de informacidn sobre la presencia o el potencial
de supervivencia de P. salmonis en el agua y los sedimentos. Es posible que P. salmonis sobreviva en sedimentos
acuaticos que pueden resuspenderse en la columna de agua con el tiempo.

1.7 Biopelicula marino como reservorio potencial de P. salmonis

Las biopeliculas son omnipresentes en los entornos acudticos, incluidas las superficies acudticas, desde las
condiciones mas benignas hasta las mas extremas (Hall-Stoodley et al., 2004). Equipos sumergidos como
cuerdas, redes y otros articulos utilizados en la acuicultura, se colonizan rapidamente por bacterias y otros
microorganismos que forman biopeliculas (Huggett et al., 2009). Las bacterias patdgenas como el P. salmonis
pueden incrustarse y prosperar en esas biopeliculas. En las biopeliculas, las bacterias estan protegidas de la
desecacion, el aumento de la disponibilidad de nutrientes, los depredadores y tienen una mayor resistencia a los
antibidticos (Branda et al.,, 2005). Muchas bacterias ambientales y patdgenas, por ejemplo, Pseudomonas
aeruginosa producen biopeliculas como una estrategia de supervivencia. Marshall et al., (2012) demostraron la
produccién de biopeliculas por células de P. salmonis y plantearon la hipotesis de que podria prolongar la
supervivencia de las bacterias en el medio ambiente (Marshall et al., 2012). Por lo tanto, es posible que la
biopelicula sea la fuente de contagio para los peces cultivados. Hasta la fecha, solo se ha realizado un estudio
sobre la presencia de P. salmonis en las biopeliculas alrededor de las granjas infectadas con resultados no
concluyentes (Olivares and Marshall, 2010). Las biopeliculas también se han reportado como un reservorio
importante para Neoparamoeba pemaquidensis, una ameba patégena de salmdnidos (Tan et al., 2002). Sin
embargo, se sabe muy poco acerca de la presencia y supervivencia de P. salmonis en las biopeliculas alrededor
de los centros de acuicultura.

1.8 Los salmdnidos silvestres un reservorio potencial de P. salmonis

Los brotes de SRS en el salmdn de cultivo pueden contribuir a las infecciones en peces en medio marino, ya que
la presencia de P. salmonis en la poblacién de peces silvestres estd bien establecida. La caracterizacidn genética
de P. salmonis en la poblacidn de peces nativos del sur de Chile ha demostrado que esta estrechamente
relacionada con la cepa EM-90 (Contreras-Lynch et al., 2015). Esto sugiere que las poblaciones de peces silvestres
son un reservorio potencial y que pueden contribuir a la evolucidon de cepas mas virulentas y la transmisién de
enfermedades dentro y entre las especies de peces. Sin embargo, la extensién de la prevalencia de la cepa EM-
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90 en la poblacién de peces silvestres alrededor de los centros de cultivo de salmén en Chile sigue siendo
desconocida.

1.9 Moluscos como reservorio potencial de P. salmonis

Muchas bacterias viven en estrecha relacién con los protozoos, y algunas especies de amebas y ciliados pueden
ingerir bacterias patégenas, empaquetarlas en estructuras membranosas y liberarlas al medio ambiente. Las
bacterias que se han empaquetado son mas resistentes al estrés y tienen mas posibilidades de sobrevivir que las
bacterias libres en el medio ambiente (Denoncourt et al., 2014).

Hay muchos crustaceos parasitos en el medio marino que podrian servir como vectores para P. salmonis (Fryer
et al., 1992). Se planted la hipdtesis de que P. salmonis presente en el agua y los sedimentos puede ser
concentrado mecdnicamente por pequefios organismos que filtran el agua, como los peces micréfagos, los
crustaceos pequefios o los moluscos o incluso algunos protozoos como la ameba (Drancourt et al., 2002;
Kotlowski et al., 2004). El isdpodo pardsito Ceratothoa gaudichaudii, cominmente asociado con el salmén de
cultivo en Chile, se identific6 como hospedador de P. salmonis mediante una prueba de anticuerpos
fluorescentes indirectos (Fryer and Hedrick, 2003b).

1.10Bacterioplancton y zooplancton como reservorios de P. salmonis

Algunas PLO son genéticamente muy similares a P. salmonis, similares a las tipicas P. salmonis que se han aislado
a 10 m de profundidad en bacterioplancton de las aguas costeras de Oregon (Mauel and Fryer, 2001), a la
infeccion por Piscirickettsia salmonis en salmon del Atlantico Salmo salar en Noruega y al SRS detectado con
frecuencia después de la floracion de algas y se observé que los peces se alimentaban de zooplancton (Olsen et
al., 1997).
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2 ldentificacion y cuantificacion de reservorios
(bioticos y abidticos) de vectores de P. salmonis

2.1 Seleccion de centros de cultivo y coordinacion de muestreos.

La seleccién de centros se ha realizado sobre la base de la propuesta técnica, que consideré priorizar sitios en
brotes de Piscirickettsiosis en sectores de Chiloé Central (Regidn de Los Lagos), Fiordo Aysén (Region de Aysén)
e Isla Capitan Aracena (Region de Magallanes).

Sobre la base de consultas con varias empresas productoras de salmén con concesiones en las zonas previamente
definidas y el apoyo, con informacién actualizada de mortalidades en centros de cultivo asociadas a
Pisicrickettsiosis, entregada por el Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura, se logré el apoyo y autorizacion de
muestreo de parte de seis centros de cultivo ubicados en las regiones de Los Lagos (4) y Aysén del Gral. Carlos
Ibafiez del Campo (2). Adicionalmente, se realizaron 3 muestreos en mar abierto, los que fueron utilizados como
controles negativos. En el mapa a continuacién se muestra el detalle Figura 2-1.

1600 km
]

Figura 2-1 Mapa ubicacidon de los sitios de muestreo y control utilizados en el presente estudio.
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En el centro de cultivo 1, muestreado el dia 05 de julio del 2018, se obtuvo las siguientes muestras:

- 3 muestras de agua de mar en duplicado

- 3 muestras de sedimento en duplicado

- 3 muestras de biopeliculas (raspado de boyas, redes etc. en jaulas con brote) en duplicado

- 3 muestras de zooplancton

- 15 muestras de moluscos adheridos a boyas, redes, cuerdas, etc. en duplicado

- 13 placas sembradas desde mortalidad fresca con signologia asociada a Piscirickettsiosis, para aislamiento de
la bacteria

Para el centro de cultivo 2, muestreado el dia 21 de agosto del 2018, el detalle de las muestras obtenidas fue el
siguiente:

- 3 muestras de agua de mar en duplicado

- 3 muestras de sedimento en duplicado

- 3 muestras de biopeliculas (raspado de boyas, redes etc. en jaulas con brote) en duplicado

- 3 muestras de zooplancton

- 13 placas sembradas desde mortalidad fresca con signologia asociada a SRS, para aislamiento de la bacteria.

- No se obtuvieron muestras de moluscos debido a la baja salinidad del sector donde se emplaza el centro

Para el tercer muestreo, efectuado el dia 13 de septiembre del 2018, se obtuvieron las siguientes muestras:

- 3 muestras de agua de mar en duplicado.

- 3 muestras de sedimento en duplicado

- 3 muestras de biopeliculas (raspado de boyas, redes etc. en jaulas con brote) en duplicado.

- 3 muestras de zooplancton

- 15 muestras de moluscos adheridos a boyas, redes, cuerdas, etc. en duplicado

- 14 placas sembradas desde mortalidad fresca con signologia asociada a SRS, para aislamiento de la bacteria.

El cuarto centro de cultivo fue muestreado el pasado 16 de noviembre del 2018, obteniéndose el siguiente

detalle de muestras:

- 3 muestras de agua de mar en duplicado

- 3 muestras de sedimento en duplicado

- 3 muestras de biopeliculas (raspado de boyas, redes etc. en jaulas con brote) en duplicado

- 3 muestras de zooplancton

- 15 muestras de moluscos adheridos a boyas, redes, cuerdas, etc. en duplicado

- 14 placas sembradas desde mortalidad fresca con signologia asociada a Piscirickettsiosis, para aislamiento de
la bacteria

El siguiente muestreo fue realizado el pasado 16 de noviembre del 2018, cuyo detalle se presenta a continuacion:

- 3 muestras de agua de mar en duplicado.

- 3 muestras de sedimento en duplicado

- 3 muestras de biopeliculas (raspado de boyas, redes etc. en jaulas con brote) en duplicado.

- 3 muestras de zooplancton

- 15 muestras de moluscos adheridos a boyas, redes, cuerdas, etc. en duplicado

- 15 placas sembradas desde mortalidad fresca con signologia asociada a Piscirickettsiosis, para aislamiento de
la bacteria.

Finalmente, del sexto muestreo se obtuvieron las siguientes muestras:
- 3 muestras de agua de mar en duplicado.
- 3 muestras de sedimento en duplicado
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- 3 muestras de biopeliculas (raspado de boyas, redes etc. en jaulas con brote) en duplicado.

- 3 muestras de zooplancton

- 15 muestras de moluscos adheridos a boyas, redes, cuerdas, etc. en duplicado

- 15 placas sembradas desde mortalidad fresca con signologia asociada a Piscirickettsiosis, para aislamiento de
la bacteria

Se utilizaron 3 sitios alejados de los centros de produccion y cultivo de salmdén para la obtencion de controles
negativos. Se recolecté una muestra de agua en duplicado en cada uno de los sitios control. Los detalles del
muestreo se entregan en la Tabla 2-1. Las muestras fueron analizadas con PCR binario para identificar la
presencia de P. salmonis. Las 6 muestras resultaron negativas, de acuerdo a lo esperado.

Detalles del muestreo Lat Long
Comienzo pumping Término pumping
4-1-2018 12:18:00 4-1-2018 12:20:00 -42,8667 -73,1484
4-1-2018 12:27:00 4-1-2018 12:29:00 -42,8653 -73,1459
4-1-2018 12:34:00 4-1-2018 12:36:00 -42,8642 -73,1435

Tabla 2-1 Detalles del muestreo de sitios control realizados en la X Region de Los Lagos, Chile

2.2 Ejecucion de muestreos en centros de cultivo.

Recoleccion de muestras de agua de mar para la deteccion de P. salmonis y metagenomica.
En cada centro de produccién de salmdnidos en mar se identificaron tres sitios de muestreo para la recoleccién
de muestras de agua. Los sitios de muestreo definidos correspondieron a una primera muestra lo mas cerca

posible de las balsas jaula con brote activo, mientras la segunda y la tercera muestras se obtuvieron en la
direccion de la corriente predominante a una distancia minima de 200 m, como se muestra en la Figura 2-2.

RN

. Second samp

Third sample

Currentdirection

~_

Figura 2-2 Diagrama que muestra la ubicacion de los puntos de muestreos para la recoleccion de muestras de agua en las
cercanias a las balsas jaula con brotes activos de SRS.

Las tres muestras de agua fueron obtenidas en duplicado, cada una de un volumen de 10L, se recolectaron a una
profundidad de 10m o la mayor profundidad posible, cuando ésta era menor a 10m, utilizando una botella Niskin
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de capacidad de 10L. Las muestras obtenidas se dispusieron en tres recipientes estériles de 10L cada uno, para
luego ser almacenados lejos de la luz solar y mantenidas a 4°C hasta su procesamiento.

Recoleccion de muestras de sedimento marino para la deteccion de P. salmonis vy
metagendmica.

Se muestrearon 6 centros. En cada centro muestreado, se obtuvieron 3 muestras de sedimento por duplicado,
las que fueron colectadas en 3 sectores separados alrededor de las jaulas. La primera muestra se obtuvo lo mas
cerca posible de las jaulas, y las dos muestras restantes a una distancia minima de 200 metros desde las jaulas.
Todas las muestras se obtuvieron con una draga de tipo Van Veen, como la que se muestra en la Figura 2-3. Una
vez que la draga fue levantada, ésta se ubicé cuidadosamente en una bandeja para permitir que el agua
escurriese antes de ser abierta. Se recolectaron muestras desde los 5 a 10 cm de la capa mas superficial del
sedimento. La muestra final correspondié a un volumen de aproximadamente 100 a 150 gramos. La muestra fue
almacenada en una botella plastica estéril a temperatura ambiente.

Figura 2-3 Draga tipo Van Veen para la obtencion de muestras de sedimento.

Una vez que las muestras llegaron al laboratorio, se depositd una porcidon de cada muestra en tubos criogénicos
de 2 mla -20°C. Otra porcién de 2-5 gramos fue almacenada en tubos tipo Falcon de 15 mla -20°C, los que fueron
despachados a CSIRO-Brisbane para estudios de metagendmica.

Recoleccion de muestras de biopelicula para la deteccidon de P. salmonis y metagenomica.

Se muestrearon 6 centros. En cada centro muestreado, se obtuvieron 3 muestras de biopelicula por duplicado.
Las muestras fueron obtenidas de material como cuerdas, mallas, metales y plasticos dentro de las instalaciones
del centro, procedentes de cabos de sujecion de las mallas peceras y otras estructuras de la balsa jaula, con un
bisturi estéril. Las muestras se dispusieron en un contenedor plastico que contenia 30 ml de agua estéril. Se
eliminaron todo tipo de gusanos, moluscos y otros contaminantes visibles. Las muestras etiquetadas fueron
transportadas al laboratorio para su procesamiento.

Recoleccion de muestras de moluscos para la deteccion de P. salmonis.

Se muestrearon 5 centros muestreados. En cada centro muestreado, se obtuvieron 3 muestras por duplicado de
5 individuos cada una.
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Recoleccion de muestras de zooplancton para la deteccion de P. salmonis.

Se tomaron 3 muestras desde 6 centros de cultivo. La recoleccién se realizé en movimiento alrededor del centro
sobre una embarcacién a motor, utilizando una malla de zooplancton de 73. Se realizé un arrastre vertical desde
la superficie hasta la maxima profundidad permitida por el terreno (llegando hasta un maximo de 30m). Las
muestras colectadas que contenian artrépodos y agua se dispusieron en botellas plasticas de 500 ml mediante
lavados con PBS y fueron enviadas al laboratorio a 4°C para su procesamiento.

Obtencidn de peces silvestres y asilvestrados en inmediaciones del centro.

Durante el proceso de muestreo en el centro de cultivo, se procedié a dejar calada una red de enmalle en las
cercanias de dichas instalaciones, obteniéndose peces en seis centros.

En los sectores donde fue posible capturar peces silvestres, se obtuvieron muestras de branquias asociadas a
estos ejemplares. El la Tabla 2-2 se puede ver el detalle.

Tabla 2-2 Detalle de especies y nimero de ejemplares capturados por centro muestreado

Ejemplares de peces silvestres capturados por Centro

Centro Especie Cantidad

Nombre comun

Nombre cientifico

Chancharro Helicolenus langerichi 7

1 Rdbalo Eleginops maclovinus 1
Pejerrey de mar Odontestes regia 1

Blanquillo Prolatilus jugularis 17

2 Rdbalo Eleginops maclovinus 1
Chancharro Helicolenus langerichi 12

3 Rollizo Pinguipes chilensis 2
4 Roébalo Eleginops maclovinus 25
Cabrilla Sebastes capensis 1

5 Rébalo Eleginops maclovinus 12
Chancharro Helicolenus langerichi 5

Roébalo Eleginops maclovinus 9

° Trucha fario Salmo trutta 1

Obtencion de aislados bacterianos desde centros de cultivo en brote.

El muestreo en terreno fue ejecutado por personal de IFOP, previa coordinacién con personal del centro de
cultivo de interés. Para el muestreo se considerd la extraccion de 94 unidades de peces de la mortalidad fresca,
peces moribundos u orillados, como total del centro, y proveniente de las jaulas consideradas, en el momento
del muestreo, con brote activo de Piscirickettsiosis.
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Los peces fueron procesados y las muestras tomadas desde 6rganos internos o lesiones, para ser sembradas in
situ mediante asas estériles desechables, en placas de agar para aislamiento especifico de desarrollo propio. Las
placas sembradas se llevaron al laboratorio, debidamente rotuladas, en contenedores o cajas manteniendo la
temperatura optima para las muestras, y procesadas dentro de 24 horas desde el momento de la toma de
muestra.

2.3 Procesamiento de muestras.

Concentracion de muestras de agua en el laboratorio.

Para concentrar las muestras de agua y obtener una muestra final que pueda contener P. salmonis, su utilizaron
filtros de dialisis Hemoflow modelo FX80, de acuerdo a Hamilton et al., 2016, sistema que ha logrado altas tasas
de recuperacién de bacterias (cercanas al 83%).

Los filtros de didlisis Hemoflow FX80 son ultrafiltros de fibra hueca, generalmente funcionan con agua en modo
tangencial (o flujo cruzado). El producto retenido (agua que fluye sobre la membrana) se recirculé hasta que se
alcanzé el factor de concentracion deseado. El efecto de fregado de la recirculaciéon de flujo cruzado disminuye
la tendencia de los microorganismos a adherirse a las superficies del filtro y reduce la posibilidad de ensuciar el
filtro.

Los filtros de dialisis Hemoflow FX80 poseen un peso molecular de corte (MWCO) de los microorganismos
concentrados apropiado para que el producto retenido permita que el agua pase a través de los poros.

Flow
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Figura 2-4 Diagrama de circulacion del agua en el filtro de membrana. Fuente: Hill et al., 2005

Para el proceso de concentracidn de la muestra de agua se configurd un sistema, como se observa en la Figura
2-5. El proceso se inicié operando la bomba a baja velocidad, para verificar si habia fugas. Se continué el bombeo
hasta que el contenedor de 10L estuvo vacio, luego de inclinar el contenedor hacia un lado para permitir la mayor
cantidad de succién posible, y finalizando la succidon de la bomba una vez que sdlo aspird aire.

La muestra final se obtuvo recogiendo toda el agua restante en el circuito (aprox. 200 ml), que incluyd, el agua
devuelta al recipiente, el agua de la manguera que va del recipiente al filtro a través de la bomba, el agua
remanente del filtro mismo y el agua de la manguera que llega a la parte superior del recipiente.
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Para el almacenamiento a largo plazo, la muestra final concentrada de 200 ml se almacené a -80°C para su
analisis.
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Figura 2-5 Filtros de dialisis Hemoflow FX80 para la concentracion de muestras de agua con la configuracién correcta de
las mangueras.

Procesamiento de muestras de biopelicula en el laboratorio.

Para el procesamiento de muestras de biopelicula, una vez en el laboratorio, se tomd el material con el
biopelicula adherido, el cual fue depositado con pinzas estériles en una placa Petri limpia. Cuidadosamente se
separaro el material y se dividio en 2 o 3 trozos cuando fue posible. Estos trozos se depositaron en un tubo tipo
Falcon de 50 ml y se agregd el agua proveniente del contenedor original. Posteriormente, se cerrd el frasco y se
agitd manualmente por 30 segundos, para posteriormente ser agitado por 1 minuto en un equipo vortex. Luego
fue aplicada sonificacidn por 1 minuto, para luego agitar nuevamente por 1 minuto en vortex. El tubo tipo Falcon
fue abierto y cuidadosamente se retiré el resto del material a sin derramar agua. Luego se tomé la segunda mitad
del material desde la placa Petri en el mismo tubo Falcon, cerrandolo y agitandolo en un vortex. Se repitié todo
el procedimiento en el vortex y sonicador nuevamente. Este procedimiento se efectud en todas las muestras
obtenidas (tres muestras en duplicado) de cada uno de los seis centros muestreados. Finalmente se
centrifugaron todos los tubos tipo Falcon que contenian las suspensiones de biopelicula desde un mismo centro
(tres muestras en duplicado), a 6000-7000 rpm por 15 minutos para la obtencion de un pellet.

Cuidadosamente, se removid todo el sobrenadante desde el tubo con una pipeta estéril tipo pasteur de 10 ml.
El tubo Falcon fue pesado para determinar la cantidad de pellet obtenido. A continuacidn, se resuspendio el
pellet en 1,8 ml de agua estéril con la misma pipeta pasteur disgregando el pellet fisicamente, asegurando de
colectar y transferir todo el contenido a un tubo criogénico de 2 ml previamente etiquetado. Se adhirieron 2 a 3
gotas de glicerol estéril para criopreservar las muestras, las que fueron almacenadas a -20°C en un congelador.

Las muestras finales fueron enviadas al laboratorio de CSIRO-Brisbane en hielo seco para estudios de
metagendmica.
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Procesamiento de muestras de moluscos en el laboratorio.

Una vez en el laboratorio, las conchas de los moluscos fueron separadas de los tejidos blandos. El tejido blando
colectado fue homogeneizado y testeado para identificar la potencial presencia de P. salmonis. La
homogeneizacién se realizd mediante aplastamiento en mortero.

Las muestras homogeneizadas fueron almacenadas en criotubos a -80°C sin etanol para la extraccion de DNA y
posterior analisis por PCR.

Procesamiento de muestras de zooplancton en el laboratorio.

Se tomaron 3 muestras en duplicado desde 6 centros de cultivo. Una vez en el laboratorio, las muestras de
zooplancton fueron utilizadas para 2 andlisis. La primera porcion fue utilizada para examinacién microscopica
para verificar y clasificar su contenido general. La segunda porcién (el duplicado) de la muestra se paso a través
de tamiz y el remanente fue transferido cuidadosamente a un criotubo para almacenamiento o posterior
extraccion de DNA.

Luego se homogenizé cada muestra, para luego extraer el DNA a través del kit EZNA tissue DNA (Omega), siendo
procesada de acuerdo a la indicacion del proveedor.

Las muestras fueron analizadas por IFOP para determinar la presencia de P. salmonis en el zooplancton.

Aislamiento y confirmacion de presencia de P. salmonis.

El aislamiento de la bacteria se realizé en el laboratorio de microbiologia de IFOP, donde las placas provenientes
de terreno, fueron incubadas por 7 a 10 dias a 18°C, en el medio de cultivo especifico de desarrollo propio
(Contreras-Lynch et al., 2017), para luego aislar las colonias caracteristicas de P. salmonis y efectuar las pruebas
de identificacion (QPCR P. salmonis) y pureza (tincion Gram) correspondiente.

Una vez efectuada la necropsia de los individuos, de cada ejemplar se procedié a extraer por separado una
muestra y contramuestra de aproximadamente 0,5 cm® de cada uno de los érganos seleccionados (rifién, bazo,
corazon y branquia), los que fueron dispuestos en tubos Eppendorf conteniendo etanol para analisis al 70%, con
los cuales finalmente se constituyd un pool de érganos, el que fue sometido a analisis en el laboratorio de biologia
molecular del IFOP.

La extraccion del material genético se realizd a través del kit EZNA tissue DNA (Omega), siendo procesada de
acuerdo a la indicacidon del proveedor.

El procedimiento de confirmacién por gPCR se realizd de acuerdo al protocolo definido por Corbeil et al., 2003 y
considerando la norma LABD/NT3/ del “Programa de laboratorios de diagndstico de enfermedades de animales
acuaticos. Procedimientos para la validacién y control de calidad de los Métodos de reaccidn en cadena de la
Polimerasa utilizados para el diagndstico de enfermedades infecciosas en animales acudticos” del Servicio
Nacional de Pesca y Acuicultura.
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2.4 Anadlisis de las muestras.

Extraccidon de material genético

Muestras branquias, érganos internos de peces silvestres y moluscos.

Para la extraccidon de ADN genético desde drganos de peces (branquias, rifidn, bazo y corazén) y moluscos se
utilizo el kit DNeasy Blood & Tissue Kit, siguiendo las instrucciones del proveedor Qiagen.

Cada muestra fue previamente pesada, tomando de cada una un trozo 25 mg, el cual fue macerado para
posteriormente seguir con el protocolo de extraccién de ADN para este tipo de muestras y kits. Para cada una
de las matrices el volumen de elusion correspondié a 100 ul de ADN. Las muestras a las que se realizé este tipo
de extraccién de ADN corresponden a (Tabla 2-3):

Tabla 2-3 Tipo y nimero de muestras para extraccion de material genético obtenidas desde 6 centros de cultivo y 3 sitios
control. Las muestras de moluscos fueron tomadas en duplicado. (*) Indica muestras en duplicado.

Centro Branquias Pool de Moluscos*
organos

1 9 9 15
2 18 18 0
3 12 14 15
4 25 25 15
5 18 18 15
6 10 10 15
Cotrol 1 - - -
Control 2 - - -
Coontrol 3 - = -

Muestras de Biopeliculas y Zooplancton

Para la extraccién de ADN genético desde muestras de biopeliculas y zooplancton, se utilizé el kit DNeasy
PowerSoil Kit siguiendo las instrucciones del proveedor Qiagen.

Las muestras de zooplancton fueron previamente centrifugadas a 4000 rpm por 10 min, desechando el
sobrenadante y pesando 25 mg de pellet para continuar con el protocolo de extraccidon de ADN. Para las muestras
de biopeliculas se tomd un volumen de 250 pul y se continué con el protocolo de extraccién de ADN.

El volumen de elusién para ambos tipos de matrices correspondié a 100ul de DNA. Las muestras a las cuales se
le realizo este tipo de extraccidon de ADN corresponden a (Tabla 2-4):
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Tabla 2-4 Tipo y nimero de muestras para extraccion de material genético obtenidas desde 6 centros de cultivo y 3 sitios
control.

Agua* Sedimentos* Biofilm* Zooplancton*

1 6 6 6 3
2 6 6 6 3
3 6 6 6 3
4 6 6 6 3
5 6 6 6 3
6 6 6 6 3
Cotrol 1 2 - - -
Control 2 2 - - -
Coontrol 3 2 - - -

Analisis por PCR tiempo real sonda Tagman para deteccién de P. salmonis

Cada muestra de ADN se amplificé utilizando un ensayo de PCR en tiempo real de bacterias (16SrRNA) para
confirmar el éxito del proceso de extraccion de ADN (Nadkarni et al., 2002). Todas las muestras se analizaron
para determinar la posible presencia de inhibidores de la PCR. Se realizaron diluciones en serie de diez y cien
veces para cada muestra y se analizaron para detectar la presencia de bacterias con un conjunto de cebadores
universales (Nadkarni et al., 2002) utilizando iQ Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA). Los valores de umbral de ciclo
(Ct) obtenidos de muestras sin diluir y diluidas en serie (10 y 100 veces) se compararon para verificar la presencia
de inhibidores de la PCR en el ADN extraido de las biopeliculas. En el caso de la PCR, se observé inhibicién en las
muestras, se utilizaron muestras diluidas 10 veces para la gPCR.

Todas las secuencias completas del genoma de P. salmonis provenientes de Chile y disponibles en la base de
datos de NCBI, ademas de las cepas convencionales LF-89 y EM90, fueron descargadas desde la NCBI. Luego, las
secuencias de sondas y cebadores previamente publicados para la deteccidon de las cepas LF-89 y EM-90 —
Canadiense (ATL-4-91) y Noruega (NOR-92) (Corbeil et al., 2005) — fueron contrastadas contra las secuencias
provenientes de Chile para evaluar si eran capaces de detectar todos los aislados conocidos de P. salmonis
provenientes de Chile. Se encontré que el conjunto de cebadores previamente publicados era capaz de detectar
el 100% de las cepas de P. salmonis conocidas en Chile. Por lo tanto, se estimé que el disefio de un nuevo conjunto
de sondas y cebadores frescos no era necesario.

Una vez que los nimeros de P. salmonis en las muestras se cuantificaron utilizando secuencias de cebadores y
sondas publicadas previamente (Corbeil et al., 2005), las reacciones de PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR)
se realizaron en Bio-Rad CFX96 (Bio-Rad, Hercules, CA, EE. UU.). Los ensayos de gPCR de P. salmonis se realizaron
en mezclas de reaccién de 20 pL utilizando la sonda de mezcla universal SsoAdvanced ™ (Bio-Rad Laboratories).
Las mezclas de gPCR contenian 10 pL de Supermix, 300 nM de cada cebador y 250 nM de sonda. Se afiadid
albumina de suero bovino (BSA) a cada mezcla de reaccion hasta una concentracién final de 0.2 pug pL-1 para
aliviar la inhibicidon de la PCR (Kreader et al., 2006). Para cada ejecucion de PCR, se incluyeron los controles
positivos (es decir, ADN diana) y negativos (agua estéril) correspondientes.

39



Tabla 2-5 Cebadores, sondas y parametros de ciclo para ensayos de PCR

Objetivo Secuencia de cebador Parametros de ciclado  Tamafiod Referencia

amplicén(bp)

Total bacteria 16S  F: TCCTACGGGAGGCAGCAGT 10 min at 95°C, 30 466 Nadkarni
rRNA cycles of 15 s at 95°C et al,,
R:GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT and 15 s at 62°C and 2002
P: FAM-CGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC 20s at 72°C
BHQ1
Piscirickettsia 16S  F-TCTGGGAAGTGTGGCGATAGA 10 min at 95°C, 40 77 Corbeil et
salmonis rRNA cycles of 15 s at 95°C al., 2003

R- TCCCGACCTACTCTTGTTTCATC and 10 s at 60°C and

P-FAM- 15s at 72°C
TGATAGCCCCGTACACGAAACGGCATABHQ1

Preparacidon de la curva de gPCR

El amplicon para la deteccidn y cuantificacion de P. salmonis se sintetizd a la medida mediante la sintesis de
genes a la medida de IDT (Coralville, IA, EE. UU.). Los plasmidos recombinantes purificados que contenian un
amplicén diana se produjeron mediante tecnologias integradas de ADN (pIDTSmart con ampicilina; IDT) y se
clonaron en un vector seguido de extraccion con plasmidos (Coralville, IA, EE. UU.). Se preparé una dilucién de
10 veces que oscila entre 1 x 106 y 1 x 100 copias por pl de extracto de ADN a partir del ADN plasmidico
sintetizado. Se usé una plantilla de 3 uL de cada dilucién para preparar una curva estandar. Para cada estandar,
las copias gendmicas se representaron en funcién del nimero de ciclo en el que la sefial de fluorescencia
aumentd por encima del valor del ciclo de cuantificacion (valor Cq). La eficiencia de amplificacion (E) se
determind mediante el andlisis de los estandares y se estimé a partir de la pendiente de la curva estandar como
E= 10-1/s|ope.

Reproducibilidad PCR y limite de deteccidn de caracteristicas de rendimiento qPCR

Los estandares de qPCR se analizaron para determinar las eficiencias de amplificacion (E) y el coeficiente de
correlacién (r2). La repetibilidad (acuerdo intra-ensayo) y la reproducibilidad (acuerdo inter-ensayo) de cada
ensayo gPCR se evaluaron mediante la determinacién del coeficiente de variacién (CV). Los valores de CV se
calcularon a partir de los valores de Cq de cada estandar que van desde 3 x 106 a 3 x 100 copias genéticas. La
repetibilidad intraensayo se calculd en funcién de los valores del ciclo de cuantificacion (Cq) probando cada
dilucion 10 veces en la misma serie de gPCR. La reproducibilidad entre ensayos se calculé en funcién de los
valores de Cq probando cada estandar en cinco dias diferentes. El limite inferior de cuantificacion de gPCR (LLOQ)
también se determind a partir de los valores de Cq obtenidos para cada estandar. La cantidad mas baja de
estandares diluidos detectados en ensayos triplicados al 100% se considerd gPCR LLOQ. Todas las reacciones de
gPCR se realizaron por triplicado. Para cada ensayo de gPCR, se incluyd un control negativo (agua estéril).

Prueba de inhibicion de PCR

Antes de la deteccién y cuantificacion de P. salmonis en muestras ambientales, todas las muestras se analizaron
para determinar la presencia de inhibicidn de la PCR, ya que esto podria conducir a resultados falsos negativos.
Brevemente, se analizaron cuantitativamente muestras de ADN sin diluir y diluidas 1:10 para determinar la
presencia de bacterias totales con el conjunto de cebadores bacterianos totales (gen 16S rRNA). Los valores de
Ct mas altos para el ADN diluido (1:10) en comparacién con la muestra no diluida indicaron la presencia de
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inhibidores de la PCR, un valor de Ct similar o mas bajo no revelé interferencia en el proceso de amplificacion.
Las muestras que muestran la inhibicién de la PCR se probaron mas a fondo con diluciones (1:20 y 1: 100) para
obtener una dilucién sin inhibicidn para el posterior andlisis de gPCR.

Deteccion de P. salmonis viable

Los métodos basados en la PCR no pueden distinguir entre las células bacterianas viables y no viables, lo que
puede dar por resultado una sobreestimacion del nimero de células bacterianas en las muestras. La monoazida
de propidio (PMA) es un colorante fotosensible, intercalante del ADN, que penetra en las células no viables. El
tratamiento de las muestras con PMA antes de la extraccidon de ADN se ha utilizado con éxito para la deteccidn
de células viables a través de métodos gPCR (Alonso et al., 2014; Nocker et al., 2007). Mas recientemente, hemos
utilizado PMA-gPCR para la deteccién de nuestras vias de comunicacién desde una variedad de matrices (Gyawali
et al., 2016). En este estudio, utilizaremos PMA-gPCR para la cuantificacion de células viables de P. salmonis.

Para la preparacién del indculo, se utilizé una cepa de aislamiento propio de IFOP, obtenido desde un brote de
Piscirickettsiosis de campo, desde un ejemplar de salmén del Atlantico (Salmo salar) con signologia clinica
asociada a la enfermedad y resultado de PCR positivo a P. salmonis, perteneciente al genogrupo EM90. Una vez
aislada la bacteria, se hizo crecer en 100 mL de caldo especifico de elaboracién propia IFOP, con agitacién
constante a 16°C, hasta su crecimiento exponencial (densidad dptica a 600 nm, de 1,2 aproximadamente), el que
fue alcanzado a los 6 dias de incubacién. Una vez alcanzado el crecimiento dptimo del inéculo, se centrifugd a 5000
rpm durante 15 minutos para obtener un pellet, el sobrenadante fue descartadoy el pellet fue resuspendido en 10
mL de agua de mar estéril, con la finalidad de dejar las bacterias libres de residuos de caldo, procedimiento que fue
realizado dos veces. Finalmente, el pellet obtenido fue resuspendido en 2 ml de agua de mar estéril y se diluyé en
1 L de agua de mar no estéril, obteniendo una concentracién de 10° UFC / mL, la que fue incorporada dentro de
cada una de las cdmaras y viales de vidrio.

Para el etudio de viabilidad de la bacteria en agua, se calculd el nUmero de camaras de difusion a utilizar por
cada variable propuesta, teniendo en cuenta los tiempos de muestreo y en triplicado para cada tiempo. En cada
uno de los dias de muestreo se retiraron 3 cdmaras por cada estanque. El nimero final de cdmaras fue de 21 por
variable evaluada, considerando que cada camara tiene una capacidad de 7 mL, se utilizaron 144 mL de agua con
indculo. Para el estanque expuesto a la luz solar se usaron viales de vidrio de 5 mL.

Las camaras de difusidn se utilizaron para el almacenamiento de la bacteria P. salmonis disuelta en agua de mar,
con el propdsito de mantener el liquido inoculado de forma hermética durante todo el ensayo experimental
Figura 2-6.
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Figura 2-6 Camaras de difusion con sus piezas y orden de montaje

La camara principal consiste en una pieza de teflén con membranas que evitan la salida del microorganismo
desde el interior de la cdmara. Las camaras tienen un volumen interno de aproximadamente 7 mL. La membrana
interna tiene alrededor de 25 mm de diametro, 250k MWCO (~ 0.025 um) de ésteres de celulosa (VSWP)
(Millipore, Australia). Este tamafio de poro es suficiente para excluir el paso de P. salmonis (30 a 50 um), pero
aun permite el paso de agua de mar a través de la membrana de la cdmara de difusion.

La membrana externa tiene 25 mm de diametro y una membrana de soporte 0,45 um (Pall, Australia). La funcién
principal de la membrana externa es proporcionar soporte a la membrana interna. Las cdmaras se unieron a
través de un monofilamento plastico de 1,2 mm para mantenerlas sumergidas en el agua dentro de los
estanques.

Se utilizaron los resultados de los valores de Ct de las tres replicas en cada tiempo, para realizar un analisis
descriptivo de cada variable evaluada, donde se utilizaron los valores de la media y el error estandar de cada
variable. Con los resultados de esto, se realizd un modelo de analisis de varianza (ANOVA) con medidas repetidas,
para verificar las diferencias intra e inter grupos (Sidhu & Toze 2012). Todos los analisis fueron realizados en el
software SPSS Statistics 21 (IMB Corp. 2012). La significancia estadistica de los tiempos de decaimiento fue
determinada con un valor de P de 0,05. Por lo tanto, la hipdtesis nula es aceptada si el valor de significancia es
<0,05 y los datos comparados se consideraron no significativos.

Extraccion de ADN de muestras y 16S rRNA secuenciacién de ADN

Las muestras de agua (n = 36), las muestras de sedimento (n = 36), los biopeliculas (n = 36) recolectados de 6
granjas de salmon junto con las muestras de agua (n = 3) recolectadas en mar abierto lejos de los centros de
produccién (control negativo) fueron sometidas a Andlisis de metagendmica. Para las muestras de sedimentos y
biopeliculas (~ 300 mg) de matriz, el ADN se extrajo utilizando el kit de aislamiento de ADN Qiagen PowerSoil
(Qiagene, Inc., Carlsbad, CA) segun las instrucciones del fabricante y se almacend a -80°C antes de continuar el
analisis. El ADN de las muestras de agua se extrajo con el kit Qaigen PowerWater (Qiagene, Inc., Carlsbad, CA)
segun las instrucciones del fabricante. Ademas del protocolo de fabricacién, siempre colocamos exactamente 12
tubos de cuentas en el vértice de manera uniforme y el vortice a la velocidad maxima durante 10 minutos para
minimizar la diferencia de eficiencia de lisis entre las muestras. La calidad del ADN para todas las muestras se
evalué con un espectrofotémetro NanoDrop (NanoDrop Technologies Inc., Wilmington, DE, EE. UU.). Las
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concentraciones finales de ADN se cuantificaron utilizando PicoGreen con un instrumento FLUO star Optima
(BMG Labtech, Jena, Alemania). El ADN purificado se almacené a -80°C.

Para la secuenciacion de 16S rRNA, el ADN se amplificé para la regién 16S "V4" por PCR, y se secuencid utilizando
el enfoque de secuenciacion de amplicon en fase (PAS) utilizando los cebadores F515 (5'-
GTGCCAGCGGCCGCGTAA-3") y R806 (5'-GGACTACHVGGGTGTCGATA-3') y R806 (5'-
GGACTACHVGGGTWTCTAATAT) 3 ‘). Para mejorar los problemas cuantitativos asociados con la secuenciacion de
los amplicones, los fragmentos del gen 16S rRNA fueron amplificaciones de ADN de la comunidad (10 ng) con
PCR de dos etapas con menor nimero de ciclos de amplificacién (10 y 20 ciclos para la primera y segunda etapa,
respectivamente). La amplificacion por PCR se realizd en 25 pl de reacciones que contenian 2,5 pl de 10X
AccuPrime PCR buffer (incluidos los dNTP) (Invitrogen, Grand Island, NY), 0,4 puM de cebadores directos e
inversos, 10 ng de ADN de plantilla y 0,2 pl de AccuPrime High-Fidelity Tag Polimerasa Las condiciones de los
ciclos térmicos fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial a 94°C durante 1 minuto, seguidos de 30 ciclos de
94°C durante 20 segundos, 53°C durante 25 segundos y 68°C durante 45 segundos, con extension final a 68°C
durante 10 minutos. Las bibliotecas de muestras para secuenciacion se prepararon de acuerdo con la Guia de
preparacién del kit de reactivos MiSeq (lllumina, San Diego, CA, EE. UU.).

Preprocesamiento de secuencias

Después de agregar adaptadores y cddigos de barras de indice dual a la secuenciacién de los amplicones, se llevd
a cabo el instrumento MiSeq en el Instituto de Gendmica Ambiental de la Universidad de Oklahoma. En el caso
de numeros variables de lecturas de secuencia de muestras a muestras, las muestras con lecturas de secuencia
baja se volvieron a secuenciar para cumplir con el nimero objetivo de lecturas de secuencia de 30 K por muestra.

Leer recorte y asignacion taxondmica

Los datos de secuencia sin procesar se procesaron como se describio anteriormente (Zhou et al., 2016), excepto
la generacion de OTU por UPARSE (Edgar, 2013) en el umbral de similitud del 97%. Las secuencias representativas
se alinearon utilizando Clustal Omega v1.2.2 (Sievers et al., 2011) para construir el arbol filogenético mediante
FastTree2 v2.1.10 (Price et al., 2010). Las OTU se anotaron taxondmicamente con el clasificador RDP utilizando
el conjunto 16 de entrenamiento del gen 16S rRNA con un limite de confianza del 50% (Wang et al., 2007). El
numero de secuencia en cada muestra fue rarificado a la misma profundidad (25,600 secuencias por muestra)
en andlisis comparativos posteriores.

Aislamiento de P. salmonis desde peces

Las muestras de peces salménidos de 2 de los centros muestreados, permitieron el aislamiento de la bacteria
luego de que las placas con medio de cultivo de desarrollo propio (Contreras-Lynch et al., 2017) fueron incubadas
por 8 dias a 18°C. Las colonias fueron sometidas a tincion Gram, como es posible observar en la Figura 2-7. Los 5
aislados obtenidos a partir del muestreo, aislamiento y cultivo de las muestras levantadas en el presente estudio,
fueron enviados a Francia para el secuenciamiento completo de su genoma y la realizacion de andlisis
metagendmicos.
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Figura 2-7 Tincién Gram (negativo) (100x) aplicada a las colonias bacterianas puras obtenidas en terreno para el muestreo
del centro de cultivo 1.

2.5 Resultados

En la primera etapa del procesamiento simple, el ADN extraido se sometid a un control de calidad (prueba de
inhibicion de PCR). Después de esto, todas las muestras pasaron por PCR binario para determinar la presencia
de P. salmonis. Las muestras que se encontraron positivas para la presencia de P. salmonis se sometieron a qPCR
para determinar el niUmero de bacterias en la matriz.

En este estudio, los sitios de control se escogieron por estar alejados de los centros de produccién y cultivo de
salmones, como se muestra en la Figura 2-1. Las muestras de agua (10 I) se recogieron con el muestreador de
agua Niskin y se procesaron para detectar la presencia de P.salmonis. Como nuestros sitios se encontraban en
mar abierto, fue dificil recolectar sedimentos, biopeliculas y otros tipos de muestras. El objetivo principal de la
recoleccidon de muestras de agua fue determinar si P.salmonis podria estar presente en el medio marino lejos de
los centros de cultivo. Las muestras de agua de los tres sitios resultaron negativas para la presencia de P.
salmonis. Los resultados por cada uno de los centros muestreados, para cada matriz analizada se muestran en la
siguiente tabla.
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Tabla 2-6 Resultados de los andlisis de PCR binario para P. salmonis, e diferentes centros y para las diferentes matrices
estudiadas.

Centro Resultado Agua Sedimentos Biopelicula Zooplancton Branquias Pool de Moluscos
organos
1 No. Positivo 6 6 2 0 2 0 0
No. Negativo 0 0 4 3 7 9 15
2 No. Positivo 6 6 0 0 0 0 0
No. Negativo 0 0 6 3 18 18
3 No. Positivo 6 6 4 0 0 1 0
No. Negativo 0 0 2 3 12 11 15
4 No. Positivo 6 6 0 0 9 0 0
No. Negativo 0 0 6 3 16 25 15
5 No. Positivo 6 6 0 0 3 0 0
No. Negativo 0 0 6 3 15 18 15
6 No. Positivo 6 6 6 0 2 0 0
No. Negativo 0 0 0 3 8 10 15
Control1 No. Positivo 0 0 0 0 0 0 0
No. Negativo 2 0 0 0 0 0 0
Control 2 No. Positivo 0 0 0 0 0 0 0
No. Negativo 2 0 0 0 0 0 0
Control 3 No. Positivo 0 0 0 0 0 0 0
No. Negativo 2 0 0 0 0 0 0

Como seve en la Tabla 2-6, se encontrd que una cantidad de agua, sedimentos, biopeliculas, branquias y érganos
internos de los peces eran positivos en varios centros. Varias muestras, especialmente Moluscos, no mostraron
amplificacién, posiblemente debido a los problemas de inhibicion de la PCR que estdn actualmente bajo
investigacion. Las branquias de los peces y los 6rganos internos que dieron positivo por la presencia de P.
salmonis se sometieron a una amplificacion por PCR adicional y se secuenciaron para determinar las cepas de
bacterias. Dos muestras de Pool de érganos no fueron posibles de analizar, por lo que el nimero de muestras se
redujo de 94 a 92.

Deteccion gqPCR de P. salmonis en agua, sedimentos y las biopeliculas

Como se menciond anteriormente, todas las muestras que dieron positivo por la presencia de PCR binaria de P.
salmonis se sometieron luego a una prueba de PCR cuantitativa. Los resultados de las cifras de P. salmonis en las
muestras de agua, sedimentos y biopeliculas se presentan en la Figura 2-8, Figura 2-9 y Figura 2-10.

Para las muestras de agua, todos los sitios aparte del primer centro dieron positivo para presencia de P. salmonis
con numeros variando entre 10 y 10% células por litro de agua. Mientras que P. salmonis fue detectado
consistentemente en los sedimentos, variando entre 30y 300 células por gramo de sedimentos. En comparacion,
solo una muestra de un sitio (sitio 6, PA) tenia un nimero cuantificable de P. salmonis (200 celulas por gramos).

En el centro del sitio 6 (PA) las tres muestras dieron positivo para la presencia de P. salmonis. Vale la pena notar
gue los mayores numeros en muestras de agua son los mas cercanos a las jaulas y los numeros mas bajos son los
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mas alejados. Esto podria explicarse posiblemente por el tiempo de muestreo (pico de brote de la enfermedad),
ya que se espera que los nimeros mas altos de P. salmonis estén mas cerca de las jaulas en el pico de SRSy las
bacterias eliminadas por el pescado diluido en el agua a medida que se mueven las corrientes oceanicas. El agua
se aleja de la jaula enferma. En esta granja, las tres muestras de sedimentos también fueron positivas para el P.
salmodnis, con nimeros que variaron de 100 a 200 bacterias por gramo de sedimentos. Adema3s, la Unica muestra
de biopelicula con cantidad cuantificable de P. salmonis provino del sitio alrededor de esta granja con un niumero
de ~ 200 células bacterianas por gramo de peso de biopelicula.
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Figura 2-8 Cuantifificacidon de P. salmonis utilizando qPCR, basandose en las muestras positivas de agua recolectada en
todos los sitios y reportadas en la Tabla 2-6. Las muestras denominadas HU1, HU2 y HU3 corresponden al centro 1, las
muestras denominadas RO1, RO2 y RO3 corresponden al centro 2, las muestras denominadas RA1, RA2 y RA3
corresponden al centro 3, las muestras denominadas KI1, KI2 y KI3 corresponden al centro 4, las muestras denominadas
JO1,J)02 y JO3 corresponden al centro 5 y las muestras denominadas PA1, PA2 y PA3 corresponden al centro 6.
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Figura 2-9 Cuantifificacidon de P. salmonis utilizando qPCR, basandose en las muestras positivas de sedimento recolectada
en todos los sitios y reportadas en la Tabla 2-6. Las muestras denominadas HU1, HU2 y HU3 corresponden al centro 1, las
muestras denominadas RO1, RO2 y RO3 corresponden al centro 2, las muestras denominadas RA1, RA2 y RA3
corresponden al centro 3, las muestras denominadas Kl1, KI2 y KI3 corresponden al centro 4, las muestras denominadas
JO1, 102y JO3 corresponden al centro 5 y las muestras denominadas PA1, PA2 y PA3 corresponden al centro 6.
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Figura 2-10 Cuantifificacion de P. salmonis utilizando gPCR, basiandose en las muestras positivas de biopelicula
recolectada en todos los sitios y reportadas en la Tabla 2-6. Las muestras denominadas HU1, HU2 y HU3 corresponden al
centro 1, las muestras denominadas RO1, RO2 y RO3 corresponden al centro 2, las muestras denominadas RA1, RA2 y
RA3 corresponden al centro 3, las muestras denominadas Ki1, KI2 y KI3 corresponden al centro 4, las muestras

denominadas JO1,J02 y JO3 corresponden al centro 5 y las muestras denominadas PA1, PA2 y PA3 corresponden al centro
6.

Deteccion de P. salmonis viable mediante PMA-qPCR

La descripcidn de los experimentos presentados se presenta a continuacion:

Nomenclatura Descripcion

A Agua mar 16°C condiciones controladas

B Agua mar 10°C condiciones controladas

C Agua dulce 10°C condiciones controladas

D Agua de mar en condiciones ambientales realizado in-situ con flujo abierto
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Los resultados de los analisis de PCR con los valores de las medias del triplicado de los Ct para cada variable
evaluada en cada tiempo de muestreo, se presentan en la Tabla 2-7

Tabla 2-7 Resultados de Ct por de microcosmos y tiempo de evaluacion

Ambiente Ambiente Ambiente Ambiente
controlado A controlado B controlado C controlado D
T1 16,14 16,08 17,71 16,07
T2 17,44 16,97 16,90 18,09
T3 18,14 16,88 16,79 22,76
T4 19,66 17,57 16,88 23,05
T5 21,91 18,59 16,63 26,51
T6 21,40 17,32 16,53 24,87
T7 21,78 21,07 24,52 26,74

Se utilizaron los resultados de los valores de Ct de las tres replicas en cada tiempo, para realizar un analisis
descriptivo de cada variable evaluada, donde se utilizaron los valores de la media y el error estandar de cada
variable. Con los resultados de esto, se realizd un modelo de analisis de varianza (ANOVA) con medidas repetidas,
para verificar las diferencias intra e inter grupos (Sidhu & Toze 2012). Todos los analisis fueron realizados en el
software SPSS Statistics 21 (IMB Corp. 2012). La significancia estadistica de los tiempos de decaimiento fue
determinada con un valor de P de 0,05. Por lo tanto, la hipdtesis nula es aceptada si el valor de significancia es
<0,05 y los datos comparados se consideraron no significativos.

Los resultados del ANOVA de medidas repetidas, especificamente los contrastes intra-variable y multivariados,
los cuales segun el valor de significancia propuesto de un 5%, nos indica que si existen diferencias significativas
(p =0,04). En la Tabla 2-8se observan las comparaciones multiples por pares, resultando que existen diferencias
significativas entre el microcosmos A y D, también entre la variable B con D y el ambiente controlado D presenté
diferencias significativas (p<0,05) con respecto al A.
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Tabla 2-8 Comparaciones multiples por pares

(I)V. ambiental (J)V. ambiental Diferenciade  Error tip. Sig. Intervalo de confianza al 95 % para
medias (I-J) la diferencia®
C 1,501 1,151 1,000 -2,944 5,947
A B 1,713 0,574 0,147 -0,503 3,928
D -3,089* 0,761 0,040* -6,026 -0,151
A -1,501 1,151 1,000 -5,947 2,944
C B ,211 0,676 1,000 -2,401 2,823
D -4,590 1,562 0,156 -10,623 1,443
A -1,713 0,574 0,147 -3,928 0,503
B C -,211 0,676 1,000 -2,823 2,401
D -4,801* 1,158 0,036* -9,276 -0,326
A 3,089* 0,761 0,040* 0,151 6,026
D C 4,590 1,562 0,156 -1,443 10,623
B 4,801* 1,158 0,036* 0,326 9,276

* La diferencia de medias es significativa al nivel 0,05.

b. Ajuste para comparaciones multiples: Bonferroni.

2.6 Discusion

A pesar de su papel como un patdgeno serio de la salmonicultura, los mecanismos de patogenicidad de P.
salmonis aun no se han dilucidado por completo. Si bien la transmision horizontal representa una clara amenaza
para los centros de cultivo de salmén, se ha prestado menos atencién a la comprensién de la amenaza potencial
de transmisién de otros componentes ambientales. Las bacterias patdgenas excretadas por los peces enfermos
pueden penetrar en el agua, sedimento, peces y plancton, por lo que éstos podrian ser importantes reservorios
ambientales para la enfermedad SRS.

Agua

En este estudio, todos los sitios- a excepcidon del primer centro- fueron positivos para la presencia de P. salmonis
con nimeros que varian de 10 a 9 X 10° celulas por L' de agua. Ademas, las muestras de agua recolectadas en
tres de los seis centros tuvieron nimeros de P. salmonis> 200 celulas por L'*. Un nimero mucho mayor de P.
salmonis (10° células L) en el agua de mar que rodea un centro con brote de enfermedad se ha informado
anteriormente (Olivares and Marshall 2010). Una vez que las bacterias se excretan de los peces al medio
ambiente, los factores abidticos y bidticos influyen en la inactivacion de las bacterias. Por lo tanto, los nUmeros
de bacterias detectados en el agua dependen del estado de la enfermedad del centro en el momento del
muestreo y la ubicacién del muestreo también influye en los nimeros de patégenos en el agua. En general, los
resultados son consistentes con la comprension actual del P. salmonis endémico en areas de cultivo de salmén
del Atlantico en Chile (Rozas and Enriquez 2014).
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Vale la pena sefialar que cuando se compararon los metadatos de los centros (Tabla 2-9 ) de cultivo con los datos
de P. salmonis en el agua, el centro 6 tiene el mayor indice de mortalidad reportado una semana antes y en el
momento de la recoleccion de las muestras de agua. Por lo tanto, el mayor nimero de bacterias observadas en
el agua es probablemente en respuesta a la prevalencia de la enfermedad en el centro y las bacterias eliminadas
al agua por peces infectados. De manera similar, el centro 2 tiene una alta mortalidad debido a SRS antes del
muestreo y el nimero observado de P. salmonis en las muestras de agua corresponderia a la prevalencia de la
enfermedad en el centro.

Del presente estudio se concluye que el agua es un medio probable de transmision de P. salmonis dentro de los
peces enjaulados, asi como una fuente de transmisién desde las instalaciones de acuicultura a la poblacidn de
peces silvestres a través de la descarga de agua contaminada.
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Tabla 2-9 Metadata utilizada para la identificacion de reservorios de P. salmonis en Chile

No de Fecha de Especies cultivadas Numero de Mortalidad Mortalidad Mortalidad Mortalidad Mortalidad Temperatura Oxigeno disuelto
centro muestreo peces en el total por SRS por SRS acumulada acumulada por
centro reportada en reportada reportada la por SRS SRS reportada
la semana enla semana previa reportada durante el
de muestreo semana de al muestreo durante el ciclo anterior
muestreo ciclo de al muestreo
muestreo
1 5/07/2018 salmon del Atlantico 97348 197 74 44 360 10699 10,25°C 8,21 mg/lt
2 21/08/2018 salmon plateado o 53305 1958 332 662 1978 11 11,15°C 7,94mg/It
coho
3 13/09/2018 salmon del Atlantico 22160 252 124 194 14768 3487 10,0°C 9,32mg/It
4 16/11/2018 salmon del Atlantico 46722 754 9 56 1046 29161 10,9°C 7,87 mg/lt
5 16/11/2018 salmon del Atlantico 49449 316 36 23 603 26752 10,9°C 8,11 mg/It

6 30/11/2018 salmon del Atlantico 44670 1848 1309 1084 5790 2953 11,2°C 8,75 mg/It




Biopeliculas

Se sabe que los patdgenos bacterianos, incluso presentes en cantidades bajas en el agua, pueden incrustarse
en las biopeliculas, lo que puede prolongar su supervivencia al brindar una mayor resistencia a condiciones
ambientales adversas (Wingender and Flemming 2011). En el 2003 se describié el complejo de adhesién
piscirickettsial (CAP), sobre la superficie de ovas de truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss) cuando estas eran
expuestas in vitro con P. salmonis. Aunque esta estructura no ha sido bien caracterizada, se ha relacionado con
la capacidad de unién de la bacteria sobre la superficie de diversos sustratos, tales como, ovas y conchas de
moluscos.

En el presente estudio se identificod la presencia de P. salmonis en las muestras de biopeliculas tomadas en
terreno del centro de cultivo nimero 6. Sin embargo, no esta claro si las biopeliculas desempefian un papel
importante como reservorio de P. salmonis. En el presente estudio, solo las biopeliculas de un sitio tenian
cantidades cuantificables de bacterias (10° por gramo).

Para profundizar en la importancia de los materiales inertes como posibles reservorios de P. salmonis, se
realizaron experimentos in vitro para estudiar la formacion del complejo de adhesidn piscirickettsial (CAP) sobre
materiales plasticos que comunmente son empleados en balsas jaula y que estdn en contacto con el agua de
mar. Los materiales empleados fueron polietileno de alta densidad (HDPE), policloruro de vinilo (PVC), poliamida
(PA) conocido como nylon y politetrafluoretileno (PTFE) conocido como tefldn. Y la presencia del CAP fue
evaluada mediante microscopia electrdnica de barrido (MEB) se establece tempranamente post infeccion (45 s)
y evoluciona en su formacion manteniendo al agente viable hasta por 48 h. Por lo que en este estudio los tiempos
de exposicidn en este estudio fueron de 1 hora, 24 horas y 48 horas.

La bacteria empleada correspondio a un aislado de campo asociado a un brote de piscirickettsiosis en salmén del
Atlantico cultivado en mar, donado por el Laboratorio ETECMA - Puerto Montt. En el laboratorio de la U. de Chile
la bacteria fue amplificada y posteriormente, mediante secuenciacion del producto de PCR de 1270 pb del gen
16S rRNA, se caracterizé como cepa LF-89, lo cual fue realizado en la Unidad de Secuenciacién Automatica de la
Universidad Catdlica de Chile procesado en un equipo ABI PRISM 3500x| (Applied BiosystemsTM).
La bacteria fue multiplicada en la linea celular CHSE-214 a 15 °C, temperatura éptima de crecimiento (Fryer et al.
1990), hasta alcanzar el 100% de efecto citopatico ECP. La bacteria fue titulada de acuerdo con el método de
punto final 50% propuesto por Reed y Muench (1938).

Se comprobd la presencia del CAP en PTFE-teflén mediante micrografias electrénicas en todos los tiempos de
exposicion. Los detalles de la metodologia y resultados se pueden observar en el Appendix B



Figura 2-11. Microfotografias electrénicas de PTFE-teflon a 500x (D1) y 3000x (D2). Diversos cimulos de conglomerados
que se corresponde al CAP se muestran con flechas de color azul.

Estos resultados demuestran que la P. salmonis es capaz de adherirse a la superficie de ciertos tipos de sustratos
que se emplean en la acuicultura. Sin embargo, se estima que se requieren estudios adicionales de campo, con
un mayor numero de muestras y una mayor duracion del estudio para concluir la importancia bioldgica de los
materiales inertes como reservorios de P. salmonis en el medio acuatico fuera del hospedero. La configuracidn
exerimental de dichos estudios adicionales deberia estar dedicada a estudiar la prevalencia, viabilidad e
infectividad de las bacterias presentes en las biopeliculas en material inerte en el medio matino.

Sedimentos

En la acuicultura intensiva, puede producirse un aumento de la sedimentacion de desechos de peces organicos
debajo de las jaulas y en el entorno inmediato. Estos sedimentos consisten principalmente en residuos de forraje
y material fecal de peces que puede contener patdgenos. Los patégenos bacterianos tienden a adherirse a la
materia particulada y, a diferencia de la suspension bacteriana en la columna de agua, los sedimentos
permanecen en su lugar en las inmediaciones del centro de produccion. Por lo tanto, es posible que el sedimento
sea un reservorio para P. salmonis y presente un riesgo de reinfeccidén después de la resuspension.

En un estudio noruego, en el centro de salmdn del Atlantico, la presencia de Vibrio salmonicida en nUmeros altos
(10° células por gramo de sedimento) se informé anteriormente (Enger et al. 1989). Cabe sefialar que en ese
estudio, se detectaron altas cantidades de bacterias en los sedimentos después de mds de 100 dias de incidencia
de la enfermedad, lo que sugiere un alto tiempo de supervivencia de Vibrio salmonicida en el medio marino.
Harriague et al. (2008) también informé la presencia de Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus y V. alginolyticus
en muestras de sedimentos y agua (Harriague et al. 2008).

En este estudio, se detectaron niveles bajos de P. salmonis en las muestras de sedimentos recolectadas de todas
los centros muestreados, con el nimero mads bajo encontrado en los sedimentos del centro 2. Cuando se
compararon los metadatos del centro con los nimeros de P. salmonis en el sedimento con la mortalidad
acumulada de SRS en el ciclo de produccién anterior, se aprecia que ésta fue la mas baja en comparacién con
otros centros muestreados. Por otro lado, el centro 1, que tuvo tasas de mortalidad altas en el ciclo anterior
también tuvo los numeros mas altos de P. salmonis en los sedimentos. Los resultados apuntan hacia la
acumulacién de P. salmonis en los sedimentos en respuesta a la prevalencia de la enfermedad. Por lo tanto, se
requiere un trabajo de investigacidn para determinar la duracidn del P. salmonis en los sedimentos, ya que los
sedimentos pueden ser un reservorio importante de P. salmonis.
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En el presente estudio, la deteccion de P. salmonis en el sedimento alrededor del centro de produccién de peces
con brotes activos de enfermedad también sugiere que el sedimento podria ser una fuente de P. salmonis. En
particular, en los eventos con alta influencia de las mareas o mares agitados, que pueden conducir a la
resuspension de bacterias de los sedimentos. Sin embargo, se requiere investigacion adicional para confirmar
los hallazgos de este estudio, ya que la duracion del estudio y el tamafio muestral son relativamente pequenos.
Ademds, se requiere un trabajo de investigacidn adicional para determinar la viabilidad y la infectividad de las
células de P. salmonis en los sedimentos.

Peces silvestres y otros animales como reservorios.

El papel de los vectores en la transmisidn de P. salmonis en el medio marino y el modo de transmisién, sigue
siendo desconocido (Rozas and Enriquez 2014). En un estudio anterior (Contreras-Lynch et al. 2015), se informd
sobre la presencia de P. salmonis en las especies de peces chilenas nativas Eleginops maclovinus, Odontesthes
regia, Sebastes capensis y Salilota australis.

En este estudio, hemos detectado sistematicamente P. salmonis en las branquias de peces silvestres capturados
alrededor de las granjas en el momento del muestreo. Se encontré que Eleginops maclovinus y Sebastes capensis
portaban P. salmonis. De todos los érganos internos de los peces, solo se encontrd un pez salvaje que muestra
la presencia de infeccidn por P. salmonis en los érganos internos. En esta etapa, el papel de la poblacién de peces
silvestres en la propagacién de P. salmonis sigue sin estar claro y debe investigarse mas.

Moluscos

Se ha informado que P. salmonis puede replicarse en lineas celulares derivadas de insectos y ranas, lo que sugiere
la posibilidad de persistir en invertebrados y poiquilotermos que no son peces (Birkbeck et al. 2004). En este
estudio, hemos recopilado y analizado muestras de bivalvos marinos. Los resultados de la aplicaciéon del PCR
binario indican que todas las muestras recopiladas fueron negativas a la presencia de P. salmonis.

Para profundizar en la importancia de bivalvos marinos como posibles reservorios de P. salmonis, se realizaron
experimentos in vitro para estudiar la formacién del complejo de adhesidn piscirickettsial (CAP) sobre conchas
de choritos (Mytilus chilensis). Las muestras de conchas de choritos- clasificados mediante las claves taxonémicas
descritas por Aldea y Valdovinos (2005)- fueron adquiridas en un terminal Pesquero de Santiago. Se
seleccionaron choritos juveniles de un tamafio aproximado de 4 cm de largo, de superficie lisa, grosor (similar),
color (uniforme) y libre de alteraciones macroscépicas. Las conchas de chorito se seccionaron con una sierra para
metal (Redline®) obteniendo trozos de aproximadamente 0,5 cm® Las muestras fueron tratadas con un
protocolo de limpieza y desinfeccidn, la limpieza mecdnica fue con cepillo de dientes en agua destilada tibia 25°C,
en la desinfeccion se empled un desinfectante en base a amonio cuaternario a una concentracién 200 ppm,
durante 2 horas, luego fueron lavados y enjuagados en agua destilada estéril y filtrada, para posteriormente ser
mantenidas a -20°C hasta su utilizacidn. La formacidn del CAP fue evaluada mediante microscopia electrénica de
barrido (MEB).

Se utilizé un aislado de la cepa LF-89 obtenido de un brote de piscirickettsiosis en salmén del Atlantico (Salmo
salar) cultivado en mar, pasaje dos, aportado por el Dr. Marcos Godoy (el cual fue certificado por el Laboratorio
ETECMA de Puerto Montt). En el Laboratorio Nacional de Referencia de la FAVET, la bacteria fue confirmada
como P. salmonis mediante PCR y secuenciacidn del gen 16S ribosomal. La bacteria fue reproducida en la linea
celular CHSE-214 a temperatura de 15 2C (Fryer et al. 1990) hasta lograr un 100% ECP. El medio de cultivo con la
bacteria fue filtrado en poro de 0,5 um de didmetro (Minisart ®) para eliminar restos celulares. El sobrenadante
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obtenido fue diluido con agua de mar en una proporcién 1:10 y posteriormente titulado en placas de agar con
medio de cultivo IFOP-PsM11 (Contreras et al. 2017), medio especialmente formulado para el crecimiento de P.
salmonis. Para el experimento se utilizd un titulo de 400.000 UFC/ml.

También se utilizé un aislado de la cepa EM-90 obtenido de un brote de piscirickettsiosis en salmén coho
(Oncorhynchus kisutch) cultivado en mar, pasaje tres, aportado por el Dr. Marcos Godoy (el cual fue certificado
por el Laboratorio ETECMA de Puerto Montt). En el Laboratorio Nacional de Referencia de la FAVET, la bacteria
fue confirmada como P. salmonis mediante PCR y secuenciacion del gen 16S ribosomal. La bacteria fue
reproducida en la linea celular CHSE-214 a temperatura de 15 2C (Fryer et al. 1990) hasta lograr un 100% ECP. El
medio de cultivo con la bacteria fue filtrado en poro de 0,5 um de didmetro (Minisart ®) para eliminar restos
celulares. El sobrenadante obtenido fue diluido con agua de mar en una proporciédn 1:10 y posteriormente
titulado en microplacas de 20 pocillos que tenian una monocapa de células de la linea CHSE-214 (Fryer et al.
1990). El titulo obtenido fue de 10> TCIDso/ml.

El CAP fue observado en la superficie de la concha de chorito mediante MEB a 1000x y 3000x de aumento. Sobre
la superficie de la concha se observaron diversos cimulos de conglomerados correspondientes al CAP. Ademas
en las micrografias de mayor aumento se observd la presencia de la bacteria P. salmonis entre el CAP formado.
El fendmeno se presentd en todos los tiempos de exposicién (1 h, 24 h y 48 h).

Figura 2-12. Microfotografias electronicas de concha de chorito a 500x (E1) y concha de chorito a 3000x (E2). Diversos
cumulos de conglomerados que se corresponde al CAP se muestran con flechas de color azul.

La multiplicacidn de la Piscirickettsia salmonis y evaluacidn de viabilidad post ensayo de adhesion, se realizé en
la linea celular CHSE-214 derivada de salmdén chinook (Oncorhynchus tshawytscha). Las células fueron
mantenidas en medio esencial minimo de Eagle con sales de Earle (Biological Industries®), suplementado con
10% de suero fetal bovino (Biological Industries®) (MEM-10), L-glutamina (Biological Industries®) y 1%
bicarbonato de sodio, para mantener un pH= 7,4. Fueron cultivadas y subcultivadas hasta una confluencia 100%
a una temperatura de 15°C. Los resultados indican que la bacteria mantuvo su efecto citopatico hasta 15 dias
post exposicidon en la monocapa celular. Los detalles de la metodologia y resultados se pueden observar en el
Appendix A
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Figura 2-13. Las microfotografias de microscopio invertido con luz polarizada corresponden a: cultivo celular normal de
la linea CHSE-214 (A), efecto citopatico (ECP) caracteristico del crecimiento y desarrollo de P. salmonis en células CHSE-
214 (B), ECP en células CHSE-214 producido por la concha de chorito que presentaba CAP en medio agua de mar (C) y ECP
en células CHSE-214 producido por la concha de chorito que presentaba CAP en medio MEM-4 (D). C= Concha. Los focos
de iniciacién de ECP se muestran con flechas negras.

Estos resultados demuestran que P. salmonis es capaz de adherirse a la superficie de sustratos bidticos, como
conchas de choritos. Sin embargo, en el estudio de campo no se logrd identificar la presencia de la bacteria en
ninguna de las muestras analizadas. Por lo tanto, se estima que se requieren estudios adicionales de campo, con
un mayor nimero de muestras y una mayor duracién del estudio para concluir la importancia biolégica de
Mytilus chilensis como reservorios de P. salmonis en el medio acuatico fuera del hospedero. La configuracion
exerimental de dichos estudios adicionales deberia estar dedicada a estudiar la prevalencia, viabilidad e
infectividad de las bacterias presentes en superficies bioldgicas den el medio matino.
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2.7 Posibles reservorios y rutas de difusion.

Se sabe que P. salmonis sobrevive y se replica dentro de vacuolas citopldasmaticas unidas a la membrana en
células de peces infectados, lo que lleva a una infeccién sistémica. La ruta de transmisién de la enfermedad no
se comprende completamente; sin embargo, se ha informado que la penetracion de la piel y/o las branquias del
salmon por P. salmonis ocasiona el inicio de la infeccidn en los animales sometidos a condiciones experimentales
(Smith et al. 1999, Smith et al. 2004). En estudios realizados por Smith et al. (1999), sobre la ruta de entrada de
P. salmonis en la trucha arco iris, se informd que la bacteria penetra la piel en ausencia de lesion y sin la ayuda
de vectores. Ademas, se demostrd que P. salmonis alcanza los capilares branquiales y se disemina a través del
cuerpo en un tiempo relativamente corto. El contacto directo entre peces y el agua contaminada por P. salmonis
se considera como el principal mecanismo para la transferencia de enfermedades (Rees et al. 2014).

Aungue actualmente no existe informacion sobre la tasa de desprendimiento de P. salmonis por parte de los
peces enfermos, los nimeros a nivel de jaula podrian ser bastante altos. Se ha informado que la propagacion de
virus de salmén atlantico infectado con IHNV tiene un promedio de 3,2 x 10’ pfu de peces por pez por hora
(Garver et al. 2013). Sin embargo, aunque las infecciones bacterianas tienden a ser menos virulentas en
comparacion con las infecciones bacterianas con tasas de desprendimiento de bacterias varias magnitudes
inferiores, aun asi, las bacterias podrian ser eliminadas en cantidades sustanciales desde la jaula enferma hasta
el agua. En este estudio, se obtuvieron valores de P. salmonis tan altos como 10° por L de agua alrededor del
centro 6, lo que sugiere que se pueden esperar nimeros muy altos de P. salmonis en el pick de la enfermedad.

En este estudio, hemos encontrado una presencia consistente de P. salmonis en el agua en numeros que varian
de 10 a 9 X 10° células L de agua. La propagaciéon de la enfermedad podria ser mas rapida si los factores
ambientales fueran favorables para la supervivencia de las bacterias o la ubicacion del centro favoreciera que los
patdgenos no se alejen rapidamente en el agua (debido a una menor circulacion de agua).

La resuspension de bacterias de los sedimentos también es posible, ya que se ha demostrado la resuspension de
E. coliy V. salmonicida unida a sedimentos en el medio ambiente acuatico (Enger et al. 1989, Jamieson et al.
2005). Nuestros resultados también sugieren que los sedimentos alrededor de los centros de produccién de
peces infectados podrian ser otro reservorio de bacterias. Los sedimentos debajo de las jaulas podrian constituir
un reservorio significativo y una ruta de diseminacién del P. salmonis, sin embargo, se requiere investigacion
adicional para confirmar los hallazgos de este estudio.

En general, las bacterias que sobreviven en una etapa viable e infecciosa en el agua y los sedimentos podrian ser
un reservorio importante y una ruta de difusién de SRS. La bacteria puede encontrar su camino hacia el cuerpo
de los peces a través de las branquias, ya que hemos observado un nimero de peces silvestres con presencia de
P. salmonis en las branquias. En un estudio sobre salmoén del Atlantico, las branquias se informaron como
portales de entrada para la transmision natural de P. salmonis (Almendras et al. 1997).

P. salmonis ha sido reportado en especies de peces nativos de Chile Eleginops maclovinus, Odontesthes regia,
Sebastes capensis y Salilota australis en un estudio previo (Contreras-Lynch et al. 2015). Nuestros resultados
estan de acuerdo con el hallazgo de este estudio, es plausible que los peces silvestres portadores de P. salmonis
puedan transferir la enfermedad a los peces cultivados, sin embargo, queda por demostrar. Es mas probable que
los peces salvajes enfermos también contribuyan a la carga de patégenos en el medio ambiente.

Se sabe que los patdgenos bacterianos, incluso presentes en cantidades bajas en el agua, pueden incrustarse
en las biopeliculas, lo que puede prolongar su supervivencia al brindar una mayor resistencia a condiciones
ambientales adversas (Wingender and Flemming 2011). Los resultados del presente estudio son concordantes
con que P. salmonis es capaz de adherirse a la superficie de ciertos tipos de sustratos que se emplean en la
acuicultura en Chile.
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Se ha informado que P. salmonis puede replicarse en lineas celulares derivadas de insectos y ranas, lo que sugiere
la posibilidad de persistir en invertebrados y poiquilotermos que no son peces (Birkbeck et al. 2004). Los
resultados de este estudio muestran que P. salmonis tiene la capacidad potencial de adherirse a la superficie de
conchas de choritos (demostrado en vitro). Sin embargo, en el estudio de campo no se logré identificar la
presencia de la bacteria en ninguna de las muestras analizadas. Por lo que el papel de los bivalvos como
reservorio de P. salmonis estd alin por demostrarse.

Debido a los resultados negativos del PCR en todas las muestras de zooplancton, lo que sugiere que es poco
probable que el zooplancton sea un reservorio significativo de P. salmonis.
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3 Determinacion de la dinamica poblacional
genomica de cepas de P. salmonis

Desde 2005, el desarrollo de nuevos métodos de secuenciacion de alto rendimiento (Hall 2007), junto con una
fuerte disminucién del costo de los secuenciadores y los reactivos, permitié a muchos laboratorios desarrollar
sus propios proyectos de secuenciacion, lo que llevé a un aumento sorprendente del nimero de genomas
secuenciados, que ha superado los 100.000 hasta la fecha. La enorme fuente de informacidn proporcionada por
las secuencias del genoma revoluciond los aspectos bdasicos de la microbiologia. En particular, el tamafio del
genoma de las bacterias varia de 139 kb para Candidatus Tremblaya princeps a 14.782 kb para Sorangium
cellulosum (http://genomesonline.org/). El andlisis del genoma, también conocido como mineria genémica o
analisis in-silico, constituye actualmente una herramienta de investigacion insustituible para diversos aspectos
de la microbiologia. En particular, la disponibilidad de genomas de prdacticamente todos los patégenos
bacterianos humanos ha abierto perspectivas en los campos del diagndstico, la epidemiologia, la fisiopatologia
y el tratamiento. Existen multiples aplicaciones para la gendmica en microbiologia clinica:

e Lagendmica en tiempo real se puede usar para investigar brotes de enfermedades infecciosas.

e Los genomas bacterianos se pueden usar como fuentes objetivo para la deteccién, identificacién o
genotipado molecular.

e El contenido del gen, obtenido en comparacion con las bases de datos, puede buscar rasgos fenotipicos
especificos, como marcadores de resistencia a antibidticos o virulencia, o vias metabdlicas deficientes
que permitan el disefio de medios de cultivo mejorados.

e Los epitopos antigénicos detectados en el proteoma deducido pueden usarse para aplicaciones
seroldgicas, desarrollo de anticuerpos monoclonales o desarrollo de vacunas.

e Descripcidn taxondmica de nuevas especies bacterianas.

3.1 Analisis de pangendmica

El pangenoma, formado por un genoma central (genes compartidos por todas las cepas), un genoma prescindible
(genes compartidos por algunas cepas, pero no todos) y genes especificos de cepas, representa el conjunto
completo de genes de una especie. El tamafio del pangenoma de las bacterias puede diferir mucho entre especies
y géneros, en parte debido a la frecuencia de recombinacion homaéloga y transferencia lateral de genes. Por lo
tanto, un genoma por especie a menudo subestima la complejidad genética a nivel de especie. Para Escherichia
coli, Streptococcus agalactiae y Streptococcus pyogenes se estimdé que un promedio de 441, 33 y 27 nuevos
genes, respectivamente, se darian a conocer por cada nuevo genoma secuenciado. Tales variaciones dentro de
las especies podrian estar vinculadas a la adaptacién de nicho. Las bacterias que viven en nichos con acceso
limitado al acervo genético microbiano global, como Bacillus anthracis, Chlamydia trachomatis y Mycobacterium
tuberculosis, tienen una diversidad gendmica intraespecifica mucho mas pequefia (Mira et al. 2010). El ejemplo
mas extremo de homogeneidad del genoma es Buchnera aphidicola, que no experimentd reordenamiento del
genoma ni duplicacién o transferencia de genes.
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3.2 Diseio de ensayos moleculares para la deteccion de patégenos
bacterianos

Al dar acceso al repertorio genético completo de una bacteria, la gendmica permitié una seleccién racional de
los objetivos de la PCR de acuerdo con el objetivo deseado (género, especie, subespecie o cepa especifica) (Li et
al. 2009). Las secuencias gendmicas también se pueden utilizar para disefiar ensayos de PCR multiplex que
permitan la deteccidén y discriminacidon simultdneas de varios microorganismos, como fue el caso de los
miembros del complejo Mycobacterium tuberculosis.

Ademds, el estudio de secuencias gendmicas permitio la optimizacion de la sensibilidad de deteccidn, ya sea
seleccionando un gen o fragmento de ADN no codificante presente como varias copias en el genoma o disefiando
ensayos de PCR anidados con un riesgo reducido de contaminacién, como el “PCR suicida”.

3.3 Genotipia molecular

Los métodos de tipificacién molecular han reemplazado a los métodos fenotipicos. De una manera similar a la
descrita anteriormente, las secuencias gendmicas pueden ser una fuente de objetivos de genotipado. Varios
métodos de genotipificacion, clasificados como no basados en secuencias y basados en secuencias, se han
disenado utilizando secuencias gendmicas.

Los métodos basados en la no secuencia se basan en el disefio in silico de los perfiles de macro-restriccién para
enzimas de corte raras que pueden servir para ensayos basados en el polimorfismo de la longitud de los
fragmentos de restriccion, en la seleccion gendmica de polimorfismos de un solo nucleétido o repeticiones en
tandem (Fournier et al. 2007). Dichas estrategias se utilizaron para la tipificacién de los aislados de Yersinia pestis,
Salmonella typhimurium o Coxiella burnetii.

Varios métodos de genotipificacién basados en secuencias se han disefiado sobre la base de secuencias
gendmicas, incluida la tipificacion de secuencias multilocus (MLST) para el estudio de Escherichia coli resistente
a multiples farmacos o Streptococcus pneumoniae, y la tipificacion multiespaciadora (MST) para la tipificacién de
Yersinia pestis, Coxiella burnetii, Aislamientos de Bartonella o Rickettsia (Drancourt et al. 2004). Sin embargo, la
secuenciaciéon bacteriana de genoma completo, al dar acceso a todo el contenido genético de una cepa, es el
método de genotipado basado en secuencias mas discriminatorio, como lo demostro la tipificacion basada en el
genoma de Mycobacterium tuberculosis o Staphylococcus aureus aislamientos clinicos (Koser et al. 2012). Sin
embargo, debido a su costo, incluso si ha disminuido profundamente desde 1995, la secuenciacion del genoma
no es, hasta el momento, una herramienta de rutina en la mayoria de los laboratorios de microbiologia clinica.

Las micromatrices de ADN son un intermediario entre los métodos no basados en secuencias y basados en
secuencias, ya que permiten la deteccidn de diferencias sutiles o diferencias especificas de especies mediante la
comparacion simultdnea de cepas a nivel del genoma completo. Tal aplicacién se usé para discriminar entre las
cepas ambientales de Legionella pneumophila. Otra ventaja de los microarrays es que su interpretacién puede
ser automatizada. También se pueden usar microarrays de ADN para detectar e identificar microorganismos en
floras complejas (Fournier et al. 2007).
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3.4 Prediccion del fenotipo

3.4.1 Deteccion de resistencia a los antimicrobianos

El rapido aumento y la propagacion de las bacterias resistentes a multiples farmacos (MDR) se han convertido
en un importante problema de salud publica en todo el mundo. La secuenciacidn del genoma tiene el potencial
de identificar los diversos determinantes de resistencia genética de una cepa bacteriana determinada, como se
hizo para un MDR Acinetobacter baumannii que causé un brote nacional de infecciones nosocomiales en Francia
(Fournier et al. 2006). Alternativamente, la secuenciaciéon del genoma puede ayudar a comprender la dinamica
de la propagacién de la resistencia en una especie bacteriana, como fue el caso de Staphylococcus aureus. Sin
embargo, la secuenciacion del genoma ha demostrado que los factores determinantes de la resistencia genética,
una vez que se cree que surgieron principalmente bajo la presion de los antibiéticos, pueden haber surgido de
fuentes antiguas o ambientales. Ademas, los hallazgos gendmicos pueden permitir el desarrollo de ensayos de
PCR dirigidos especificamente a genes causantes de resistencia o mutaciones que pueden servir como
herramientas de deteccién de rutina.

Otra situacion que demuestra el valor de la secuenciacidn del genoma es durante la identificacion de los
mecanismos de resistencia en bacterias exigentes, por lo que las pruebas fenotipicas de resistencia a los
antibidticos son dificiles o imposibles, como en Tropheryma whipplei, donde el genoma reveld la presencia de
genes mutados gyrA y parC, lo que explica la resistencia a las fluoroquinolonas. La secuenciacion del genoma
también puede permitir la identificacion del mecanismo de accién y los genes diana de los nuevos compuestos
antimicrobianos.

3.4.1 Identificacion de factores de virulencia

Los genes de virulencia son objetivos potenciales para la evaluacion de riesgos y estrategias de intervencion. La
identificacidn de los genes de virulencia puede llevar al desarrollo de pruebas de deteccidn rapidas para proceder
con medidas de aislamiento efectivas en pacientes hospitalizados o retrasar la hospitalizaciéon después de la
descontaminacion. Los andlisis de secuencia comparativos proporcionan informacién sobre los mecanismos
patdgenos de las bacterias, lo que permite la identificacién de proteinas de virulencia conocidas con secuencias
0 motivos conservados, asi como nuevas proteinas de virulencia putativas. Sin embargo, estudios recientes han
sugerido que la reduccidn del genoma, en lugar de la ganancia de genes, también puede conferir virulencia,
posiblemente por pérdida de regulacion (Merhej et al. 2013). Ademas de permitir una mejor comprensién de la
patogénesis bacteriana, la identificacion de los factores de virulencia en los genomas también puede permitir el
disefio de nuevos antimicrobianos potenciales ademas de permitir la identificacidn de dianas antimicrobianas.

3.5 Objetivos del presente proyecto

En el presente proyecto, nuestro objetivo es comprender la dinamica poblacional de las cepas de Piscirickettsia
salmonis que infectan los centros de produccién de salmén en Chile, asi como descifrar la virulencia y la
resistencia a los antibidticos que tienen sus genomas. Para esto, seleccionamos 60 cepas de P. salmonis para la
secuenciacion completa del genoma. Los aislados se recuperaron durante un periodo de 10 afos durante los
brotes de piscirickettsiosis que ocurrieron en varios centros de produccién de salmdn, asi como en diferentes
periodos de tiempo y ubicaciones geograficas a lo largo del sur de Chile. A partir de este andlisis gendmico, se
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desarrollaron herramientas especificas de deteccién y genotipado para comprender mejor el comportamiento
de este agente infeccioso.

Objetivos especificos:

e Comparar el contenido del gen de 40 cepas de P. salmonis y determine el tamafio del pangenoma (genes
esenciales y prescindibles).

e Identificar los marcadores genéticos que constituyen el mobiloma (genes resultantes de la transferencia
lateral de genes, plasmidos, transposones, fagos, secuencias de insercion).

e Detectar pequefios RNAs y secuencia repetida.
e Identificar genes asociados a la virulencia.
e Listar marcadores genéticos asociados con la resistencia a los antimicrobianos.

e Se realizd una lista de genes candidatos de interés para estudios funcionales adicionales en las dos
categorias anteriores.

e Evaluar las inferencias filogenéticas entre las cepas estudiadas.

e Identificar secuencias especificas de especies y cepas

3.6 Materiales y métodos

3.6.1 Cultivo de cepas bacterianas

Todos los P. salmonis se aislaron y se cultivaron a 18°C hasta 8 dias en un medio sdlido como se describe
anteriormente (Contreras-Lynch et al. 2017).

3.6.2 Confirmacion de la identificacidon de la cepa mediante secuenciacion 16S rRNA

La secuencia de nucleétidos del ARNr 16S obtenida por amplificacién y secuenciacidn utilizando los cebadores
fD1 y rP2 se secuencié como se describié anteriormente (Drancourt et al. 2000). Se realizdé un BLASTN contra
GenBank (Benson et al. 2015). Se alinearon las secuencias y se obtuvieron inferencias filogenéticas utilizando el
software MEGA (método de maxima verosimilitud) (Tamura et al. 2013).

3.6.3 Preparacion de ADN genédmico

Las cepas cultivadas como se describié anteriormente se suspendieron individualmente en 400 pL de tampdn TE.
Luego se diluyeron 200 pL de esta suspensidon en 1 mL de tampdn TE para el tratamiento de lisis, que incluyd una
incubacion de 30 minutos con 2,5 pg / uL de lisozima a 37 ° C, seguido de una incubacion durante la noche con
20 pg / uL de proteinasa K a 37°C. El ADN extraido se purificé luego utilizando 3 extracciones sucesivas de fenol-
cloroformo y precipitaciones de etanol a -20° C durante la noche. Después de la centrifugacidn, el ADN se
resuspendié en 160 pL de tampdn TE.
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3.6.4 Secuenciacidon y ensamblaje del genoma

El ADN gendmico (ADNg) de cada cepa se secuencio utilizando secuenciadores MiSeq (lllumina Inc, San Diego,
CA, EE. UU.) Con la estrategia Paired-End. Cada gDNA se codificé con un cédigo de barras para mezclarse con el
ADN de otros aislados utilizando el kit de preparacion de muestras Nextera Paired-End (lllumina).

Cada ADNg se cuantific6 mediante un ensayo Qubit utilizando el kit de alta sensibilidad (Life Technologies,
Carlsbad, CA, EE. UU.). La biblioteca Paired-End se preparé con 1,5 ug de ADN gendmico utilizando la guia Nextera
Paired End (Illumina). Cada muestra de gDNA se fragmentard y etiquetara simultdneamente con un adaptador
de unidén de extremo emparejado. El patrén de fragmentacion se validé en un Agilent 2100 BioAnalyzer (Agilent
Technologies Inc, Santa Clara, CA, EE. UU.) Con una etiqueta de laboratorio de 7500 ADN. Los fragmentos
marcados se circularizaron y se cortaron mecanicamente en pequefios fragmentos con un tamafio dptimo de
1.550 pb en el dispositivo Covaris S2 en tubos T6 (Covaris, Woburn, MA, EE. UU.). El perfil de la biblioteca se
visualizé en un Bioanalyzer LabChip de alta sensibilidad (Agilent Technologies) y se midid la biblioteca de
concentracion final. Las bibliotecas se normalizaron a 2 nM y se agruparon. Después de un paso de
desnaturalizacidn y dilucidn a 15 pM, el conjunto de bibliotecas se cargé en el cartucho de reactivo y luego en el
instrumento junto con la celda de flujo. La generacidn automatizada de clisteres y la ejecucion de la
secuenciacion se realizaron en una Unica ejecucion de 2x301-bp. Las lecturas pareadas obtenidas se recortaron
y luego se ensamblaron utilizando espadas (Bankevich et al. 2012).

3.6.5 Anotacion gendmica y comparacion

Los marcos de lectura abiertos (ORF) se predijeron usando Prodigal con pardmetros predeterminados (Hyatt et
al. 2010). Sin embargo, los ORF predichos se excluyeron si abarcan una regidn de brecha de secuenciacién. Las
secuencias de proteinas bacterianas predichas fueron buscadas contra el GenBank (Benson et al. 2015) y bases
de datos de grupos de ortélogos (COG) que utilizan BLASTP. Los ARNt y los ARNr se predijeron utilizando las
herramientas tRNAScan-SE y RNAmmer (Lagesen et al. 2007), respectivamente. Los péptidos de sefial y el
numero de hélices transmembrana se predijeron utilizando SignalP (Bendtsen et al. 2004) y TMHMM (Krogh et
al. 2001), respectivamente. Los elementos genéticos méviles se predijeron usando PHAST y RAST (Zhou et al.
2011). El algoritmo CRISPRFinder se usé para identificar los loci CRISPR (repeticion palindrémica corta
interplazada regularmente intercaladas) (Grissa et al. 2007). Se identificé ORFans si su valor BLASTP E es inferior
a 1le-03 para una longitud de alineacién superior a 80 aminoacidos. Si las longitudes de alineacién son mas cortas
gue 80 aminoacidos, usaremos un valor E de 1e-05. Tales umbrales de parametros ya se han utilizado en trabajos
anteriores para definir ORFans.

Artemis (Rutherford et al. 2000) y DNA Plotter (Carver et al. 2009) se utilizaron para el manejo de datos y la
visualizacién de caracteristicas gendmicas, respectivamente. Se realizé un analisis filogendmico FastTree (Price
et al. 2009) basado en el programa de alineacidn del genoma de Malva (Darling et al. 2004).

Para evaluar el grado de similitud gendmica en el nivel de nucleétidos entre las cepas estudiadas, usaremos tres
parametros: la hibridacion digital ADN-ADN (dDDH) que muestra una alta correlacién con DDH, utilizando el
software GGDC, féormula 2 (Meier-Kolthoff et al. 2013); el pardmetro AGIOS que fue disefiado para ser
independiente de DDH (Ramasamy et al. 2014). La udltima herramienta combina Proteinortho (Lechner et al.
2011) para detectar proteinas ortélogas entre genomas comparados dos por dos, luego recupera los genes
correspondientes y luego determina el porcentaje medio de identidad de secuencia de nucleétidos entre ORF
ortdlogos usando el algoritmo de alineacidn global Needleman-Wunsch (Ramasamy et al. 2014). Finalmente, la
identidad de nucleétido promedio (ANI) a nivel del genoma entre las cepas estudiadas se estimé utilizando
BLASTN y el algoritmo descrito anteriormente (Lee et al. 2016).
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3.6.6 Deteccion de marcadores de virulencia y resistencia antimicrobiana
La virulencia y los genes asociados a la resistencia antimicrobiana se detectaron en comparacion con las bases

de datos VFDB (Chen et al. 2016) y ARG-ANNOT (Gupta et al. 2014), respectivamente, con parametros
predeterminados.

3.7 Resultados y discusion

Secuenciamiento completo

El secuenciamiento completo se realizé en 60 aislados de P. salmonis. En la Tabla 3-1 se encuentra el listado de
aislados secuenciados y georreferenciados que fue entregado al Cepario Nacional.
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Tabla 3-1 Listado de aislados secuenciados y georreferenciados fue entregado al Cepario Nacional

Correlativo Cddigo de Fecha de Especie Longitud Latitud
aislado muestreo

1 121 1 06-09-2011 Rifidn Trucha arcoiris -78,3915144 -41,5994428
2 126 1 01-11-2011 Rifidn Trucha arcoiris -78,3915144 -41,5994428
3 129 17b 07-07-2011 Musculo Trucha arcoiris -78,5760535 -42,0378036
4 131 17a 20-12-2011 Rifidn Salmén del atlantico -78,4918704 -42,2719941
5 132 17a 30-07-2011 Higado Salmén del atlantico -78,4918704 -42,2719941
6 133 17a 06-12-2011 Cerebro Trucha arcoiris -78,4918704 -42,2719941
7 134 17a 29-07-2011 Musculo Salmén del atléntico -78,4918704 -42,2719941
8 135 1 06-09-2011 Cerebro Trucha arcoiris -78,3915144 -41,5994428
9 136 28b 19-01-2017 Rifion Trucha arcoiris -79,027355 -45,3723694
10 138 9b 17-01-2012 Cerebro Salmén del atléntico -79,2444862 -42,4549525
11 139 22 14-01-2012 Cerebro Salmén del atléntico -78,8709772 -41,6751476
12 143 23 20-02-2012 Abseso Salmén del atlantico -78,8709772 -41,6751476
13 144 1 08-02-2012 Musculo Trucha arcoiris -78,3915144 -41,5994428
14 147 17b 26-11-2011 Rifién-Higado Salmén del atlantico -78,5760535 -42,0378036
15 115 17b 25-11-2011 Rifién-Higado Trucha arcoiris -78,5760535 -42,0378036
16 174 9b 17-01-2012 Higado Salmén del atlantico -79,2444862 -42,4549525
17 171 28a 25-05-2017 Rifidn Salmén del atlantico -79,4592265 -45,3170804
18 169 1 29-12-2016 Rifion Trucha arcoiris -78,3915144 -41,5994428
19 168 9a 21-02-2012 Higado Salmén del atléntico -79,4773786 -42,4021266
20 167 17b 25-11-2011 Caverna muscular Trucha arcoiris -78,5760535 -42,0378036
21 166 28c 01-06-2017 Higado Salmén del atléntico -79,3258469 -45,3774701
22 165 2 29-03-2018 Rifion Salmén del atléntico -78,8709772 -41,6751476
23 164 9b 09-01-2017 Higado Salmén del atléntico -79,2444862 -42,4549525
24 163 10a 17-03-2017 Higado Salmén del atlantico -79,5831816 -42,5562172
25 162 28b 29-03-2017 Higado Trucha arcoiris -79,027355 -45,3723694




26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56

161
177
176
178
185
186
172
173
187
188
183
184

28b
22

14
22d
23
3b

27

22c

18-01-2017
13-01-2012
27-09-2018
05-01-2012
03-04-2018
14-02-2012
21-04-2017
04-04-207
26-04-2017
28-03-2018
19-01-2012
02-02-2012
29-10-2009
30-07-2010
02-02-2017
28-03-2017
06-04-2017
27-04-2017
24-07-2008
14-07-2009
28-04-2011
18-07-2008
25-11-2011
25-11-2011
23-12-2016
29-12-2016
07-12-2017
05-07-2018
16-11-2018
03-02-2012
30-05-2017

Rifidn
Higado
Cerebro
Higado
Higado
Higado
Higado
Higado
Higado
Higado
Cerebro
Higado
Rifién-Cerebro
Cerebro
Bazo
Higado
Higado
Higado
Rifidn

Rifion-Higado-Ulcera

Rifidn-Higado-Cerebro

Rifidn
Rifion-Higado
Rifion-Higado

Rifidn

Rifion

Bazo

Higado

Rifidn

Cerebro

Rifion

Trucha arcoiris
Salmén del atlantico
Trucha arcoiris
Salmén del atlantico
Salmén del atlantico
Salmén del atlantico
Trucha arcoiris
Salmon del atlantico
Salmon del atlantico
Trucha arcoiris
Trucha arcoiris
Trucha arcoiris
Trucha arcoiris
Salmén coho
Salmon del atlantico
Trucha arcoiris
Salmon del atlantico
Salmén del atlantico
Salmén coho
Trucha arcoiris
Trucha arcoiris
Trucha arcoiris
Trucha arcoiris
Trucha arcoiris
Salmon del atlantico
Salmén del atlantico
Salmén coho
Salmén del atlantico
Salmén del atlantico
Trucha arcoiris

Salmon del atlantico

-79,027355
-78,8709772
-78,3915144

-78,798523
-80,1903851
-78,8709772
-79,2432674

-79,161152
-79,3304967
-78,3915144
-78,3915144
-78,3915144
-80,2935874
-78,3915144

-79,161152
-79,4592265
-79,5831816
-79,3304967
-79,5831816
-80,2935874
-78,5760535
-78,3915144
-78,5760535
-78,5760535

-78,999865
-79,5036222
-79,2432674
-79,4773786
-80,3655115
-78,3915144
-80,3229936

-45,3723694
-41,6751476
-41,5994428
-42,8845417
-45,4674567
-41,6751476
-41,8202022
-42,2675052
-45,6941438
-41,5994428
-41,5994428
-41,5994428
-44,2171466
-41,5994428
-42,2675052
-45,3170804
-42,5562172
-45,6941438
-42,5562172
-44,2171466
-42,0378036
-41,5994428
-42,0378036
-42,0378036
-42,6893052
-42,9496231
-41,8202022
-42,4021266
-44,5719875
-41,5994428
-45,2923648
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57
58
59
60

111
117
191

16
30a
12b

14

23-12-2010
24-08-2010
27-06-2017
30-11-2018

Rifidn
Rifién-Bazo-Higado
Higado
Higado

Salmon del atlantico
Trucha arcoiris
Salmon del atlantico

Salmon del atlantico

-78,7205636

-79,3751209

-79,7599615
-78,798523

-42,4650153
-45,0632255
-43,3463818
-42,8845417
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Anotacién gendmica y comparacion

Debido a la contaminacion de 5 aislados de P. salmonis de los 60 originalmente disponibles, la informacién de 55
aislados se utilizé para evaluar el grado de similitud genémica en el nivel de nucledtidos entre las cepas
estudiadas. En base al analisis de la informacién disponibles, se estimé que el tamafio del genoma varia de
3.048.700 (PC17)a3.575.942 (PC11). El pangenoma de P. salmonis consistié en 1480 genes centrales, 2122 genes
externos y 2434 genes Unicosen la nube, especificos para cepas individuales, como se muestra en la Figura 3-1 a
continuacion. Como se puede ver en la Figura 3-2 los genomas principales se dividen en dos grupos distintos.

soft-core
(52 <= strains < 54)

core
(54 <= strains <= 55)

shell
(8 == strains < 52)

cloud
(strains < 8)

Figura 3-1. Gréfico circular que muestra la desagregacion de la frecuencia de genes en 55 aislados de P. salmonis
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Figura 3-2. Frecuencia de los genes en los 55 aislados analizados de P. salmonis

Los valores de identidad de nucledtidos promedio por pares varian de 95.91 a 99.99%. Con base en estos valores,
inferimos una distribucidn filogenética en 2 grupos principales y distantes. Esta observacidn de acuerdo con la
prevalencia informada de dos genotipos LF y EP en areas de cultivo de salmén en Chile, los que se muestran en
la Figura 3-3 a continuacion.
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Figura 3-3 Dendrograma que muestra la distribucion filogenética de 55 cepas de P. salmonis en 2 grupos principales y
distantes

Genes de resistencia a antibioticos

Con el fin de superar la accion de los antibidticos, las bacterias han desarrollado una variedad de estrategias
diferentes, como la modificacién de medicamentos, la mutacidn del objetivo y las bombas de flujo de salida. Hay
cinco genes transportadores (casete de unién a ATP (ABC), extrusién de compuestos toxicos y multiples farmacos
(MATE), superfamilia de facilitadores principales (MFS), flujo de salida de multiples medicamentos (Mex) y
bombas de flujo de salida de multiples farmacos (SMR)) involucradas en proporcionar resistencia intrinseca a los
antibidticos en las bacterias.

Realizamos un analisis del genoma de 55 aislados de P. salmonis para determinar la presencia de determinantes
de resistencia a los antibidticos. Vale la pena mencionar que nos hemos centrado en los genes demostrados para
proporcionar resistencia a los antibidticos y las secuencias disponibles en la base de datos de resistencia a los
antibioticos del NCBI.
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En la Figura 3-4 se muestra la frecuencia de presentacion de los genes de resistencia a antibidticos detectados
en los 55 aislados de P. salmonis analizados.

P. salmonis ARGs
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Figura 3-4. Presencia comparativa de genes de resistencia a antibiéticos en 55 aislados de P. salmonis

La oxitetraciclina y el florfenicol son dos de los principales antibidticos utilizados en el cultivo de salmén en Chile
para el control de P. salmonis. Los aislados seleccionados para el andlisis gendmico se seleccionaron después de
la seleccidn fenotipica para ambos antibiéticos. Por lo tanto, se esperaba que los 60 aislados tuvieran algunos
genes de resistencia a los mencionados antibidticos. En general, se encontrd que las bacterias tienen entre 8 y
10 detrimentos de resistencia a los antibioticos. Sin embargo, algunos de ellos tenian un nimero mayor de ARG.

Los genes implicados en proporcionar resistencia a la tetraciclina, la proteina de proteccion ribosomal TetB (P),
Tet (T) y Tet (M) de resistencia a la tetraciclina, estaban presentes en todos los aislados bacterianos. Ademas, la
bomba de flujo de salida para el grupo ABC (casete de unién a ATP, que controla la eliminacidon del antibidtico a
través de la membrana celular incluida, el gen de proteina de proteccién ribosémica tipo F Vga (B), Vga (E) y Lsa
(C)) estaban presentes en todos los aislados.

Ademds, en casi todos los aislados también se detecté el gen de proteccion ribosomal de tipo ABC-F tipo
Imos0919. El gen transportador de tetraciclina EFS MFS Tet (45) también se detectd en varios aislados. Se sabe
gue las bombas de eflujo MFS estan distribuidas de forma ubicua en bacterias (Roberts, 2005, Reddy et al., 2012)
y estan involucradas en la MDR, en particular fluoroquinolona, lincosamidas, novobiocina y resistencia a
rifampicina (Mokracka et al., 2012).

Ademis, el gen de resistencia a la vancomicina van XY-L, vanR-C involucrado en la reestructuracién de la pared
celular de las bacterias también se detectd en varios aislados. La aminoglucdsido nucleotidil transferasa ANT(3")-
llaant(3")-lla que proporciona resistencia al grupo de aminoglucésidos (kanamicina, estreptomicina y
gentamicina) también se detectd en varios aislados.

70 | Vectores y reservorios de P. salmonis
FIE V014 — Programa para la Gestion Sanitaria en la Acuicultura



Se noté que PC108 exhibidé 119 proteinas relacionados con la generacién de resistencia a los antibidticos y 41
genes de resistencia a los antibidticos, el detalle se puede ver en la tabla Tabla 3-2. En relacidn con estos aislados,
que presentaron una amplia gama de genes de resistencia a los antibidticos para varias categorias de
antibidticos, incluidas la tetraciclina, las sulfonamidas y los aminoglucésidos, vale la pena mencionar que este
aislado tenia al menos 15 genes implicados en la enzima modificadora de aminoglucdsidos (grupo
aminoglucésido O-fosfotransferasa). El gen Sul2 de dihidropteroato sintasa resistente a la sulfonamida se detecté
en esta bacteria. Los genes resistentes a las sulfonamidas (sull y sulll) normalmente se ubican en elementos
genéticos moviles como los integrones de clase 1 o los plasmidos (Antunes eta |., 2005). Por lo tanto, es posible
gue este sea un gen adquirido en P. salmons.

Los estudios indican que estas bacterias estan expuestas a un alto nivel de antibidticos y tienen la oportunidad
de intercambiar genes de resistencia con otras bacterias MDR ambientales (pseudomonaceae y
enterobacteriaceae en particular).
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Tabla 3-2 Ejemplo de proteinas que codifican para la resistencia a antibiéticos en el aislado PC108

Nombre

PC108_1008
PC108_1016
PC108_1017

PC108_1179
PC108_121
PC108_1210
PC108_1211
PC108_122

PC108_1229
PC108_1326
PC108_1337
PC108_1381
PC108_1388
PC108_1402
PC108_1419
PC108_1423
PC108_1469
PC108_1533
PC108_1534
PC108_157

PC108_1572
PC108_158

PC108_1645
PC108_168

PC108_169

PC108_1768
PC108_1800

Gl number
B7MG22
ABG68909
ZP_04657259

YP_001373621
AAGO7763
YP_001437159
ABL95934
AAGO07593

CAC08220
ZP_04631861
ZP_03033664
YP_001476958
AAL27445
AAZ04782
NP_706765
YP_002850060
CAS09877
AAK53981
AAR37057
AAP46587
YP_001373621
YP_002850060
AAD22403
NP_840140
YP_001401994
YP_001437159
AAD22403

Subject(S) Name
RecName: Completo = proteina bifuncional de resistencia a la polimixina Arna
Portador de eflujo de tipo ABC especifico de macrdélidos [Escherichia coli 536].

Proteina transportadora de macrdlidos ATP / permeasa [Salmonella enterica subsp. enterica serovar Tennessee str. CDCO7-
0191].

Proteina relacionada con el transportador ABC [Bacillus cereus subsp. citotoxis NVH 391-98].
Resistencia-Nodulacién-Divisidén celular (RND) transportador de flujo de salida [Pseudomonas aeruginosa PAO1].
Sistema de expulsién de biciclomicina / multidrogas [Enterobacter sakazakii ATCC BAA-894]

Proteina de resistencia al cloranfenicol [Salmonella typhimurium].

Resistencia a la nodulacidn-divisidn celular (RND) efluente precursor de la proteina de fusién de membrana [Pseudomonas
aeruginosa PAO1].
TetH tetraciclina resistencia a la salida de la proteina [Pasteurella aerogenes].

Proteina de la membrana interna ybal [Yersinia frederiksenii ATCC 33641].

Macrdlido especifico de ABC tipo portador de la proteina portadora MacB [Escherichia coli F11].
Dimetiladenosina transferasa [Serratia proteamaculans 568].

VanRE [Enterococcus faecalis].

QnrA3 determinante de resistencia a quinolona [algas Shewanella].

Proteina transportadora de macrdlidos ATP / permeasa [Shigella flexneri 2a str. 301].
Transportador de macroélidos ATP-enlace / permease [Citrobacter sp. 30_2].

Sistema de salida de biciclomicina / multidrogas [Escherichia coli 0127: H6 str. E2348 / 69].
Regulador de respuesta VanRc-2 [Enterococcus casseliflavus].

VanSD5 [Enterococcus faecium].

Proteina de unién 2 a Penicilina [Neisseria meningitidis].

Proteina relacionada con el transportador ABC [Bacillus cereus subsp. citotoxis NVH 391-98].
Transportador de macrélidos ATP-enlace / permease [Citrobacter sp. 30_2].

Serina racemase VanT [Enterococcus gallinarum].

Proteina de resistencia a la bacitracina BacA [Nitrosomonas europaea ATCC 19718].
Supuesta cation: proteina antiport proton [Yersinia pseudotuberculosis IP 31758]

Sistema de expulsion de biciclomicina / multidrogas [Enterobacter sakazakii ATCC BAA-894]

Serina racemase VanT [Enterococcus gallinarum].




PC108_1827
PC108_1836
PC108_1861
PC108_1862
PC108_1910

PC108_1911
PC108_1955
PC108_1956
PC108_196

PC108_2060
PC108_212

PC108_2125
PC108_2171
PC108_2179
PC108_2195
PC108_2196
PC108_2198
PC108_2213
PC108_2216
PC108_2305
PC108_2308
PC108_2355
PC108_2403
PC108_2475
PC108_2508
PC108_2528
PC108_2550
PC108_2618
PC108_2636

AAB40740
NP_348076
AAR37057
AAV58811
AAGO07593

AAGO07763
CAS11303
AAGO07763
ABB53372
YP_001569731
ZP_04081918
ZP_03053667
YP_403947
ABX79411
AAB95639
ABG70222
YP_254114
ZP_04630103
YP_001437159
YP_002215984
YP_002382193
ZP_04060074
CAA45050
YP_001437159
ABX79440
YP_002244306
ABA71728
EDK34631
YP_042788

MvrC metil viologen resistencia a la proteina C [Escherichia coli].

Proteina de resistencia a la tetraciclina [Clostridium acetobutylicum ATCC 824].
VanSD5 [Enterococcus faecium].

VanRB [Clostridium sp. CCRI-9842].

Probable resistencia a la nodulacidn-divisién celular (RND) efluente precursor de la proteina de fusién de membrana
[Pseudomonas aeruginosa PAO1].

Probable resistencia-Nodulacién-Divisidn celular (RND) transportador de flujo de salida [Pseudomonas aeruginosa PAO1].
Transportador de flujo de salida de multiples farmacos [Escherichia coli 0127: H6 str. E2348 / 69].

Probable resistencia-Nodulacién-Divisidn celular (RND) transportador de flujo de salida [Pseudomonas aeruginosa PAO1].
VanHB [Enterococcus faecium].

Sistema de salida de biciclomicina / multidrogas [Salmonella enterica subsp. arizonae serovar 62: z4, z23: -].

Proteina relacionada con el transportador ABC [Bacillus thuringiensis serovar pulsiensis BGSC 4CC1].

Transportador de facilitadores principales de la familia MFS [Bacillus pumilus ATCC 7061].

Proteina transportadora de macrdlidos ATP / permeasa [Shigella dysenteriae Sd197].

VanRc4 [Enterococcus casseliflavus].

Proteina de resistencia a pristinamicina VgaB [Staphylococcus aureus].

Proteina de resistencia a la biciclomicina [Escherichia coli 536].

Proteina de resistencia a quinolonas [Staphylococcus haemolyticus JCSC1435].

Membrana interna de la proteina ybal [Yersinia bercovieri ATCC 43970].

Sistema de expulsion de biciclomicina / multidrogas [Enterobacter sakazakii ATCC BAA-894]

Proteina de resistencia a multiples farmacos MdtG [Salmonella enterica subsp. enterica serovar Dublin str. CT_02021853].
Proteina transportadora de macrdlidos ATP / permeasa [Escherichia fergusonii ATCC 35469].

Lincosamida estreptogramina Una proteina de resistencia [Staphylococcus hominis SK119].

SrmB [Streptomyces ambofaciens].

Sistema de expulsién de biciclomicina / multidrogas [Enterobacter sakazakii ATCC BAA-894]

VanC1 [Enterococcus gallinarum].

Sistema de salida de biciclomicina / multidrogas [Salmonella enterica subsp. enterica serovar enteritidis str. P125109].
VanSG [Enterococcus faecalis].

Transportador previsto, componente permease [Clostridium kluyveri DSM 555].

Proteina de resistencia a fluoroquinolona [Staphylococcus aureus subsp. aureus MSSA476].
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PC108_2682
PC108_275

PC108_2766
PC108_2767
PC108_277

PC108_2770
PC108_279

PC108_2796
PC108_2799
PC108_2800
PC108_2816
PC108_2843
PC108_2844
PC108_2845
PC108_2853
PC108_297

PC108_2975
PC108_308

PC108_3109
PC108_3152
PC108_3235
PC108_3269
PC108_3283
PC108_3284
PC108_3284
PC108_3305
PC108_3311
PC108_3392
PC108_3393
PC108_341

PC108_3419

CAA45050
AAGO07594
NP_706765
YP_001588793
AAGO07763
ABG71110
YP_788913
ACMA47285
ABG68909
YP_002225954
YP_001334730
ZP_03058729
YP_001419960
NP_838841
YP_407313
ZP_01788419
NP_631702
YP_002217746
ZP_03105209
AAW66497
YP_001691306
NP_708081
ABS73654
ABS73653
YP_001420884
ZP_02655873
AAY52002
YP_788913
CAW29508
AAY52004
ABX79417

SrmB [Streptomyces ambofaciens].

Probable resistencia-Nodulacién-Divisidn celular (RND) transportador de flujo de salida [Pseudomonas aeruginosa PAO1].

Proteina transportadora de macrdlidos ATP / permeasa [Shigella flexneri 2a str. 301].

Proteina transportadora de macrdlidos ATP / permeasa [Salmonella enterica subsp. enterica serovar Paratyphi B str. SPB7].

Probable resistencia-Nodulacién-Divisidn celular (RND) transportador de flujo de salida [Pseudomonas aeruginosa PAO1].

Proteina de membrana externa TolC precursor [Escherichia coli 536].
RND precursor de la proteina de fusion de membrana de flujo de salida [Pseudomonas aeruginosa UCBPP-PA14].
D, D-carboxipeptidasa VanYD [Enterococcus faecium].

Portador de eflujo de tipo ABC especifico de macrdlidos [Escherichia coli 536].

Proteina transportadora de macrdlidos ATP / permeasa [Salmonella enterica subsp. enterica serovar gallinarum str. 287/91].

Sistema de salida de farmacos proteina MdtG [Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae MGH 78578].

Proteina de la membrana externa TolC [Escherichia coli B171].

facilitador principal de la superfamilia transportadora [Bacillus amyloliquefaciens FZB42]

Proteina de resistencia a multiples farmacos MdtN [Shigella flexneri 2a str. 2457T].

proteina transportadora de macrélidos ATP / permeasa [Shigella boydii Sb227]

Proteina de unién a penicilina 1A [Haemophilus influenzae 3655].

Proteina de resistencia al cloranfenicol [Streptomyces coelicolor A3 (2)].

Proteina D de resistencia a multiples farmacos [Salmonella enterica subsp. enterica serovar Dublin str. CT_02021853].
Proteina reguladora VanRB [Bacillus cereus NVH0597-99].

TetA(39) [Acinetobacter sp. LUH5605].

TetL [Lactobacillus sakei].

Sistema de salida de biciclomicina / multidrogas [Shigella flexneri 2a str. 301].

YkkD [Bacillus amyloliquefaciens FZB42].

YkkC [Bacillus amyloliquefaciens FZB42].

YkkC [Bacillus amyloliquefaciens FZB42].

Transportador ABC, proteina de unién a ATP [Salmonella enterica subsp. enterica serovar Kentucky str. CDC 191].
VanR [Paenibacillus thiaminolyticus].

RND precursor de la proteina de fusion de membrana de flujo de salida [Pseudomonas aeruginosa UCBPP-PA14].
Probable resistencia-Nodulacién-Divisidn celular (RND) transportador de salida [Pseudomonas aeruginosa LESB58].
VanH [Paenibacillus thiaminolyticus].

VanSc4 [Enterococcus casseliflavus].
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PC108_3420
PC108_346
PC108_347
PC108_3471
PC108_3472
PC108_355
PC108_357
PC108_40
PC108_419
PC108_433
PC108_456
PC108_472
PC108_48
PC108_496
PC108_497
PC108_525
PC108_559
PC108_563
PC108_620
PC108_660
PC108_681
PC108_704
PC108_743
PC108_833
PC108_886
PC108_887
PC108_929
PC108_959

PC108_988

AAL27445
CAL48457
NP_706765
CAR56417
AAGO07763
Q46306
ZP_01259020
AAP46618
AAR29970
YP_002467958
AAP82508
YP_001437159
ABX79440
Q46306
ABG21123
P28246
YP_002045964
ABS72056
NP_390536
YP_002181880
CADO03195
YP_002044935
ABA71733
ZP_02632674
ACC93631
AAL27445
YP_001486998
BAC59742

NP_706765

VanRE [Enterococcus faecalis].

Supuesta resistencia a la trimetoprima dihidrofolato reductasa [Escherichia coli].

Proteina transportadora de macrdlidos ATP / permeasa [Shigella flexneri 2a str. 301].

Sistema de salida de multiples farmacos, proteina de transporte CeoA [Burkholderia cenocepacia J2315].
Probable resistencia-Nodulacién-Divisidn celular (RND) transportador de flujo de salida [Pseudomonas aeruginosa PAO1].
RecName: Full = tetrP de la proteina de resistencia a la tetraciclina

Proteina de eflujo multidroga NorM [Vibrio alginolyticus 12G01].

Penicilina proteina de unién 2 [Neisseria meningitidis].

TetW tetraciclina resistencia a la proteina [Megasphaera elsdenii].

Proteina de unidn a penicilina 1b [Buchnera aphidicola str. 5A (Acyrthosiphon pisum)].

Dihidropteroato sintasa [Salmonella enterica subsp. enterica serovar typhimurium].

Sistema de expulsién de biciclomicina / multidrogas [Enterobacter sakazakii ATCC BAA-894]

VanC1 [Enterococcus gallinarum].

RecName: Full = tetrP de la proteina de resistencia a la tetraciclina

TetM [Escherichia coli].

RecName: Full = Bicyclomycin resistencia protein

RecN proteina de unidn a penicilina 2 [Salmonella enterica subsp. enterica serovar heidelberg str. SL476].
D, D carboxipeptidasa [Ruminococcus gauvreauii].

Transportador de multiples farmacos de salida [Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168].

Resistencia a la tetracenomicina Cy proteina de exportacion [Streptomyces sp. Mgl].

Proteina D de resistencia a multiples farmacos [Salmonella enterica subsp. enterica serovar typhil.
Proteina transportadora de macrdlidos ATP / permeasa [Salmonella enterica subsp. enterica serovar heidelberg str. SL476].
VanTG [Enterococcus faecalis].

Proteina de resistencia a la tetraciclina TetP (TetB (P)) [Clostridium perfringens E str. JGS1987].

VanS [Enterococcus faecium].

VanRE [Enterococcus faecalis].

Transportador facilitador principal [Bacillus pumilus SAFR-032].

Proteina de resistencia a multiples farmacos NorM (Na + / antiportador de drogas) [Vibrio parahaemolyticus RIMD
2210633].

Proteina transportadora de macrdlidos ATP / permeasa [Shigella flexneri 2a str. 301].

75



PC108_989 NP_286651 Proteina transportadora de macrdlidos ATP / permeasa [Escherichia coli 0157: H7 EDL933].
PC108_99 YP_001744454 UDP-4cido glucurdnico descarboxilasa / UDP-4-amino-4-deoxi-L-arabinosa formiltransferasa [Escherichia coli SMS-3-5].
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Genes de virulencia

Las bacterias utilizan una amplia gama de determinantes de virulencia para causar una infeccion en el huésped
(Sidhu et al., 2003). Estos determinantes de virulencia incluyen la generacién de siderdforos, la formacién de
biopeliculas, la adhesidn y la invasidn de la célula huésped, protegiendo las bacterias de la respuesta inmune
innata del huésped. Se contrastaron todos los aislados con una base de datos completa para los factores de
virulencia (Liue et al., 2019). Se detectd una gama mds amplia de determinaciones vinculadas a la virulencia en
los aislados (archivo adjunto complementario).

Los aislamientos de PC en los que se encontrd que tenian un mayor nimero de determinaciones de resistencia
a los antibidticos se analizaron para determinar el rango funcional de virulencia, los genes incluian genes
involucrados en la formacidn de pillers, pidIB; hierro quelante, cheA; proteinas flagelares, flip; FlilR, flinN, sistema
de secrecidn tipo lll, bscN; proteinas del sistema de secrecidn tipo 1V, IcmB ;. En total, estos factores de virulencia
diferenciados llevados> 60 (hoja de Excel adjunta_ PC9_Vs_vfdb) intervinieron en el inicio de la infeccion.

Es evidente a partir de la informacién disponible que un ARG involucrado tanto en genes intrinsecos como
adquiridos prevalece en los aislamientos de P. salmonis. Se detectaron multiples genes que proporcionan
resistencia tanto a la oxitetraciclina como al florfenicol en todos los aislamientos. El aislado PC108 tuvo una
excepcionalmente amplia gama de ARG. La comparacion de genes de virulencia a través de diferentes aislados
también demuestra que estas bacterias llevan una amplia gama de determinantes de virulencia.

Se analizé el rango funcional de virulencia en los aislados de PC que tenian al menos 20 determinantes de
resistencia a los antibiodticos probados, los genes incluian genes involucrados en la formacion de pillers, pidlB;
hierro quelante, cheA; proteinas flagelares, flip; FlilR, flinN, sistema de secrecién tipo Ill, bscN; proteinas del
sistema de secrecidn tipo IV, IcmB. En total, se identificaron al menos 60 genes diferentes.

Analisis metagendmico de agua, sedimento y biopeliculas

Las muestras de agua (n = 36), las muestras de sedimento (n = 36), los biopeliculas (n = 36) recolectados de 6
granjas de salmon junto con las muestras de agua (n = 3) recolectadas en mar abierto lejos de los centros de
produccién (control negativo) fueron sometidas a Analisis de metagendémica.

La primera etapa del analisis metagendmico del andlisis del gen 16S rRNA se realizd en las muestras agrupadas
(n=111) de todas las matrices con el objetivo de determinar si los patégenos bacterianos que se sabe que causan
enfermedades en el salmdn y otros peces estaban presentes en el agua, el sedimento y en muestras de
biopeliculas. Los datos de metagendmica de todos los sitios se clasificaron a nivel familiar utilizando un
clasificador bayesiano en combinacién con una base de datos de referencia SILVA. Una breve busqueda de las
secuencias metagendmicas resultantes resalté la presencia de familias de bacterias que se sabe que albergan
bacterias patégenas como Renibacterium, Piscirickettsia, Flavobacterium y Chryseobacterium. En la siguiente
tabla se presenta una lista de las bacterias identificadas.



Tabla 3-3 Patégenos identificados en las muestras de agua, sedimento y biopeliculas

Hallazgos

Search "Flavobacterium" (2 hits in 1 file)
Line 2594: 410 Flavobacterium
Line 3252: Flavobacterium

Search "Pseudomonas"” (4 hits in 1 file)
Line 1371: 132 Pseudomonas
Line 1378: Pseudomonas

Search "Aeromonas" (4 hits in 1 file)
Line 1952: 291 Aeromonas
Line 1988: 370 Aaeromonas
Line 2478: Aeromonas
Line 3027: Aeromonas

Search "Renibacterium” (2 hits in 1 file)
Line 3184: 1197 Renibacterium
Line 7106: Renibacterium

Search "Vibrio " (0 hits in 0 files)

Search "Piscirickettsia" (4 hits in 1 file)
Line 2835: 567 Piscirickettsiaceae
Line 4122: Piscirickettsiaceae
Line 4126: 2532 Piscirickettsia
Line 12776: Piscirickettsia
Line 2835: 567 Piscirickettsiaceae
Line 4122: Piscirickettsiaceae
Line 4126: 2532 Piscirickettsia
Line 12776: Piscirickettsia

Line 2580: 611 Chryseobacterium

Line 4342: Chryseobacterium

Este resultado corrobora la presencia de Piscirickettsia como se detectd con la gPCR previamente en el estudio.
Como se puede observar en la Tabla anterior, Piscirickettsia se detecté en al menos cuatro muestras. Los
resultados anteriores de la qPCR y los resultados de la metagendmica sugieren que la prevalencia de P. salmonis,
en particular en el agua alrededor de los centros de cultivo de salmdnidos bajo brotes activos de enfermedad.
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4 Establecimiento de los mecanismos y rutas de
diseminacion de P. salmonis

4.1 Colecta y analisis de muestras de moluscos

Con el objeto de contribuir al conocimiento de la epidemiologia de la bacteria P. salmonis, se estudio el posible
rol que podria tener Mytilus chilensis en la diffusion de la bacteria, mediante la recoleccién de individuos desde
centros de cultivo que cursaban con Piscirickettsiosis activa.

Se disefié un muestreo para detectar la presencia de P. salmonis en Mytilus chilensis provenientes de 5 sitios de
muestreo. Los sitios de muestreo corrspondieron a centros de cultivo de salmdnidos que presentaban brotes
activos de SRS. Para esta identificacion se contd con el apoyo del equipo de SERNAPESCA. Se tomaron 150
muestras de Mytilus chilensis.

Cada muestra fue pesada, tomando de cada una un trozo 25 mg, el cual fue macerado para posteriormente
seguir con el protocolo de extracciéon de ADN. El volumen de elusidn correspondié a 100 ul de ADN. Para la
extraccién de ADN genético se utilizé el kit DNeasy Blood & Tissue Kit, siguiendo las instrucciones del proveedor
Qiagen.

Los resultados del PCR tradicional mostraron que todas las muestras fueron negativas a la presencia de P.
salmonis en Mytilus chilensis. Sin embargo, estudios complementarios realizados in vitro por la Universidad de
Chile, utilizando MEB para la identificacidn de P. salmonis, identificaron tanto la bacteria como el CAP adheridos
a conchas de Mytilus chilensis, sugiriendo que P. salmonis tiene la potencialidad de adherirse y sobrevivir el
conchas de Mytilus chilensis. Los detalles de la metodologia y resultados pueden encontrarse en el Appendix Ay
Appendix B

Al relizar un estudio en campo, introduciendo cuerdas con trozos Mytilus chilensis al interior de un centro de
cultivo que presentaba mortalidades por SRS, el equipo de la Universidad de Chile detecté la presencia de P.
salmonis mediante PCR tradicional. Los detalles de la metodologia y resultados puede encontrarse en el
Appendix D

4.2 Colecta y analisis de tejidos coninfectados con P. salmonis

Las branquias en los peces son un érgano sensible y fundamental para la ejecucion de funciones fisioldgicas
vitales, tales como ser responsable de la respiracion, mantener la presidn osmoética dptima y el equilibrio acido-
base de los fluidos corporales entre otros. Sin embargo, es un drgano que es extremadamente sensible a todo
tipo de manejo y cambios desfavorables en los ambientes externo e interno, por tanto, presentan alta
probabilidad de desarrollar alteraciones patoldgicas y en consecuencia producir desde una leve disfuncidn hasta
ser una causa directa de mortalidad (Strzyzewska et al. 2016).

La amebiasis branquial corresponde a un ecoparasitismo descrito en numerosas especies cultivadas en
ambientes marinos tales como salmdnidos, turbot, seabass y seabream, entre otras. Las infecciones han sido
reportadas en Australia (Tasmania), Irlanda, Francia, Chile, Norteamérica, Espafia, Escocia, Nueva Zelanda,
Noruega y Japdn (Oldham et al. 2016, Crosbie et al. 2010; Steinum et al. 2009; Nylund et al. 2008; Young et al.
2008). Las infecciones en salmdn del Atlantico (Salmo salar) son bastantes severas llegando a representar hasta
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un 10 a 20% de los costos de produccidn en Australia. Aunque en nuestro pais la amebiasis branquial habia sido
reportada esporadicamente, durante el afio 2007 se presentd una reemergencia de esta condicion siendo
actualmente una infeccidon endémica.

Entre los principales factores ambientales relacionados con las infecciones por N. perurans en salmon del
Atlantico, se encuentran la temperatura (sobre 10°C promedio) y salinidad (sobre 3%) y bajas de oxigeno
frecuentes. Los centros afectados se caracterizan por una baja circulacion de agua (centros de baja energia).
Otros factores de riesgo a considerar son parasitismo por Caligus sp, bloom de algas, centros con un alto nimero
de peces y calidad de smolt.

Los peces afectados presentan letargia, diestres respiratorio, incremento de los movimientos operculares,
anorexia y muerte. Los centros afectados presentan un alto porcentaje de peces rezagados con baja condicion
corporal, escasa grasa visceral y sin alimento en el sistema digestivo. Las branquias de los peces afectados se
presentan palidas, con un incremento de secrecion de mucus y en algunas ocasiones con hemorragias
multifocales. Uno de los signos clasicos es la presencia de "parches", manchas de color blanco en las branquias.
En las Figura 4-1 y Figura 4-2 se muestran fotografias de lesiones macroscépicas de un grupo de animales
muestreados durante el mes de julio de 2018.

Figura 4-1 Salmon del Atlantico (S. salar), afectado por amebiasis branquial (N. perurans). Se observa palidez branquial y
la presencia de "parches" manchas de color blanco caracteristicos de la infeccion.

Figura 4-2 Salmoén del Atlantico (S. salar), afectado por amebiasis branquial (N. perurans). En las branquias se observa la
presencia de "parches" o manchas de color blanquecino caracteristicos de la infeccion.

Las coinfecciones ocurren cuando los animales estan infectados por dos o0 mas patégenos diferentes, ya sea por
infecciones simultaneas o secundarias, de modo que dos o mas agentes infecciosos, estan activos juntos en el
mismo hospedero son muy comunes en la naturaleza y tienen un efecto fundamental en el curso de la patologia,
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y por lo general agravan las diferentes enfermedades de los peces. Sin embargo, en especies acudticas este
efecto de coinfeccidén no ha sido evaluado detenidamente y los datos disponibles sobre este tema aun son
escasos (Kotob et al. 2016). De esta manera, se describen relacién de co-infeccidn entre patégenos homélogos,
como co-infecciones bacterianas, parasitarias y virales, asi como también entre patégenos heterdlogos entre
bacterias y parasitos o virus (Kotob et al. 2016; Woo y Buchmann 2012; Young et al. 2008). En salmdn del
Atlantico se han descrito infecciones concomitantes entre P. salmonis y Paramoeba perurans, vibrio, virus IPNV
e ISA, Caligus entre otros (Downes et al. 2018; Kotob et al. 2016, Bustos et al. 2011).

En Chile la presencia de P. salmonis y N. perurans no ha sido de forma aislada y podemos ver coinfeccién, esto
puede ser debido a que por lo general algunos brotes de las enfermedades se presentan durante los mismos
meses, siendo los de diciembre a julio donde se manifiestan la mayoria de los brotes de amebiasis como se puede
evidenciar en las Figura 4-3 y Figura 4-4 (SERNAPESCA, 2017).
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Figura 4-3 Distribucidn de centros seguin categoria PSEVC-Piscirickettsiosis Region de Los Lagos, enero 2016 a junio 2017.
Fuente SERNAPESCA 2017.
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Figura 4-4. Distribucion de centros de acuerdo brote de amebiasis Region de Los Lagos. Fuente SERNAPESCA 2017.
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4.3 Estudio de Caligus coinfectado con P. salmonis

Piscirickettsiosis es una enfermedad transmisible, que afecta a salmdnidos y peces marinos, estuarinos y
ocasionalmente algunos de agua dulce (Almendras et al. 1997; Karatas et al. 2008). Los estudios realizados por
Chen et al. (2000) a partir de tejido de lubina blanca (Atractoscion nobilis) concluyeron que P. salmonis es capaz
de afectar otras especies diferentes a salménidos. Ademas, en condiciones in vitro, se ha demostrado que P.
salmonis puede proliferar en las lineas celulares de insecto Sf21, derivada del gusano del maiz (Spodoptera
frugiperda), y de ranas, lo que sugiere que la bacteria podria persistir en invertebrados y poiquilotermos que no
son peces (Birkbeck et al. 2004).

Para desarrollar un plan eficaz de prevencion y control de Piscirickettsiosis, es necesario conocer si existe la
presencia de P. salmonis en C. rogercresseyiy si este parasito actia como un vector.

Realizacion del estudio.

El trabajo se realizd en el Laboratorio Nacional de Referencia para el Diagndstico de Enfermedades de
Especies Hidrobioldgicas dependiente de la Unidad de Anatomia Patoldgica de la Facultad de Ciencias
Veterinarias y Pecuarias (FAVET) de la Universidad de Chile.

Material bioldgico.

Se recolectaron muestras del ectoparasito Caligus rogercresseyi, desde un centro de engorda de salmdn del
Atlantico (Salmo salar), ubicado en la Regidn de Los Lagos. El lugar presentaba un brote de piscirickettsiosis
en el momento de la toma de muestra, con una mortalidad semanal superior a un 5%. El centro fue
considerado como positivo a P. salmonis de acuerdo a los protocolos de diagndstico de la empresa y de
SERNAPESCA.

Para el muestreo se eligieron peces parasitados (n=50) con Caligus, con un peso promedio de 3 kg,
seleccionando aquellos en los que se evidenciaban signos y sintomas concordantes con piscirickettsiosis, tales
como: tendencia a orillarse, nado lento y erratico, Ulceras y oscurecimiento de la piel, dentro de los mas
caracteristicos. De los peces se seleccionaron los pardasitos que fueron muestreados al azar, considerando
cinco hembras (H), cinco machos (M) y cinco chalimus IV (C), resultando un total de 15 parasitos por jaula
(n=10), lo que di6 un total de 150 individuos muestreados. Los salmones fueron recolectados en bolsas de
polietileno para facilitar la extraccidon de los parasitos, que inmediatamente fueron colocados en tubos
eppendorf de 50 ml, que contenian formalina tamponada (pH=7,0) al 3,7%, identificados y mantenidos a
temperatura ambiente hasta su procesamiento para el analisis histoldgico e inmunohistoquimico.

Procesamiento, inclusion y corte

Las muestras fueron procesadas para cortes histolégicos incluidos en parafina de acuerdo con técnicas
estandar (Levicoy, 2013; Lynch et al., 1972). En forma resumida los parasitos fueron deshidratados en una
serie graduada de alcoholes, 70%, 95% y 100%, sometidos a tres bafios de xilol y embebidos en dos bafios de
parafina liquida a una temperatura de 56°C a 58°C, seguida por un proceso de inclusién. Las muestras
incluidas en parafina fueron seccionadas a 4 um utilizando un micrétomo Leitz. Todos los cortes fueron
identificados y montados sobre portaobjetos previamente silanizados. Por cada individuo de Caligus, se
obtuvieron cuatro cortes seriados a los cuales se les realizé tinciones con hematoxilina y eosina (HE), azul de
toluidina, inmunohistoquimica. A los que resultaron con inmunorreaccién positiva en las bolsas ovigeras, se
les realizé un procedimiento para ser analizados en un microscopio electrdnica de barrido segln se describe
posteriormente.
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Tincidn hematoxilina y eosina (HE) y azul toluidina

Las secciones histoldgicas, fueron tefiidas con hematoxilina y eosina (HE) y azul toluidina de acuerdo a
técnicas estandar (Levicoy, 2013; Lynch et al., 1972). En forma resumida, las muestras fueron desparafinadas
en tres bafios de xilol por 3 min, hidratadas en tres bafios de alcohol 100%, 95%, 70% por 3 min, un bafio con
agua corriente y destilada por 1 min. Luego las muestras fueron tefiidas con hematoxilina de Harris por 4 min,
lavadas con agua corriente seguida por inmersiones rapidas en alcohol acido, lavado en abundante agua
corriente, inmersiones en carbonato de litio, enjuague en agua corriente por 5 min, tefiido con eosina por 4
min, lavado rdpido en agua corriente y posteriormente fueron deshidratados en tres bafios de alcohol 70%,
95% y 100% por 3 min. Luego se aclaré el tejido en tres banos de xilol por 3 min y finalmente los cortes fueron
montados. Los mismos procedimientos se realizaron para la tincién con azul toluidina de acuerdo a protocolos
estandar (Levicoy, 2013; Lynch et al., 1972).

Inmunohistoquimica

Las muestras fueron montadas en portaobjetos silanizados que previamente fueron sometidos a un proceso
de desenmascaramientos antigénico, basado en uso de calor en presencia de una solucién de recuperacion
tampdn citrato pH=6,0 (Cattoretti et al., 1992; Suurmeijer y Boon, 1993; Shi et al., 1997), a temperatura de
120 °C por 29 min en una olla a presidn, segun el protocolo estandarizado del fabricante (Prolab).
Posteriormente, para inhibir la actividad de las peroxidasas enddgenas se utilizé un bloqueo con perdxido de
hidrégeno (solucién de bloqueo Bloxall™) por 30 min a temperatura ambiente en una cdmara de incubacion.
Luego, para impedir uniones inespecificas de los anticuerpos, se realizé un bloqueo utilizando 2,5% de suero
normal de caballo (Vector R.T.U.™) por 30 min a temperatura ambiente.

Se utilizd un primer anticuerpo anti P. salmonis de origen comercial (SRS fluorotest, Grupo Bios)
correspondiente a un oligoclonal producido en ratdn. El proceso de incubacidn se realizé segun el protocolo
establecido previamente por Larenas et al. (1996) con un tiempo de 60 min a temperatura ambiente en una
camara de incubacién, posteriormente se realizé un lavado en tampdn TBS. Para la amplificacion de la
reaccion se utilizdo un “kit” de origen comercial (ImmPRESS™ Excel Amplified HRP Polymer Staining Kit
AntiMouse 1gG), que utiliza un segundo anticuerpo anti-raton producido en cabra, el cual fue incubado
durante 60 min de acuerdo a especificaciones del fabricante. Posteriormente, después de un lavado con TBS,
la muestra fue incubada con un tercer anticuerpo anti-cabra unido a un micropolimero que ademads contiene
una peroxidasa (ImmPRESS™ Excel). Este conjugado se incubé durante 30 min a temperatura ambiente. Como
sistema de deteccidn se utilizé como sustrato un cromdgeno que precipita de color azul (ImmPACT™ SG) por
un tiempo de 30 s. Los nucleos no fueron contrastados con hematoxilina de Mayer para no generar
confusiones con el marcaje del sustrato. Las muestras fueron finalmente deshidratadas, aclaradas y montadas
en resina sintética permanente. Los procedimientos mencionados se realizaron de acuerdo a las
especificaciones indicadas por los fabricantes.

Para el proceso de desenmascaramiento se utilizd controles positivos correspondientes a muestras de
6rganos de peces fijados en formalina provenientes de peces afectados naturalmente por piscirickettsiosis y
diagnosticados previamente mediante PCR e inmunofluorescencia indirecta (IFAT). Los controles negativos
correspondieron a 6rganos (higado) de salmén del Atlantico (S. salar), de peces de la Regidn del Maule, zona
donde hasta la fecha nunca se ha identificado la presencia de P. salmonis. Como controles negativos de
Caligus, se utilizaron pardasitos del Centro de Maricultura Hueihue del Instituto de Fomento Pesquero (IFOP),
ubicada en la provincia de Chiloé. Para cada ensayo inmunohistoquimico se contd con los siguientes controles
Yy sus respectivos procedimientos:

1. Control de bloqueo de actividad enddgena de peroxidasa. Las muestras fueron comparadas utilizando
muestras de tejidos con y sin bloqueo con solucidn Bloxall™.
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2. Control de bloqueo con proteinas. Las muestras fueron comparadas con y sin bloqueo con suero de
caballo utilizando todos los anticuerpos del sistema sobre muestras controles negativos y positivos de
drganos.

3. Control de anticuerpos. Para demostrar que no existe inespecificidad de los anticuerpos, la técnica
fue estandarizada como sigue:

a. Incubacién con el segundo anticuerpo + ImmPRESS™ Excel + ImmPACT™ SG
b. Incubacion con ImMmPRESS™ Excel + ImMmPACT™ SG

4. Como controles positivos adicionales se utilizardn muestras de cultivos celulares (CHSE214)
inoculadas con P. salmonis, las cuales fueron comparadas con la linea sin inocular.

5. Control negativo de Caligus. Se obtuvieron del centro experimental Hueihue - Chiloé, instalaciones
pertenecientes a IFOP, en donde los C. rogercresseyi fueron diagnosticados como negativos a P. salmonis
mediante PCR.

Evaluacidn de la presencia de Piscirickettsia salmonis

Los parasitos incluidos en parafina fueron cortados en sentido longitudinal y cada corte fue evaluado para
detectar la presencia o ausencia de P. salmonis en los estadios adultos (hembra y macho) o juveniles
(Chalimus IV) de C. rogercresseyi mediante inmunohistoquimica. Se consideré como positivo cuando el tejido
presentaba un precipitado de color azul.

Los cortes evaluados por inmunohistoquimica fueron complementados con tincién de hematoxilina y eosina
(HE), azul toluidina y un andlisis con microscopia electrénica de barrido; esto Ultimo cuando los cortes
resultaron inmunopositivos a P. salmonis en bolsas ovigeras. Se evaluaron por inmunomarcacion 150 cortes
de tejido de C. rogercresseyi (50 machos, 50 hembras y 50 chalimus IV) y por tinciéon 300 (150 HE, 150 azul
toluidina).

Microscopia electrénica de barrido

Como se menciond anteriormente, solamente se evaluaron los cortes en serie de las hembras de Caligus
rogercresseyi que dieron positivo por inmunohistoquimica en las bolsas ovigeras. Todas las muestras se
fijaron bajo el protocolo estdndar usado por Larenas et al. (2003). Las muestras, luego de ser incubadas
durante sus correspondientes tiempos y tratamientos, fueron fijadas en glutaraldehido al 3% en solucién
tampoén cacodilato de sodio (0,2 M) y mantenidas a temperatura ambiente durante al menos 24 h.
Posteriormente las muestras se procesaron en la Unidad de Microscopia Electréonica de la Pontificia
Universidad Catélica de Chile, donde se realizaron lavados con agua destilada. Luego fueron deshidratadas
en concentraciones crecientes de acetona (30, 50, 70, 95 y 100%), llevadas a secado de punto critico y
sombreadas con oro con un espesor de 20 nm. Las muestras se guardaron al vacio en un desecador hasta el
momento de su observacion en un microscopio de barrido en la misma unidad (Jeol, JSM 25 Sll), donde se
capturaron y digitalizaron las imagenes. Se realizé un andlisis descriptivo de las muestras para establecer las
diferencias en la formacién de CAP entre los grupos, de acuerdo a lo establecido por (Quinteros, 2005).

Analisis estadistico

Se realizé un analisis descriptivo de la presencia y la ausencia de P. salmonis en los cortes de tejido de C.
rogercresseyi en estadios adultos (machos y hembras) y juvenil (chalimus IV). Los resultados fueron
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analizados usando modelos lineales generalizados y mixtos (MLGM) de respuesta Binomial y funcion de
enlace logit con un criterio de decision del p valor menor a 0.05, donde las medias de los tratamientos son
significativamente diferentes. Los datos se analizaron a través de la libreria Ime4 (Bates et al., 2015) en el
lenguaje de programacion R (R Core Team - 2016). Los cédigos fueron ejecutados a través del “software”
estadistico InfoStat (Di Rienzo et al., 2016), para lo cual la variable respuesta fue codificada en presencia =1,
ausencia = 0 y los porcentajes (%) de presencia de P. salmonis fueron representados por graficos de barras.

El cumplimiento de los supuestos de normalidad y de homogeneidad de varianza se comprobd mediante el test
de normalidad de Shapiro-Wilk, Anderson-Darling, que indica que las muestras han sido tomadas de forma
independiente.

Resultados

Deteccion de Piscirickettsia salmonis en Mytilus chilensis

Los resultados del PCR tradicional mostraron que todas las muestras fueron negativas a la presencia de P.
salmonis en Mytilus chilensis. Sin embargo, estudios complementarios realizados in vitro por la Universidad de
Chile, utilizando MEB para la identificacidon de P. salmonis, identificaron tanto la bacteria como el CAP adheridos
a conchas de Mytilus chilensis, sugiriendo que P. salmonis tiene la potencialidad de adherirse y sobrevivir el
conchas de Mytilus chilensis.

Al relizar un estudio en campo, introduciendo cuerdas con trozos Mytilus chilensis al interior de un centro de
cultivo que presentaba mortalidades por SRS, el equipo de la Universidad de Chile detecté la presencia de P.
salmonis mediante PCR tradicional. Los resultados sugieren que P. salmonis posee la capacidad de adherirse
formando CAP en la superficie de conchas de chorito y que la cercania a las jaulas que presentan la enfermedad
jugaria un rol en la difusién de la enfermedad. Sin embargo, se suguiere realizar investigaciones de campo
adicionales, con un mayor nimero de centros y mas moluscos, considerando el anadlisis de viabilidad de la
bacteria.

Deteccion de Piscirickettsia salmonis en amebas

Las muestras mantenidas en caldo de cultivo en base a malta levadura y agar malta levadura fueron chequeados
por medio de qPCR en tiempo real para Paramoeba perurans, los cuales resultaron negativos.

Por otro lado, el analisis de PCR del tejido branquial resultaron positivos en los centros Dring 2, Llancacheo,
Chidhuapi, Chope y Calén 2, con Ct promedios superiores a 26. El andlisis de PCR para Piscicirckettsia salmonis,
evidencio la presencia de la bacteria en todos los centros analizados en los tejidos internos (pool corazon, rifidn).
Especificamente el analisis de PCR del tejido branquial resulto positivo entre un 20 a un 30 % de los peces
analizados correspondientes a los centros Dring 2, Chope y Calén 2.

Adicionalmente, las muestras histopatoldgicas de los peces muestreados correspondientes a los centros Dring 2,
Chope y Calén 2 evidenciaron escasos hallazgos morfoldgicos consistentes con Enfermedad amebiana de las
branquias, asociado a escasa cantidad de estructuras protozoarias consistentes con Paramoeba perurans.

Finalmente los andlisis histolégicos con tincién hematoxilina & eosina (H&E) y tincion de May Grinwald-
Giemsa (MGG), no evidencia la presencia de estructuras consistente con Piscirickettsia salmonis en las
Paramoeba perurans, presente en branquias que cursan con enfermedad amebiana de las branquias.

Deteccion de Piscirickettsia salmonis en cortes de tejido de chalimus IV y adultos de Caligus
rogercresseyi mediante histologia, inmunohistoquimica y microscopia electrénica de barrido.
En el presente estudio se analizd un total de 150 parasitos que fueron procesados para cortes histoldgicos,
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inmunohistoquimica y eventualmente microscopia electrénica de barrido (MEB). Del total, 49 ejemplares
resultaron positivos a P. salmonis mediante inmunohistoquimica, lo que representa un 32,6 %. La distribucion
porcentual segun las categorias fue de un 42% (+ 0,07) en hembras, 28% (+0,06) en machos y de un 28% (+0,06%)
en chalimus IV (Figura 4-7), aunque no se demostré diferencias significativas entre los grupos estudiados (Tabla
4-1).
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Figura 4-5 Presencia de P. salmonis en tejidos de C. rogercresseyi expresado en porcentaje seglin categoria de hembras
(H), machos (M) y chalimus IV (C). Los individuos fueron detectados mediante técnica de inmunohistoquimica. Se analizé
un total 50 individuos por categoria. Las muestras fueron recolectadas desde un centro de engorda de salmoén del
Atlantico (Salmo salar) ubicado en la Region de Los Lagos y que fue diagnosticado positivo a piscirickettsiosis

Tabla 4-1 Presencia de P. salmonis en tejidos de C. rogercresseyi expresado como total y porcentaje seguin categoria de
hembras (H), machos (M) y chalimus IV (C)

Categoria de Caligus Presencia Media E.E.

H 21 (42%) 0,42 +0,07*
M 14 (28%) 0,28 +0,06*
C 14 (28%) 0,28 +0,06*

EE representa el error estdndar de acuerdo a la prueba de modelos lineales generalizados y mixtos (MLGM) de
respuesta binomial y funcién de enlace logit con un criterio de decision del p-valor menor a 0.05. El asterisco
muestra que no existen diferencias entre los grupos. Las muestras de Caligus rogercresseyi fueron recolectadas
desde un centro de engorda de salmén del Atlantico (Salmo salar) ubicado en la Region de Los Lagos y que fue
diagnosticado positivo a piscirickettsiosis.
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Del total de cada categoria, 21 hembras, 14 machos y 14 chalimus IV resultaron positivos a P. salmonis mediante
inmunohistoquimica, de los cuales en 40 ejemplares se detectd el agente en el interior del parasito, ya sea en
forma intra o extracelular. En un caso, la bacteria se detecté sélo en el exterior, adosado a la cuticula. En ocho
individuos el microorganismo se observé tanto en el interior como sobre la superficie del Caligus (Tabla 4-2).

Tabla 4-2. Presencia de P. salmonis mediante inmunohistoquimica en C. rogercresseyi adultos y chalimus IV segln su
ubicacidn en el interior o exterior del parasito.

Ubicacion

Categoria de Caligus Interno  Externo Int-Ext  Total

15 19 0 2 21
M 12 1 1 14
C 9 0 5 14
Total 40 1 8 49

H = Hembra, M = Macho, C = Chalimus IV. Externo: Presencia de P. salmonis en la superficie del parasito. Interno:
Deteccidn de P. salmonis en tejidos de Caligus rogercresseyi intra o extracelular. Int-Ext: Presencia de la bacteria
tanto en el interior como en la superficie del parasito.

Las bacterias fueron identificadas en distintos sectores del ectoparasito, tanto en estadios adultos (hembra y
macho) y juveniles (chalimus IV). Se identificd el agente en una serie de muestras en el interior del ectoparasito
como se muestra en las Figura 4-8, Figura 4-9 y Figura 4-10, ya sea en forma intra o extracelular. También fue
posible identificar el agente en el exterior del ectoparasito, adosado a la cuticula (Figura 4-8 y Figura 4-9). En un
caso se detect6 el agente tanto en la superficie como dentro de la pared cuticular.
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Figura 4-7. Cefalotorax. Deteccion de Piscirickettsia
salmonis en Caligus rogercresseyi. Se observa
inmunorreaccion positiva (flecha) en una agrupacion
de bacterias en tejido muscular en Chalimus IV. Tincién
con peroxidasa ImmPACT™ SG. 400x.

Figura 4-6. Cefalotérax. Se observa inmunorreaccion
positiva (flecha) a un grupo de bacterias ubicadas entre
los microfilamentos de un miembro toracico de C.
rogercresseyi de una hembra adulta. Tincion con
peroxidasa ImmPACT™ SG. 1000x.

Figura 4-9. Pared del tubo digestivo. Se observa
inmunorreaccion positiva (flecha) a P. salmonis debajo
de las células epiteliales de revestimiento. Chalimus IV.
Tincidn con peroxidasa InmPACT™SG. 1000X.

Figura 4-8. Cefalotérax. Se observa inmunorreaccion
positiva (flechas) a P. salmonis en la superficie y dentro
de la pared cuticular. Chalimus IV. Tinciéon con
peroxidasa ImmPACT™SG. 1000x.

Presencia de Piscirickettsia salmonis en el sistema muscular, digestivo y reproductor de Caligus
rogercresseyi.

De los 49 ectoparasitos que presentaron inmunorreaccion positiva a P. salmonis, 40 individuos presentaron la
bacteria en algun tipo de tejido del Caligus, ya sea en forma intra o extracelular. De estos, en 20 parasitos la
bacteria fue detectada en alguna zona del sistema muscular, en 11 en el sistema digestivo y en 9 en el sistema
reproductor. En cuanto a la presencia de P. salmonis por estadios, 19 hembras, 12 machos y 9 chalimus IV fueron
positivos (Tabla 4-3).
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Tabla 4-3. Presencia de P. salmonis intra o extracelular en C. rogercresseyi mediante inmunohistoquimica.

Categoria de Sist. Sist. Sist. TOTAL
Caligus Muscular Digestivo Reproductor
H 6 4 9 19
M 9 3 0 12
C 5 4 0 9
TOTAL 20 11 9 40

H = Hembra, M = Macho, C = Chalimus IV. Presencia de P. salmonis mediante inmunohistoquimica en tejidos de Caligus
rogercresseyi en forma intra o extracelular. Las muestras del parasito fueron recolectadas desde un centro de engorda
de salmdén del Atlantico (Salmo salar) ubicado en la Region de Los Lagos y que fue diagnosticado positivo a
piscirickettsiosis.

Al analizar en porcentaje la positividad de P. salmonis en tejidos de C. rogercresseyi, se observé que en un 22,5%
de las hembras el agente se encontré en el sistema reproductor, seguido por un 15% en el sistema muscular y
un 10% en sistema digestivo. Con respecto a los machos, la bacteria fue observada en un 22,5% de los individuos
en el sistema muscular, un 7,5% en el sistema digestivo y no fue detectada en el sistema reproductor. Por otra
parte, en los chalimus IV, el agente se observd en un 12,5% en el sistema muscular, en un 10% en sistema
digestivo y no fue encontrado en el sistema reproductor (Figura 4-12).
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Figura 4-10. Presencia de P. salmonis en tejidos de C. rogercresseyi expresado en porcentaje seguin categoria de hembras
(H), machos (M) y chalimus IV (C), de acuerdo con el tejido afectado. Los individuos fueron detectados mediante técnica
de inmunohistoquimica. Los datos estan referidos a 40 Caligus infectados con la bacteria mostrados en la tabla 12. Las
muestras fueron recolectadas desde un centro de engorda de salmdn del Atlantico (Salmo salar) ubicado en la Region de
Los Lagos y que fue diagnosticado positivo a piscirickettsiosis.

Deteccion e identificacion de Piscirickettsia salmonis en huevos de hembras adultas de Caligus
rogercresseyi.

Como se mostrd anteriormente, en el presente estudio se detectd la presencia de P. salmonis en el sistema
reproductivo de hembras adultas, lo que se corresponde anatdmicamente a la bolsa ovigera. La bacteria fue
observada asociado a los huevos y en la superficie de la cdpsula de la bolsa ovigera. En total, se analizaron 50
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Caligus hembras de las cuales nueve fueron positivos a P. salmonis en la zona de los huevos y en dos casos se
ubicaron sobre la superficie (Figura 4-13 y Figura 4-14).

En las imagenes de las Figura 4-11, Figura 4-12 y Figura 4-13 se muestran los resultados de los cortes en serie
analizados por inmunohistoquimica y por microscopia electrénica de barrido (Figura 4-14).

En relacidn con la ubicacion externa de la bacteria, estd fue detectada mediante azul toluidina, hematoxilina
eosina, inmunohistoquimica y microscopia electrénica de barrido (MEB). La bacteria fue observada ya sea en
forma individual (Figura 4-11 y Figura 4-12) o bien formando agrupaciones que se unian a la superficie de la bolsa
ovigera (Figura 4-13). En este ultimo caso y mediante MEB, se observé que los grupos de bacterias se
encontraban inmersos en una sustancia amorfa y que emitia prolongaciones hacia la superficie (Figura 4-14).
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Figura 4-11. Huevo. Se observa inmunorreaccion Figura 4-12. Huevos en cistos. Se observa

positiva (flecha) a P. salmonis en el huevo dentro de la
bolsa ovigera de C. rogercresseyi de una hembra adulta.
Tincidn con peroxidasa ImmPACT™SG. 1000x.
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Figura 4-13. Bolsa Ovigera. Capa Externa. Se observa
inmunorreaccion positiva (flecha) a P. salmonis externo
a la bolsa ovigera de C. rogercresseyi de una hembra
adulta. Tincion con peroxidasa ImmPACT™SG. 1000x.
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inmunorreaccion positiva (flecha) a P. salmonis en el
huevo dentro los cistos de la bolsa ovigera de C.
rogercresseyi de una hembra adulta. Tinciéon con
peroxidasa ImmPACT™SG. 1000x.

Figura 4-14. Borde Externo. Bolsa Ovigera. MEB. Se
observa un conglomerado de bacterias uniéndose a la
bolsa ovigera de C. rogercresseyi (flecha) de una hembra
adulta. La zona es la misma que se aprecia en la Figura
4-13 pero sin anticuerpos.



5 Determinacion de la importancia biologica de
reservorios y vectores: en ameba, piojo de mary
moluscos

Aislamiento de amebas

Con la finalidad de conseguir el aislamiento de amebas se realizaron 8 visitas a centros de cultivo con historial de
Amebiasis branquial en afios previos o diagnosticados previamente con Enfermedad Proliferativa Branquial
(PGD). La Tabla 5-1 muestra un resumen de los centros de cultivos visitos para aislamiento.

Tabla 5-1 Centro, codigo SIEP, especie y fecha de las visitas realizadas a los centros de cultivo en la X y Xl region para
aislamiento de Amebas.

Centro Cadigo SIEP Especie Fecha de visita
Level 2 110693 Salmo salar 28-10-2018
Dring 2 110682 Salmo salar 27-10-2018
Llancacheo 102136 Salmo salar 13-07-2018
Llancacheo 102136 Salmo salar 11-07-2018
Chidhuapi 100442 Salmo salar 11-05-2018
Chope 101096 Oncorhynchus kisutch 23-04-2018
Calén 2 102342 Oncorhynchus kisutch 19-04-2018
Llaguepe 101697 Oncorhynchus kisutch 19-04-2018

Seleccion de peces

Con la finalidad de detectar peces vivos con signos de Amebiasis se tomaron muestras dirigidas de peces orillados
de distintas jaulas. Posteriormente, los peces fueron anestesiados en un bins con benzocaina al 20%. Los peces
gue presentaban parches blancos en las branquias fueron separados y sacrificados por sobredosis de anestesia
para necropsia y toma de muestras.

Necropsia de peces

Con la finalidad de describir los signos clinicos macroscdpicos observados en los grupos de peces dirigidos, se
realizd necropsia de los peces muestreados. Los peces fueron dispuestos en una superficie limpia para realizacién
de la necropsia, segun lo descrito por Thoesen (1994), Noga (2010) y Woo (2011). Adicionalmente, se realizd
fotografia macroscépica de los hallazgos relevantes.
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Muestras de branquia para aislamiento

Para el aislamiento de los parasitos se seccionaron arcos branquiales con lesiones macroscdpicas de Amebiasis
branquial, las cuales fueron almacenadas en bolsas herméticas estériles e identificadas con el nimero de pez y
la jaula de procedencia. Las muestras fueron transportadas refrigeradas a 4 °C hasta el laboratorio para su
andlisis.

Para confirmar la presencia de amebas en las branquias de los peces muestreados se tomaron filamentos de
branquias para analisis de qPCR por tiempo real para Paramoeba perurans de acuerdo a lo descrito por Fringuelli
et al. (2012), muestras de branquia en formalina al 10% bufferizada, y muestras de trozos de filamentos de 4 mm
de espesor en glutaraldehido al 2% para microscopia electrénica (barrido/transmision).

Extraccion de muestras

Los filamentos branquiales fueron separados del arco branquial con un bisturi para ser depositados en tubos
Falcon (50 ml) con 40 ml de agua destilada. Cada tubo se agito suavemente durante 5 minutos. Posteriormente,
los tubos fueron centrifugados durante 5 minutos a 500 g a 9 °C, eliminando el sobrenadante una vez terminado
el proceso. El contenido fue resuspendido en agua de mar filtrada y traspasado a una placa Petri durante 1 h a
18 °C.

Coleccion de las amebas

Se eliminaron los residuos branquiales de cada placa y el contenido liquido fue traspasado a tubos falcon (50 ml).
Las amebas se colectaron mediante tres lavados consecutivos. El lavado fue realizado centrifugando a 500 g
durante 5 minutos a 9 °C, se eliminé el sobrenadante y se agregaron 15 ml de agua de mar filtrada-estéril. Entre
cada lavado fue eliminado el sobrenadante.

Una vez realizado los lavados y eliminado el sobrenadante, se resuspendié el contenido con 750 uL de
tripsina/EDTA (tripsina 0,05%, 0,53 Mm NA4EDTA). Posteriormente a cada tubo se agregaron 10 ml de agua de
mar filtrada-estéril.

Cultivo de Ameba

Para el cultivo de amebas se utilizé dos medios. Liquido, caldo de cultivo en base a malta levadura (YMB, siglas
en inglés) y medio solido agar malta levadura (YMA, siglas en inglés) marca Sigma Life Science.

En ambos medios se inocularon 10 ml de contenido con amebas previamente colectadas. Solo en los medios con
medio solido se adicionaron 10 ml de agua de mar filtrada-esterilizada con el fin de mantener hidratado el medio.
Los cultivos fueron mantenidos en una estufa de cultivo a 16°C. Adicionalmente, se tomaron muestras de los
cultivos para andlisis de qPCR en tiempo real para Paramoeba perurans de acuerdo a lo descrito por Fringuelli et
al. (2012).

Reaccion de la polimerasa en cadena para Piscirickettsia salmonis

Para determinar la presencia de Piscirickettsia salmonis se procedié a extraer muestras de branquias, rifién y
corazon, las cuales fueron preservadas en etanol al 70 % v/v. Las muestras de tejidos preservadas en etanol al
70 % v/v fueron homogenizados utilizando MagNA Lyser instrument® (Roche). EI DNA total fue extraido
utilizando MagNA Pure LC DNA Isolation Kit Il (Bacteria, Fungi)® (Roche) de acuerdo a la metodologia descrita
por el fabricante.
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Para asegurar la eficiencia de cada ensayo se procedera a realizar un RT-PCR del gen enddgeno constitutivo,
factor alpha-1 (ELF1a), como un control interno (Snow et al., 2005). El analisis para

Piscirickettsia salmonis se realizé de acuerdo con lo descrito por Corbeil et al. (2003).
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6 Conclusiones y recomendaciones

Nuestro trabajo de investigacidn se centrd en investigar el papel de los factores bidticos y abidticos previamente
identificados por la literatura como reservorio de P. salmonis y luego hacer un juicio informado sobre la
posibilidad de diseminacion de P. salmonis desde el reservorio hacia otros centros de cultivo u otras ACS. Los
resultados de este estudio sugieren que los peces enfermos son la principal fuente de P. salmonis que contamina
el agua y los sedimentos en las proximidades de los centros de cultivo.

6.1 Agua

La cantidad de bacterias presentes en el agua alrededor de las jaulas con enfermedad activa depende de la
gravedad de la enfermedad, como se demuestra por los resultados del centro de estudio 6. La tasa de mortalidad
mas alta tuvo el mayor nimero de bacterias en el agua. Utilizando el modelo hidrodindmico y de conectividad
desarrollado para la Regidn de Los Lagos en el marco del proyeco SIMA Austral, se identificd que la dispersion en
las aguas cercanas a la superficie de la region de Los Lagos generalmente sigue un camino en el sentido de las
agujas del reloj con una salida significativa en la esquina sureste (Figura 6-1a). Se utilizaron los modelos
medioambientales mencionados para hecr un estudio de la disprsion de SRS. Se identificd que las ACS en el lado
oeste central de la bahia (ACS 8, 9A, 9B y 9C) Figura 6-1b fueron identificados como con mayores posibilidades
de diseminar SRS. Por el contrario, la ACS mas baja en el extremo sureste de la bahia (ACS 13) Figura 6-1b fue
identificada como la de menor probabilidad de propagacion de SRS. El mismo analisis arrojé que las ACS9Cy 13
presentaban mas probabilidades de recibir P. salmonis y las ACS 1, 3Ay 17B tienen el menor riesgo de recibir P.
salmonis en estado infectivo Figura 6-1c.
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Figura 6-1 (a) Intercambio a través del canal de Chacao desde Barrio 5 a Barrio 6 (lanzamiento del 1 al 5 de enero de 2015,
tiempo de dispersion 7 dias). (b) Puntaje de riego de propagacion para SRS (infectar). (c) Puntaje de riesgo de recepcion
de SRS (ser infectado). Todas las estimaciones se promediaron a lo largo de 2015 y 2016.
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Los andlisis de conectividad también se pueden aplicar a escala de centros individuales. Los puntajes de

propagacion y recepcion para centros reflejan en gran medida los patrones previamente identificados a nivel de
ACS (Figura 6-2).

Weighted Out-Degree Scores - Farm SRS Weighted In-Degree Scores - Farm SRS

XAk e

(a) (b)

Figura 6-2 Puntajes promedio en la granja para 2015 y 2016 (a) Puntaje de riesgo de propagacion para SRS (infectar) (b)
Puntaje de riesgo de recepcion de SRS (ser infectado).

Como se observa, la gran mayoria de los centros posee un bajo riesgo de infectar o ser infectado No obstante,
un nuimero significativo de centros tiene un alto potencial de infectar, ser infectado, o ambos anteriores. Las
estrategias de manejo deben enfocarse sobre estos ultimos, por ejemplo removiendo aquellos centros con
mayor potencial de transmicion de enfermedades (denominados “stepping stones”). A continuacién se
presentaun grafico que ubica los centros en dieferentes zonas de riesgo. El drea verde presenta bajo riesgo y el
area roja presenta un alto riesgo.
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Figura 6-3 Cuatrocientos centros de cultivo de la Region de Los Lagos clasificados a partir de predicciones de conectividad
acuatica estimadas en Junio de 2016. Area verde representa bajo riesgo de infectar, ser infectado o ambos. Area amarilla
representa un riesgo intermedio. Area roja representa un alto riesgo.

6.2 Sedimentos

De acuerdo a los resultados del estudio, los sedimentos marinos también parecen ser un reservorio significativo
de P.salmonis. Los sedimentos del centro de cultivo 2, que experimentd una alta tasa de mortalidad de peces en
el ciclo anterior, mostrd el mayor nimero de P.salmonis en los sedimentos. Actualmente no se conoce en forma
precisa por cuanto tiempo P. salmonis permanece viable en los sedimentos y qué papel desempefian los
sedimentos resuspendidos en el inicio del nuevo ciclo de la enfermedad. Estudios que analicen en forma
combinada la conectividad y la erosién de los sedimentos/heces, pueden ayudar a precisar la importancia de
este mecanismo potencial.
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Figura 6-4 Curva de Hjulstrom. Grafico utilizado para determinar si un rio erosiona, transporta o deposita sedimentos. El
grafico toma en consideracion el tamafio de los sedimentos y la velocidad del canal. El eje X muestra el tamafio de las
particulas en mm (milimetros).

Las curvas superior e inferior, respectivamente, muestran la velocidad critica de erosidn y deposicion (en cm/s),
respectivamente, en funcion del tamafio de particula (en mm). Los ejes estan en escala logaritmica. Las curvas
permiten determinar si los sedimentos se erosionaran, serdn transportados o se depositaran.

Para tamafios de particula donde la friccidn es la fuerza dominante (en oposicién a las fuerzas cohesivas), las
curvas de erosidn y deposicion se siguen de cerca y la velocidad delflujo requerida para movilizar las particulas
aumenta con el tamafio de particula. Por el contrario, en el caso de sedimentos cohesivos (por ejemplo, arcilla y
limo), la velocidad de erosién aumenta al disminuir el tamafio del grano. Por otro lado, la velocidad critica para
la deposicion depende de la velocidad de sedimentacién y disminuye al disminuir el tamafio del grano. Como se
observa en la figura, las particulas de arena de un tamafio de alrededor de 0,1 mm requieren la velocidad de
corriente mas baja para erosionarse.

En la Figura 6-4 los elementos diagonales de la matriz de conectividad, desde la parte inferior izquierda a la
superior derecha, representan los porcentajes de particulas que permanecen en cada centro, y por tanto el
potencial de auto-infeccion. Los elementos sobre y bajo la diagonal representan el potencial de propagacion y
recepcion de la infeccidn entre centros. Combinado con estimaciones de resuspension de sedimentos o heces,
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este calculo puede permitir estimar el riesgo de transmicién local de enfermedades desde los sedimentos a la

poblacién de peces de cultivo.
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Figura 6-5 Matriz para estimar el riesgo de re-suspension y re-infeccion

Se recomienda la utilizacién de este enfoque metodoldgico para ayudar a dilucidar el rol de la re-suspension y
re-infeccion de los centros de cultivo.

6.3 Peces silvestres

Es posible que los peces silvestres desempefien un papel importante en la propagacidn de P. salmonis, ya que
hemos detectado P. salmonis en branquias de peces silvestres alrededor de 4 de los 6 centros analizados. Esto
también justifica una investigacion adicional con un estudio que involucre un nimero mayor de centros con un
grado variable de brotes de enfermedad.

6.4 Materiales plasticos

La adhesion de la bacteria a superficies de ovas sugiere que la bacteria también es capaz de adherirse a otro tipo
de superficies con los que entra en contacto. En consecuencia, el presente proyecto buscé estudiar si P. salmonis
era capaz de adherirse a superficies de materiales empleados en las balsas jaula de terreno (flotadores,
alimentadores, boyas, redes y otros), las cuales pueden convertirse posteriormente en reservorios del agente.

Los resultados suguieren que tanto el teflén como el nylon tienen la potencialidad de alojar la bacteria y formar
el CAP.
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Appendix A Estudios de CAP con microscopia
electrdnica de barrido cepa LF-89

La piscirickettsiosis es la enfermedad bacteriana mas importante en la salmonicultura nacional, debido a los altos
costos econdmicos que produce (estimados en $450 USD anuales). Su agente etioldgico es la Piscirickettsia
salmonis, bacteria Gram negativa, cocoide, intracelular facultativa, aislada por primera vez en Chile en el afio
1989, sin embargo, sus formas de transmision, supervivencia y estrategias de mantencion fuera del huésped no
son absolutamente conocidas.

En el 2003 se describié el complejo de adhesién piscirickettsial (CAP), sobre la superficie de ovas de truchas
arcoiris (Oncorhynchus mykiss) cuando estas eran expuestas in vitro con P. salmonis. Aungue esta estructura no
ha sido bien caracterizada, se ha relacionado con la capacidad de unidn de la bacteria sobre la superficie de
diversos sustratos, tales como, ovas y conchas de moluscos. Este complejo se establece tempranamente post
infeccién (45 s) y evoluciona en su formacién manteniendo al agente viable hasta por 48 h. Al respecto, se ha
sugerido que los componentes proteicos del sustrato son de importancia en la unién inicial de la bacteria.
Estudios recientes demuestran que P. salmonis forma CAP en superficie de conchas de chorito (Mytilus chilensis),
molusco de amplia distribucién a lo largo de las costas de Chile.

Estudios sobre el comportamiento del agente en medios de baja disponibilidad nutricional (agua salada), indican
que forma agregados bacterianos unidos por celulosa. Estos hallazgos sugieren que la bacteria puede formar
biopeliculas. En contraste con estudios publicados sobre el CAP es de interés establecer si este complejo, que se
forma en unidn a superficie, posee celulosa en su estructura.

El presente objetivo se relaciona al estudio de la formacion del CAP en concha de chorito (Mytilus chilensis) en
medio agua de mar y determinar si los componentes proteicos del sustrato influyen en su formacién. Por otra
parte, se pretendié demostrar que la estructura de este complejo esta constituida principalmente por celulosa.

Los resultados de este estudio entregardn antecedentes sobre la importancia epidemiolégica de la formacién del
CAP como estrategia de sobrevivencia y permanencia de la bacteria en el medio fuera del huésped.

Este estudio se llevd a cabo en el Laboratorio Nacional de Referencia de Enfermedades de Especies
Hidrobioldgicas dependiente de la Unidad de Anatomia Patoldgica del Departamento de Patologia Animal de la
Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias (FAVET) de la Universidad de Chile y en el Servicio de Microscopia
Electrénica de la Pontificia Universidad Catélica de Chile de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile.

A.1Linea Celular CHSE 214.

Con la finalidad de reproducir la bacteria Piscirickettsia salmonisy evaluar su viabilidad post ensayo de formacion
de CAP y tratamiento con celulasa, se utilizd la linea celular CHSE-214 (ATCC ® CRL 1681), derivada de salmén
chinook (Oncorhynchus tshawytscha), cultivada con medio Leivovitz (L-15) (Biological Industries ©),
suplementado con 10% de suero fetal bovino (Biological Industries ®), con un pH= 7,4 a temperatura de 15 2C
hasta lograr 100% efecto citopatico (ECP), de acuerdo a lo establecido por Fryer et al. (1990).
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A.2Cepa LF-89 Piscirickettsia salmonis.

Se utilizé un aislado obtenido de un brote de piscirickettsiosis en salmon del Atlantico (Sa/mo salar) cultivado en
mar, pasaje dos, aportado por el Dr. Marcos Godoy (el cual fue certificado por el Laboratorio ETECMA de Puerto
Montt). En el Laboratorio Nacional de Referencia de la FAVET, la bacteria fue confirmada como P. salmonis
mediante PCR y secuenciacién del gen 16S ribosomal. La bacteria fue reproducida en la linea celular CHSE-214 a
temperatura de 15 oC (Fryer et al. 1990) hasta lograr un 100% ECP. El medio de cultivo con la bacteria fue filtrado
en poro de 0,5 um de didmetro (Minisart ®) para eliminar restos celulares. El sobrenadante obtenido fue diluido
con agua de mar en una proporcion 1:10 y posteriormente titulado en placas de agar con medio de cultivo IFOP-
PsM11 (Contreras et al. 2017), medio especialmente formulado para el crecimiento de P. salmonis. Para el
experimento se utilizé un titulo de 400.000 UFC/m.

A.3Cepa EM-90 de Piscirickettsia salmonis.

Se utilizé un aislado obtenido de un brote de piscirickettsiosis en salmén coho (Oncorhynchus kisutch) cultivado
en mar, pasaje tres, aportado por el Dr. Marcos Godoy (el cual fue certificado por el Laboratorio ETECMA de
Puerto Montt). En el Laboratorio Nacional de Referencia de la FAVET, la bacteria fue confirmada como P.
salmonis mediante PCR y secuenciacién del gen 16S ribosomal. La bacteria fue reproducida en la linea celular
CHSE-214 atemperatura de 15 oC (Fryer et al. 1990) hasta lograr un 100% ECP. El medio de cultivo con la bacteria
fue filtrado en poro de 0,5 um de didmetro (Minisart ®) para eliminar restos celulares. El sobrenadante obtenido
fue diluido con agua de mar en una proporcién 1:10 y posteriormente titulado en microplacas de 20 pocillos que
tenfan una monocapa de células de la linea CHSE-214 (Fryer et al. 1990). El titulo obtenido fue de 10> TCIDso/ml.

A.4Conchas de Mytilus chilensis.

Se obtuvieron cuatro ejemplares de chorito desde un mercado de Santiago. El criterio de seleccién comprendio:
tamano (aproximadamente 4 cm de largo), juveniles, superficie (lisa), grosor (similar), color (uniforme) y libre de
alteraciones macroscépicas. Fueron clasificados como Mytilus chilensis mediante las claves taxondmicas
descritas por Aldea y Valdovinos (2005).

Para obtener un sustrato adecuado se realizé un protocolo de limpieza y desinfeccién, modificado de acuerdo
con el estudio de Pérez (2017), que consiste en limpieza mecanica en agua tibia (25 2C), con cepillo suave,
desinfeccidn con cloruro de benzalconio (Billow ®) a una concentracion final de 0,02% (200 ppm), por 24 h. Las
conchas de chorito fueron seccionadas con una sierra fina de joyeria para obtener trozos de aproximadamente
0,5 cm x 0,5 cm y luego fueron dispuestas a una nueva desinfeccién en cloruro de benzalconio (Billow ®) a
concentracion final de 0,02% (200 ppm), por 24 h. Las muestras fueron lavadas y enjuagadas en agua destilada
estéril para ser posteriormente ser mantenidas a -20 2C en bolsa hermética estéril hasta su utilizacion.

A.5Agua de mar.

El agua de mar fue suministrada por el Instituto de Fomento Pesquero (IFOP) la cual se extrajo desde la bahia de
Hueihue, Chiloé, Regién de los Lagos (41°54'55" S y 73°29'24" W), donde existen numerosos centros de
salmonicultura y mitilicultura. En esta muestra se determinaron los parametros de salinidad (29 ppm) y pH (7,6).
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Fue filtrada bajo condiciones de esterilidad (campana de bioseguridad tipo 2) con poro de 2 umy posteriormente
esterilizada mediante autoclave a 120 2C por 15 min.

A.6Proteinasas y celulasa.

A.6.1 Tripsina:

Se utilizé la enzima trypsin (Sigma-Aldrich?). Esta enzima es una peptidasa producida en el pancreas humano
como tripsinégeno (forma inactivada), que mediante hidrélisis rompe los enlaces peptidicos después de lisina
(Lys) y arginina (Arg), ambos aminodcidos con grupos radicales cargados positivamente.

Forma péptidos o aminodcidos de menor tamafio. Su pH dptimo de accién es 7 a 9 y la temperatura a la que
presenta mayor actividad 37 2C (Sigma-Aldrich?, 2016).

A.6.2 Proteinasa K:

Se utilizé la enzima proteinasa K (Sigma-Aldrich?). Enzima peptidasa aislada desde el hongo Engyodontium album,
utilizada por su amplia especificidad ya que degrada muchas proteinas nativas a péptidos. Su sitio predominante
de ruptura es el enlace peptidico después de aminoacidos alifaticos y aromaticos con grupos alfa-amino
bloqueados.

Su pH dptimo de accidon es de 7,5 a9 (con un rango de 7 a 12) y la temperatura a la que presenta mayor actividad
es 37 oC (Sigma-Aldrich?, 2016).

A.6.3 Celulasa:

Se utilizé la enzima celulasa obtenida de Aspergillus niger (Sigma-Aldrich?). Enzima glicosil hidrolasa que degrada
cadenas de celulosa a mondémeros de glucosa. Producida por Aspergillus niger, cataliza la hidrdlisis de enlaces
endo-1,4-B-D-glucosidicos en celulosa, liquenina, glucano de cebada y celo-oligosacaridos celotriosa a celo-
hexosa. No escinde celobiosa o p-nitrofenil-B-D-glucdsido. Esta enzima también escinde glicosaminoglicano
intacto a partir de un péptido central por hidrolizacion del enlace xilosil-serina.

Su pH 6ptimo de accién es 5y la temperatura a la que presenta mayor actividad 37 2C (Sigma-Aldrich?, 2016).

A.7Formacion de CAP en concha de chorito (Mytilus chilensis) en
agua de mar.

El procedimiento fue realizado segun lo descrito en el estudio de Pérez (2017) para la formacion de CAP,
modificado para la utilizacién de medio agua de mar. Se utilizaron seis trozos de concha de chorito (con sus
respectivos duplicados), de tamafio aproximado 0,5 x 0,5 cm, que fueron dispuestos de forma individual en tubos
Eppendorf de 2 ml. Se mantuvo una temperatura constante de 15 2C desde el inicio al fin del ensayo.

Las muestras una vez sometidas a alguno de los tratamientos enzimaticos, fueron fijadas en glutaraldehido al 3%
en tampodn cacodilato de sodio y enviadas al Laboratorio de Microscopia Electrénica de barrido de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile para ser observadas mediante un microscopio de barrido (JEOL modelo
JSM-IT300LV).
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Se utilizaron dos controles negativos: Uno que correspondié a una muestra de concha sumergida en agua de mar
estéril (C (-) AGUA MAR) vy otro de concha adicionado de L-15 (C (-) L15) que fueron mantenidos en esas
condiciones por 24 h. Adicionalmente se conté con un control positivo (C (+) PS-L15) que corresponde a conchas
sumergidas en una suspensién de medio L-15 que contenia P. salmonis, modificado de los estudios de Pérez
(2017)(Tabla 6-1). Estas ultimas muestras fueron desafiadas con la bacteria por 10 min, 1 hy 24 h. La formacién
de CAP en agua de mar, fue evaluada utilizando P. salmonis diluida en agua de mar, de acuerdo a lo explicado
anteriormente, sometiendo a los grupos segln corresponda, a una exposicidon con la bacteria durante, 10 min, 1
h o0 24 h (PS-AM, Tabla 6-1). Todas las conchas fueron fijadas y procesadas para ser observadas mediante MEB.
Adicionalmente, una muestra de 24 h de exposicién a P. salmonis en agua de mar, fue introducida en una botella
de cultivo con linea celular CHSE-214 para evaluar viabilidad bacteriana de acuerdo a lo descrito por Pérez (2017).

Tabla 6-1 Disefio experimental de formacion de complejo de adhesidn piscirickettsial (CAP) en superficie de concha de
chorito (Mytilus chilensis) en medio agua de mar.

Tiempo de
Grupo oo it Tiempo de exposicion Viabilidad
24 horas 10 min 1h 24 h ECP
C (-) AGUA MAR
c
MEB - - - -
O |agua de mar + conchal|
2 C (-) L15
R L15 + concha MEB ) ) ) "
‘f C (+) PS-L15
E | P. salmonis + L15 + - - MEE MEB -
S concha
P5-AM
Cultivo
P. salmonis’ + agua - MEB MEB MEB CHSE-
de mar + concha 2147

! El titulo bacteriano fue de 400.000 UFC/ml. 2 Un duplicado de concha desafiada durante 24 h fue
colocada en la linea celular CHSE-214. C (-) = Control negativo, C (+)= Control positivo, L15= Medio Leibovitz, PS-
AM-= Grupo desafio con P. salmonis diluida en agua de mar, P. salmonis= Piscirickettsia salmonis, Concha=
Concha de Miytilus chilensis, MEB= Microscopia Electrénica de Barrido, ECP= Efecto Citopatico.

A.8Evaluacién de la formacion de CAP sobre la superficie de conchas
de chorito tratadas con proteasas.
El procedimiento fue realizado segln los estudios de Toledo (2008), modificandose la temperatura y tiempo de

exposiciéon de las conchas de chorito. Para el tratamiento se utilizaron dos enzimas: tripsina y proteinasa K
(Sigma-Aldrich®; Sigma-Aldrich?).

Las muestras y sus respectivos duplicados fueron fijados en glutaraldehido 3% en tampdn de cacodilato de sodio
y procesadas para para ser observadas mediante microscopio MEB/EDX (JEOL modelo JSM-IT300LV).
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Para la evaluacion del tratamiento sobre las conchas se utilizaron tres trozos de concha de chorito, de tamafo
aproximado 0,5 x 0,5 cm, colocdndose cada uno en tubos Eppendorf de 2 ml. Cada muestra tuvo un duplicado
(total seis muestras). Se mantuvo una temperatura constante de 37 2C durante el ensayo, temperatura de mayor
actividad enzimatica de ambas proteasas (Sigma-Aldrich'; Sigma-Aldrich?). Como control negativo se utilizaron
conchas (n=2) sin tratar (C (-)), las que fueron fijadas en glutaraldehido 3% al tiempo 0. El resto de las conchas
fueron tratadas con 2 pg/ul de tripsina (C (-) Trip) o con 5 pg/ul de proteinasa K (C (-) PK). Luego fueron lavadas
dos veces con solucion tamponada de PBS 1X (pH 7,2) y fueron fijadas al tiempo de 1 h (Tabla 6-2).

Para evaluar la formacion de CAP, se utilizaron nueve trozos de concha de chorito de tamano aproximado 0,5 x
0,5 cm, las cuales se colocaron individualmente en tubos Eppendorf de 2 ml. Cada muestra tuvo un duplicado
(total 18 muestras). Se mantuvo una temperatura constante de 15 2C durante el ensayo de acuerdo con lo
descrito por Pérez (2017).

Como control negativo (C (-)) y control positivo (C (+) PS-AM) se utilizaron los descritos en la Tabla 6-2. La
formacién de CAP fue evaluada (en duplicado) en muestra de concha tratada con tripsina (PS-Trip) o proteinasa
K (PS-PK), que fueron expuestas con P. salmonis al tiempo 10 min, 1 hy 24 h (Tabla 2). Todas las muestras después
del tratamiento fueron fijadas y procesadas para su observacién en MEB.

Tabla 6-2. Disefio experimental de formacion de CAP en concha de chorito (Mytilus chilensis) tratadas con proteinasas.

Tiempo de tratamiento Tiempo de exposicién
0 1h 10 min 1h 24 h

Grupo

C()
concha sin MEB - - - -
tratamiento
C (-) Trip'

concha tratada con - MEB - - -
tripsina
C () PK?
concha tratada con - MEB - - -
proteinasa K
C (+) PS-AM
P. salmonis® + agua
de mar + concha sin
tratamiento
PS-Trip
P. salmonis® + agua - - MEB MEB MEB
de mar + C (-) Trip
PS-PK
P. salmonis® + agua - - MEB MEB MEB
de mar + C (-) PK

v m e QO X 4 200

- - MEB MEB MEB

Tratamiento con 2 pg/ul de tripsina. Tratamiento con 5 pg/ul de proteinasa K. 3El titulo bacteriano fue de 400.000 UFC/ml.
MEB= Microscopia Electrénica de Barrido. Concha= Concha de Mytilus chilensis.
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A.9Evaluacion de CAP formado sobre la superficie de conchas de

chorito post tratamiento con celulasa.

Se utilizaron tres trozos de concha de chorito de tamafio aproximado 0,5 x 0,5 cm con un CAP preformado de 24
h (PS-AM, Tabla 6-1). Se utilizaron tubos Eppendorf de 2 ml, cada uno con un trozo de concha y cada muestra
con un duplicado (total seis muestras). Se mantuvo una temperatura constante de 15 2C desde inicio a fin del
ensayo, temperatura Optima para el crecimiento de P. salmonis (Fryer et al., 1990). Luego del tiempo de
tratamiento y exposicion respectivos las muestras fueron fijadas y procesada para su observacién mediante MEB.

Se utilizé un control positivo de concha con CAP (C (+) PS-AM)[10] formado de 24 h correspondiente al grupo
expuesto mostrado en la Tabla 6-1. El efecto de la celulasa en el CAP fue evaluado en muestra de concha con
CAP 24 h adicionada de una solucién de celulasa 5 mg/ml en “buffer” PBS 1x (pH 7,2) por 4 h (PS-AM-CEL), tiempo
después del cual fue fijada y procesada para MEB. Un duplicado fue lavado dos veces con “buffer” PBS 1X (pH
7,2) e introducido en una botella de cultivo con linea celular CHSE-214 para evaluar viabilidad bacteriana (Tabla

6-3).

Tabla 6-3.Tratamiento del complejo de adhesion piscirickettsial (CAP) de 24 h con celulasa.

Tiempo de tratamiento |Viabilidad
S 0h 4h ECP
[
0 C (+) PS-AM
N
; MEB - -
o concha CAP 24 h
L
PS-AM-CEL Cultivo
- MEB CHSE-
concha CAP 24 h + 1
214
celulasa

1 Un duplicado de concha desafiada durante 4 h fue colocado en la linea CHSE-214.

MEB= Microscopia Electrénica de Barrido. ECP= Presencia de efecto citopatico.

A.10 Ensayo de actividad enzimatica.

Con la finalidad de determinar la correcta funcionalidad de las enzimas utilizadas en el estudio, se realizé un

ensayo de efectividad enzimatica para proteasas y para celulasa.

A.10.1 Ensayo proteinasas:

Se realizé una cinética de degradacién utilizando como sustrato albumina de suero bovino (BSA), y fue evaluada
posteriormente mediante método Bradford de cuantificacion de proteinas y espectrometria de absorcién.
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A.10.2 Ensayo celulasa:

Se realizd una cinética de degradacidn utilizando como sustrato DEAE-Cellulose, y fue evaluada posteriormente
mediante espectrometria de absorcion de unidades de glucosa, segun lo descrito por el fabricante (Enzimatic
Assay Cellulase Sigma-Aldrich, 2017).

A.11 Resultados

A.11.1 Formacion de CAP en concha de chorito (Mytilus chilensis) en agua de mar.

Controles negativos.

Se utilizaron dos controles negativos, uno cultivado en medio L-15 y otro en agua de mar, cultivados a 15 2C por
24 h. En ambos controles se observd la superficie del periostraco de la concha de chorito (P blanca) sin
microorganismos contaminantes y con una distribucion homogénea, interrumpida por abrasiones en la
continuidad que fueron denominadas grietas (G blanca) y fueron observadas con frecuencia de una a dos grietas
por muestra de 0,5 x 0,5 cm. Al interior de las grietas no se observaron microorganismos y fue posible distinguir
placas de carbonato de calcio (calcita o aragonita) descritas por (Spencer, 2017) como componentes de la zona
prismatica del ostraco de la concha de moluscos (Figura 6-6).
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Figura 6-6. Microscopia electrdnica de barrido (MEB) de concha de chorito post limpieza. Se observan diferentes zonas
de la superficie de una concha control negativo. No se observan microorganismos. A. Concha incubada en medio L-15 por
24 h (150x). B. Grieta de concha incubada en medio L-15 por 24 h (5000x). C. Concha incubada en agua de mar por 24 h
(150x). D. Grieta de concha incubada en agua de mar por 24 h (2000x). P= Periostraco. G= Grieta.

Controles positivos.

En el control positivo, correspondiente a concha de chorito cultivada en sobrenadante de L-15 con Piscirickettsia
salmonis por 1 h (cuadros a la izquierda) y 24 h (cuadros a la derecha), fue posible observar estructuras
blanquecinas, difusas y de distribuciéon focal, unidas a la superficie del periostraco (Figura 6-7, letra P) como a la
superficie de las grietas (Figura 6-7, letra G). Dentro de la grieta se observaron diversas estructuras cocoides de
0,5 a 2 um de diametro, correspondientes a la bacteria P. salmonis (flecha negra), rodeada de material de forma
irregular y distribucion focal correspondiente al complejo de adhesién piscirickettsial (CAP) (flecha blanca)
(Figura 6-7).
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Figura 6-7. Control positivo. Microscopia electrénica de barrido (MEB) de conchas de chorito desafiadas con P. salmonis
en medio de cultivo L-15. Se observan diferentes zonas con la presencia de la bacteria unida a la superficie formando el
complejo de adhesidn piscirickettsial (CAP). Las flechas negras indican la presencia de la bacteria. Las flechas blancas
indican la presencia del CAP. Ay B. Concha incubada en medio L-15 con P. salmonis por 1 h (150x y 5000x). Cy D. Concha
incubada en medio L-15 con P. salmonis por 24 h (150x y 5000x). La. P= Periostraco. G= Grieta.

A.12 Ensayo formacion de complejo de adhesion piscirickettsial
(CAP) en medio agua de mar.

La bacteria y la formacion del CAP estuvieron presentes en todos los tiempos de exposicién (10 min, 1 hy 24 h)
con medio agua de mar y con P. salmonis. Se observaron diversos conglomerados de organismos adheridos a la
superficie y que midieron entre 0,5 a 2 um de didmetro (Figura 6-8, flecha negra) o rodeados por una estructura
irregular y difusa del CAP con tamanfios variables entre 10 y 60 um de longitud (Figura 6-8, flecha blanca). A
medida que avanzé el tiempo de exposicidn, se observé en menor frecuencia los conglomerados bacterianos, asi
como las bacterias solitarias unidas a la superficie, habiendo un predominio de la estructura irregular y difusa
del CAP.
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Figura 6-8. Microscopia electrénica de barrido (MEB) de conchas de chorito desafiadas con P. salmonis en agua de mar.
Se observan diferentes zonas con la presencia de la bacteria unida a la superficie formando el complejo de adhesién
piscirickettsial (CAP). Las flechas negras indican la presencia de la bacteria. Las flechas blancas indican la presencia del
CAP. Ay B. Concha incubada en agua de mar con P. salmonis por 10 min (150x y 5000x). C y D. Concha incubada en agua
de mar con P. salmonis por 1 h (150x y 5000x). E y F. Concha incubada en agua de mar con P. salmonis por 24 h (150x y
5000x).

A.13 Viabilidad de P. salmonis en formaciéon de CAP de 24 horas
en agua de mar.

El control negativo no mostré ningln efecto en las lineas celulares estudiadas al dia 23 de colocado un trozo de
concha en la botella de cultivo. En las células con trozos de conchas, expuestas con P. salmonis por 24 h, se
observo efecto citopatico desde el dia 3 post-exposicidn. Las células afectadas se observaron con vacuolas,
inmediatamente alrededor del borde de la concha (Figura 6-9). Al dia 6 post-exposicion el efecto citopatico se
hizo mas evidente en las zonas mds cercanas al borde de la concha y al dia 10 ya habia un 80% de células
afectadas.
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Figura 6-9.Cultivo celular linea CHSE-214. Microscopio invertido con luz polarizada. La figura A muestra un cultivo normal.
La figura B presenta efecto citopatico caracteristico del crecimiento y desarrollo de P. salmonis. La linea celular en B fue
expuesta con una concha cuyo duplicado presentaba la formacién de CAP de 24 h. Las barras indican 10 um.

A.13.1 Ensayo de actividad enzimatica

Los tratamientos con proteasas (tripsina y proteinasa K) antes del desafio con P. salmonis y con celulasa posterior
la formacién del CAP no produjo un efecto en la unién de la bacteria.
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Appendix B Adhesidn in vitro de Piscirickettsia
salmonis en superficies de materiales de cultivo de
balsas jaulas

La acuicultura es una de las principales actividades productivas de Chile, segundo mayor productor de salmén en
el mundo, una de las principales enfermedades que afectan la salmonicultura chilena es la “Piscirickettsiosis o
SRS”, causada por la bacteria Piscirickettsia salmonis, la que amenaza la sustentabilidad de la industria debido al
sistema de produccion intensivo inserto en el medio acudtico que actia como vehiculo diseminador de este
patdgeno.

Los significativos avances en la prevencion y el control de esta enfermedad no han sido suficientes debido al
limitado conocimiento en muchos aspectos del ciclo de vida, la ecologia y la dindmica de la poblacién de este
patdgeno. La dificultad en el control de esta enfermedad se asocia principalmente al escaso y fragmentario
conocimiento disponible sobre la transmisidn, supervivencia y estrategias de mantencién fuera del huésped, las
gue no estan del todo definidos.

Al respecto, en un estudio realizado por Larenas et al. (2003) describieron que la bacteria era capaz de adherirse
a la superficie de ovas de truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss) mediante unas estructuras laminares a la que
llamaron “Complejo de Adhesidn Piscirickettsial (CAP). Aunque esta estructura no ha sido del todo caracterizada,
Quinteros (2005) sugiere que corresponde a una biopelicula, relacionada a la capacidad de unién de la bacteria
a la superficie de la ova. En trabajos recientes se pudo observar que la bacteria es capaz de adherirse a la
superficie de otros sustratos, donde se formé el CAP como lo visto en conchas de choritos (Mytilus chilensis)
reportado por Pérez (2017).

La adhesion de la bacteria a superficies de ovas sugiere que la bacteria también es capaz de adherirse a otro tipo
de superficies con los que entra en contacto. En consecuencia, el presente proyecto buscé estudiar si P. salmonis
es capaz de adherirse a superficies de materiales empleados en las balsas jaula de terreno (flotadores,
alimentadores, boyas, redes y otros), las cuales pueden convertirse posteriormente en reservorios del agente.

Los resultados obtenidos a partir de este trabajo permiten comprender aspectos epidemiolédgicos de la
piscirickettsiosis, se relacionan con la mantencién y persistencia del agente etioldgico fuera del huésped, lo que
implica replantear las estrategias de control y prevencion de la enfermedad.

B.1Lugar de procesamiento de muestras

El trabajo se realizd en el Laboratorio Nacional de Referencia para el Diagndstico de Enfermedades de Especies
Hidrobioldgicas del SERNAPESCA, Departamento de Patologia Animal, Facultad de Ciencias Veterinarias y
Pecuarias de la Universidad de Chile.
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B.2Linea Celular CHSE 214

La multiplicacién de la Piscirickettsia salmonis y evaluacion de viabilidad post ensayo de adhesidn, se realizé en
la linea celular CHSE-214 derivada de salmén chinook (Oncorhynchus tshawytscha). Las células fueron
mantenidas en medio esencial minimo de Eagle con sales de Earle (Biological Industries ®), suplementado con
10% de suero fetal bovino (Biological Industries®) (MEM-10), L-glutamina (Biological Industries®) y 1%
bicarbonato de sodio, para mantener un pH= 7,4. Fueron cultivadas y subcultivadas hasta una confluencia 100%
a una temperatura de 15 °C.

B.3 Piscirickettsia salmonis

La bacteria empleada correspondio a un aislado de campo asociado a un brote de piscirickettsiosis en salmén del
Atlantico cultivado en mar, donado por el Laboratorio ETECMA - Puerto Montt. En el laboratorio de la U. de Chile
la bacteria fue amplificada y posteriormente, mediante secuenciacion del producto de PCR de 1270 pb del gen
16S rRNA, se caracterizé como cepa LF-89, lo cual fue realizado en la Unidad de Secuenciacién Automatica de la
Universidad Catdlica de Chile procesado en un equipo ABI PRISM 3500xI (Applied BiosystemsTM).

La bacteria fue multiplicada en la linea celular CHSE-214 a 15 °C, temperatura éptima de crecimiento (Fryer et al.
1990), hasta alcanzar el 100% de efecto citopatico ECP. La bacteria fue titulada de acuerdo con el método de
punto final 50% propuesto por Reed y Muench (1938).

B.4Agua de mar

El agua fue suministrada por el Instituto de Fomento Pesquero (IFOP), extraida de la bahia de Hueihue, Chiloé,
Regidn de los Lagos (41°54'55" Sy 73°29'24" W). Se esterilizd en autoclave a 120 2C por 15 min y luego filtrada a
0,22 um (CA Syringe Filter EDLAB®) bajo campana de bioseguridad tipo 2. Se midieron los parametros de pHy
salinidad.

B.5 Materiales plasticos empleados

Los materiales correspondieron a laminas de 3 mm de espesor de: polietileno de alta densidad (HDPE),
policloruro de vinilo (PVC), poliamida (PA), politetrafluoretileno (PTFE), adquiridos en una productora de la
ciudad de Santiago. Los materiales se cortaron en fragmentos aproximados de 0,5 cm? con una sierra para metal.
Posteriormente se limpiaron con un cepillo suave empleando agua destilada tibia (25 °C), luego se desinfectd
con amonio cuaternario a una concentracion de 200 ppm, durante 2 horas (DESAMON®). Finalmente los
materiales fueron lavados y/o enjuagados en agua destilada estéril y filtrada, para luego ser mantenidas a -20 2C
hasta su utilizacion.
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Tabla 6-4 Descripcion de materiales de cultivo de balsas jaula empleados en el experimento.

Materiales Descripcion

Polietileno de alta densidad El polietileno (PE) es quimicamente el polimero mas simple. Se representa

(HDPE) con su unidad repetitiva (CH,-CH,) . El PE se produce a partir del etileno
derivado del petrdleo o gas natural. Dependiendo de las condiciones del
proceso de fabricacién existen variedades de PE. Las mas conocidas son: el
polietileno de alta densidad HDPE y el polietileno de baja densidad LDPE.

Policloruro de vinilo El PVC (C,HsCl), es el producto de la polimerizacion del mondmero de

(PVC) cloruro de vinilo. Es el derivado del plastico mas versatil. Se puede producir
mediante cuatro procesos diferentes: suspension, emulsién, masa y
solucidn.

Se presenta como un material blanco que comienza a reblandecer
alrededor de los 80 °C y se descompone sobre 140 °C. Es un polimero por
adicién y ademas una resina que resulta de la polimerizacion del cloruro de
vinilo o cloroeteno. Tiene una muy buena resistencia eléctricay a la llama.

Poliamida (PA) Se trata de un plastico de nitrégeno que presenta interrupciones regulares
nylon de grupos amida en su cadena principal. El nylon se obtiene a partir de la
policondensacion entre hexametilendiamina y acido adipico, |la
composicién quimica es (NH(CH,)sCO),.
El nombre de nylon (poliamida 66) proviene de las siglas New York-London
(ny-lon)

Politetrafluoretileno (PTFE) El PTFE estd formado en su totalidad por cadenas de macromoléculas sin

teflon ramificar, con un grado de polimerizacion bastante elevado. La
composicién quimica: (CF,-CF,),
Los enlaces FC son tan fuertes que es muy dificil romperlos. Por otra parte,
la estructura molecular es completamente simétrica. Se trata de un plastico
especial que sdlo se destina a elevadas temperaturas. El polimero que
contiene hasta un 40% de materiales aditivos se denomina compuesto de
PTFE.

B.6Conchas de Mytilus chilensis

Las muestras de conchas de choritos correspondieron a Mytilus chilensis clasificados mediante las claves
taxondmicas descritas por Aldea y Valdovinos (2005). Fueron adquiridos en un terminal Pesquero de Santiago.
Se seleccionaron choritos juveniles de un tamafio aproximado de 4 cm de largo, de superficie lisa, grosor (similar),
color (uniforme) y libre de alteraciones macroscépicas. Las conchas de chorito se seccionaron con una sierra para
metal (Redline®) obteniendo trozos de aproximadamente 0,5 cm?® Las muestras fueron tratadas con un
protocolo de limpieza y desinfeccidn, la limpieza mecanica fue con cepillo de dientes en agua destilada tibia 25
9C, en la desinfeccidn se empled un desinfectante en base a amonio cuaternario a una concentracién 200 ppm,
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durante 2 horas, luego fueron lavados y enjuagados en agua destilada estéril y filtrada, para posteriormente ser
mantenidas a -20 2C hasta su utilizacién.

B.7 Adhesion de P. salmonis en superficies de materiales plasticos
empleados en la construccion de balsas jaula y posterior liberacion al
medio.

B.7.1 Controles negativos.

Las muestras de controles negativos corresponden a los fragmentos de los materiales empleados en balsas jaula.
Estas fueron incubadas individualmente en tubos eppendorf de 2 ml en agua de mar y MEM-4 durante 48 h.
Posteriormente fueron fijadas en glutaraldehido al 2,5% tamponado en cacodilato de sodio (0,2 M), para luego
ser procesadas y observadas en el Laboratorio de Microscopia Electrénica de Barrido de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile, empledndose un microscopio SEM/EDS marca JEOL" modelo JSM-
IT300LV.

Tabla 6-5. Controles negativos de muestras de materiales de balsas jaulas y concha de chorito

Material de cultivo” agua de mar MEM-4
polietileno de alta densidad (HDPE) SI SI
policloruro de vinilo (PVC) S| S|
Poliamida (PA) nylon Sl SI
Politetrafluoretileno (PTFE) teflén S| S|
Concha de chorito S| S|

B.7.2 Desafio de muestras a P. salmonis en medio MEM-4.

El procedimiento se realizé en base al estudio de Pérez (2017), para la formacion de CAP en conchas de chorito
en un medio enriquecido (MEM-10 + P. salmonis), modificAndose para ser utilizado también en agua de mar
(agua de mar + P. salmonis). Los materiales que se desafiaron fueron fragmentos de materiales pldsticos
empleados en balsas jaula: HDPE, PVC, PAy PTFE y concha de M. chilensis, como control, que fueron expuestos
a P. salmonis en medio enriquecido MEM-4 (Tabla 6-6).

El medio de desafio contenia P. salmonis en medio enriquecido en MEM-4, con 9 partes de MEM-10 y 1 parte
del sobrenadante de ECP de P. salmonis en MEM-10. La bacteria fue titulada por el método de punto final dando
un titulo de 10> TCIDso/ml.

El experimento se realizd en tubos eppendorf de 2 ml, por triplicado para cada material. La cantidad de medio
que se empled es de 0,5 ml y mantuvieron a una temperatura de 15 °C correspondiente a la temperatura éptima
de crecimiento de la bacteria. Los tiempos de exposicidon fueron 1, 24 y 48 h. Las muestras fueron luego ser
fijadas en glutaraldehido al 2,5%, tamponado en cacodilato de sodio (0,2 M). Las muestras fueron procesados
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y/o observados en el Laboratorio de Microscopia Electrénica de Barrido de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile, empleando un microscopio SEM/EDS marca JEOL" modelo JSM-IT300LV.

Tabla 6-6. Materiales de cultivo de balsas jaula y concha de chorito expuestos a MEM-10 con Piscirickettsia salmonis.

Tiempo de tratamiento

1h 24 h
MEM-4 + P. salmonis + PVC SI S| SI
MEM-4 + P. salmonis + HDPE Sl Sl Sl
MEM-4 + P. salmonis + PA SI SI SI
MEM-4 + P. salmonis + PTFE Sl SI SI
MEM-4 + P. salmonis + conchas SI SI SI

B.7.3 Desafio de muestras a P. salmonis en agua salada

Se empled el medio de desafio de P. salmonis en agua de mar, que contenia 9 partes de agua de mary 1 parte
del sobrenadante de ECP de P. salmonis en MEM-10. Para el ensayo de 35 materiales (HDPE, PVC, red y concha)
se requirido 14 ml de medio P. salmonis en agua de mar, de ellos 1,4 ml correspondieron al sobrenadante del
efecto citopdtico al 100% de P. salmonis en cultivo celular de la linea CHSE-14 completado con 12,4 ml de agua
de mar estéril. La cantidad aproximada de bacteria fue de 10>* TCIDso/ml. El desafio fue similar a lo descrito en
el punto anterior (Tabla 6-7).

Tabla 6-7. Materiales de cultivo de balsas jaula y concha de chorito expuestos a MEM-10 con P. salmonis.

Tiempo de exposicion

1h 24h
Agua de mar + P. salmonis + PVC Sl Sl S
Agua de mar + P. salmonis + HDPE Sl Sl SI
Agua de mar + P. salmonis + PA Sl Sl Sl
Agua de mar + P. salmonis + PTFE Sl Sl SI
Agua de mar + P. salmonis + conchas Sl Sl S|

B.7.4 Prueba de infectividad (Desafio + linea celular CHSE-214).

La liberacién de la bacteria se corroboré segun el estudio de Pérez (2017), empleando para ello los fragmentos de
los materiales de cultivo de balsas jaula y concha de chorito que fueron expuestos a P. salmonis en medio agua de
mar y MEM-4, las cuales fueron incubados a 15 °C por 48 h. Luego de este tiempo los materiales y concha de
chorito fueron extraidos de los tubos Eppendorf, para luego ser lavados con un tampdn fosfato salino o buffer
fosfato salino (PBS). En seguida las muestras fueron colocados en una botella de cultivo celular de la linea CHSE-
214 y mantenidos a 15 °C para hacer el seguimiento de la viabilidad de la bacteria. La viabilidad se evalud a través
de la observacién en un microscopio invertido, evaludndose la produccion de efecto citopatico de la P. salmonis
en las células CHSE-214.
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B.8 Resultados

B.8.1 Controles negativos

Los controles negativos de las muestras ocupadas en el experimento corresponden a HDPE, PVC, PA-nylon, PTFE-
tefléon y concha de chorito que fueron incubados con los medios agua de mar y MEM-4 por 48 h a 15°C. La figura
5 (A, B, C, D, E) corresponde a la micrografia electrénica de los controles negativos a 1000x de HDPE, PVC, PA-
nylon, PTFE-teflén y concha de chorito, respectivamente. La figura 5F corresponde al control negativo a 3000x
de concha de chorito, muestras incubadas con agua de mar.

Las micrografias muestran las caracteristicas particulares de la superficie de cada muestra, todas presentan una
distribucién semi-homogénea con la presencia de algunas abrasiones propias del material y otros ocasionados
durante su manejo. Asi mismo no se observa la presencia de contaminantes ambientales o de microorganismos
sobre la superficie.
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Figura 6-10 Micrografias electrdnicas de control negativo de los materiales de balsas jaulas y concha de chorito incubadas
en agua salada por 48 h. Control negativo de HDPE MEB 1000x (5A), control negativo de PVC MEB 1000x (5B), control
negativo de PA-Nylon MEB 1000x (5C), control negativo de PTFE-teflon MEB 1000x (5D), control negativo de concha de
chorito MEB 1000x (5E) y control negativo de concha de chorito MEB 3000x (5F). Las barras indican 10 um.

B.9Desafio de muestras a P. salmonis en agua salada

Las micrografias electrénicas (Figura 6-11) de los desafios de las muestras a P. salmonis en agua de mar,
demuestra que el CAP no estuvo presente en todos los materiales estudiados. Las Figura 6-11A1 y Figura 6-11A2
corresponde a HDPE a 1000x y 3000x de aumento respectivamente, en ella no se observa la presencia de CAP en
su superficie en todos los tiempos de exposicion (1 h, 24 hy 48 h). Las micrografias corresponden a la exposicién
de 48 h.

La figura Figura 6-11B1 y Figura 6-11B2 corresponden a PVC a 1000x y 3000x de aumento respectivamente, en
ella no se observa la presencia de CAP en su superficie en todos los tiempos de exposicién (1 h, 24 hy 48 h). Las
micrografias corresponden a la exposicién de 48 h. La Figura 6-11C1 y Figura 6-11C2 corresponden a PA-nylon a
1000x y 3000x de aumento respectivamente en ellas no se muestra la presencia de CAP en su superficie, en todos
los tiempos de exposicion (1 h, 24 hy 48 h), las micrografias corresponde a la exposicion de 48 h.

La presencia del CAP se muestra en el PTFE-teflén mostrado en las micrografias electrénicas de las Figura 6-11D1
y Figura 6-11D2 a 1000x y 3000x de aumento respectivamente. Sobre la superficie (letra S) se observa diversos
cumulos de conglomerados las que corresponde al CAP (flechas de color azul). El fenédmeno fue observado en
todos los tiempos de exposicion (1 h, 24 h y 48 h). Las micrografias corresponden a la exposicion de 48 h. EI CAP
también fue observado en la superficie de la concha de chorito mostrado en las micrografias electrdnicas de las
figuras 6E (E1 y E2) a 1000x y 3000x de aumento respectivamente. Sobre la superficie de la concha (letra C) se
observa diversos cimulos de conglomerados las que corresponde al CAP (flechas de color azul), ademas en las
micrografias de mayor aumento (Figura 6-11E2) se puede observar la presencia de la bacteria P. salmonis entre
el CAP formado. El fendmeno se presentd en todos los tiempos de exposicion (1 h, 24 h y 48 h), las
microfotografias mostradas corresponden a la exposicién de 48 h.
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Figura 6-11. Micrografias electronicas de HDPE, PVC, PA-nylon, PTFE-teflon y concha de chorito desafiados a P. salmonis
en medio agua de mar incubados por 48 h a 15 °C. Las micrografias electrdnicas corresponden a HDPE a 500x (A1), HDPE
a 3000x (A2), PVC a 500x (B1), PVC a 3000x (B2), PA-nylon a 500x (C1), PA-nylon a 3000x (C2), PTFE-teflon a 500x (D1),
PTFE-tefléon a 3000x (D2), concha de chorito a 500x (E1) y concha de chorito a 3000x (E2).

B.9.1 Desafio de muestras a P. salmonis en MEM-4

Los desafios de las muestras a P. salmonis en agua de mar, son mostradas en las microfotografias electrénicas
de la Figura 6-12. En ellas se demuestra que el CAP no se presentd en ninguno de los materiales estudiados. Las
Figura 6-12A1 y Figura 6-12A2 corresponden a HDPE a 1000x y 3000x de aumento respectivamente. No se
demostré la presencia del CAP en su superficie (letra S), en todos los tiempos de exposicion (1 h, 24 hy 48 h).
Las figuras corresponden a la exposicién de 48 h. La Figura 6-12B1 y Figura 6-12B2 corresponden a PVC a 1000x
y 3000x de aumento respectivamente; en ellas no se observa la presencia de CAP en su superficie (letra S), en
todos los tiempos de exposicion (1 h, 24 hy 48 h). Las figuras corresponden a la exposicién de 48 h. La Figura
6-12C1 y Figura 6-12C2 corresponde a PA-nylon a 1000x y 3000x de aumento respectivamente; en ella no se
observa la presencia de CAP en su superficie (letra S), en todos los tiempos de exposicion (1 h, 24 hy 48 h). Las
figuras corresponden a la exposicién de 48 h.
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La presencia del CAP se muestra en el PTFE-teflén mostrado en las micrografias electrénicas de la Figura 6-12D1
y Figura 6-12D2 a 1000x y 3000x de aumento respectivamente. Sobre la superficie (letra S) se observa diversos
cumulos de conglomerados las que corresponde al CAP (flechas de color azul). El fenédmeno fue observado en
todos los tiempos de exposicidn (1 h, 24 h y 48 h). Las figuras corresponden a la exposicién de 48 h.

El CAP también fue observado en la superficie de la concha de chorito mostrado en la Figura 6-12E1 y Figura
6-12E2 a 1000x y 3000x de aumento respectivamente. Sobre la superficie de la concha de chorito (letra C) se
observé diversos cimulos de conglomerados las que se corresponde al CAP (flechas de color azul). Ademas, en
la figura 7 E2 se puede observar la presencia de la bacteria P. salmonis (tridngulos negros) entremedio del CAP.
El fenomeno fue observado en todos los tiempos de exposicion (1 h, 24 h y 48 h). Las figuras mostradas
corresponden a la exposicién de 48 h.

119



Figura 6-12. Microfotografias electrénicas de HDPE, PVC, PA-nylon, PTFE-teflon y concha de chorito desafiados a P.
salmonis en medio MEM-4 incubados por 48 h a 15 °C. Las figuras corresponden a HDPE a 500x (A1), HDPE a 3000x (A2),
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PVC a 500x (B1), PVC a 3000x (B2), PA-nylon a 500x (C1), PA-nylon a 3000x (C2), PTFE-teflon a 500x (D1), PTFE-teflon a
3000x (D2), concha de chorito a 500x (E1) y concha de chorito a 3000x (E2).

B.9.2 Ensayos de Viabilidad

La microfotografia de la Figura 6-13A fue obtenida de un microscopio invertido de luz polarizada a partir de un
cultivo celular normal de la linea CHSE-214 (control negativo). La figura 8B corresponde a un efecto citopatico
(ECP) caracteristico de P. salmonis en células CHSE-214 (control positivo). La 8C muestra el ECP en células CHSE-
214 producido por la concha de chorito que fue expuesta a P. salmonis en medio de agua de mar por48 ha 15°C.
Laimagen corresponde al dia 15 post exposicion donde se observan los focos de iniciacion de ECP (flechas negras)
sobre la monocapa celular, mientras que la figura 8D muestra el ECP en células CHSE-214 producido por la concha
de chorito que fue expuesto a P. salmonis en medio MEM-4. Esta ultima imagen corresponde a los 15 dias post
exposicion donde se observan los focos de iniciacion de ECP (flechas negras) sobre la monocapa celular.
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Figura 6-13. Las microfotografias de microscopio invertido con luz polarizada corresponden a: cultivo celular normal de
la linea CHSE-214 (8A), efecto citopatico (ECP) caracteristico del crecimiento y desarrollo de P. salmonis en células CHSE-
214 (8B), ECP en células CHSE-214 producido por la concha de chorito que presentaba CAP en medio agua de mar (8C) y
ECP en células CHSE-214 producido por la concha de chorito que presentaba CAP en medio MEM-4 (8D). C= Concha.
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Appendix C Caracterizacion del complejo de adhesion
piscirickettsial (CAP) utilizando microscopia
electronica de barrido (SEM) acoplado a
espectroscopia dispersiva de energia de rayos-X (EDS).

El Complejo de Adhesién Piscirickettsial (CAP) fue descrito por vez primera por Larenas et al. (2003), donde
describe que el CAP corresponde a unas prolongaciones similares a pseudépodos de la bacteria Piscirickettsia
salmonis que le permiten adherirse a la superficie de ovas de trucha arcoiris y entre las mismas bacterias.
Posteriormente, Quinteros (2005) definié que el CAP podria corresponder a una biopelicula, por la presencia de
material amorfo que rodean a las bacterias durante el proceso de formacién de este complejo, el material
observado fue definido como: material granular, fibrilar y de tipo manto.

La formacidn del CAP se evidencié también sobre la superficie de la piel y branquias de truchas arcoiris que
fueron desafiadas a la bacteria (Bravo, 2007). Estudios mas recientes demostraron que la bacteria tiene la
capacidad de adherirse a otros tipos de sustratos diferente a la ova, piel o branquias de peces, en el trabajo in
vitro realizado por Pérez (2017), el autor, pudo observar mediante SEM, la formacion de CAP sobre la superficie
de la concha de chorito (Mytilus chilensis). En el presente proyecto, ademds, mediante SEM, se observé la
adhesién de P. salmonis a la capa externa de la bolsa ovigera de Caligus rogercresseyi, lo que sugiere que la
estructura de unidn corresponde al CAP.

La adhesidn de la bacteria, con la formacién de CAP, sobre la superficie de sustratos vivos como: ovas, piel y
branquias de peces ademas de concha de chorito, sugiere que este mismo fendmeno podria presentarse sobre
la superficie de sustratos abidticos con los que la bacteria tiene contacto en el medio ambiente marino. Los
sustratos abidticos, generalmente son los que corresponden a las instalaciones de balsas jaula de los centros de
cultivo de peces, los que constan de una compleja variedad de componentes sumergidos como redes, flotadores,
boyas, alimentadores, aireadores, silos, cabos de fondeo, etc., los mismos que proporcionan una enorme
superficie en donde puede producirse la colonizacidn de innumerables bacterias marinas a través de biopeliculas,
las cuales pueden actuar como potenciales reservorios de este patdgenos.

Si bien no estd definida la naturaleza del CAP, Quinteros (2005) sugiere que el CAP podria corresponder a una
biopelicula, por la presencia de material granular, filamentosa y de tipo manto, la que entregaria a la bacteria
proteccion frente a ambientes adversos, resistencia a antibidticos y persistencia en el medio ambiente marino.
Asi mismo, Marshall et al. (2012) describié que P. salmonis sometida a condiciones de estrés, produce grandes
agregados celulares que se parecen mucho a las estructuras de biopeliculas. Las bacterias parecian estar
incrustadas dentro de una matriz que desaparecié cuando se expuso a celulasa, lo que sugiere que la
composicidn de esta matriz corresponde a un polisacarido, tipico de las biopeliculas.

En este contexto la microscopia SEM-EDS proporciona informacidon morfolégica de alta resolucion tridimensional
(3D) y cuantitativa al estar acoplado a un detector de energia dispersiva de rayos-X (EDS) permitiendo conocer
la formacion y detalles de la composicidn elemental de diferentes muestras (Gauvin et al., 2006).

El objetivo de nuestro estudio fue caracterizar la composicion elemental del CAP formado en la superficie sobre
la concha de chorito y PTFE-teflén mediante microscopia SEM-EDS.
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C.1P. salmonis

La bacteria empleada correspondio a un aislado de campo asociado a un brote de piscirickettsiosis en salmén del
Atlantico cultivado en mar, donado por el Laboratorio ETECMA - Puerto Montt, caracterizada como cepa LF-89,
por secuenciacién del gen 16S rRNA, realizado en la Unidad de Secuenciacion Automatica de la Universidad
Catolica de Chile procesado en un equipo ABI PRISM 3500x| Applied Biosystems. La bacteria fue multiplicada en
la linea celular CHSE-214 a 15 °C, temperatura optima de crecimiento (Fryer et al. 1990), hasta alcanzar el 100%
de efecto citopdatico ECP. La bacteria fue titulada de acuerdo con el método de punto final 50% propuesto por
Reed y Muench (1938), dando un titulo de 10%% TCIDso/mL. Asi, también la bacteria fue cultivada en medio sélido
especifico, el medio solido fue el IFOP-PsM11 desarrollado por Contreras et al. (2015).

c.2 Materiales plasticos desafiados

Los materiales empleados en el estudio fueron aquellos que se emplean en las instalaciones de balsas jaula de
cultivo de peces, de la gran variedad de materiales, se seleccionaron las que se utilizan en mayor cantidad en
este rubro, siendo estos: Polietileno de alta densidad (HDPE), Policloruro de vinilo (PVC) y Poliamida (PA).
Adicionandole, se utilizé politetrafluoretileno (PTFE) o teflén, como un material antiadherente, y la concha de
chorito de Mytilus chilenses en donde existe la evidencia de la formacién de CAP.

C.3 Formacion de Complejo de Adhesidn Piscirickettsial (CAP)

La metodologia se basé en el estudio realizado por Pérez (2017), para la formacion de CAP en conchas de Mytilus
Chilensis. E| desafio se realiz6 con fragmentos de aproximadamente 0,5 cm’ de los materiales descritos
anteriormente, sometidos a un protocolo de limpieza y desinfeccién. Los materiales fueron expuestos a P.
salmonis en dos medios 1) P. salmonis en agua de mar, este medio estaba compuesto por 9 partes de agua de
mar y 1 parte del sobrenadante de ECP de P. salmonis cultivado en células CHSE-214 y 2) P. salmonis en medio
MEM, este medio estaba compuesto por 9 partes de MEM y 1 parte del sobrenadante de ECP de P. salmonis
cultivado en células CHSE-214. La cantidad de bacteria con la que se trabajé después de la dilucién fue 10°?
TCIDso/mL. El experimento se realizé en tubos Eppendorf de 2 mL, el volumen empleado fue de 0,5 mL, cantidad
suficiente que cubre la muestra, incubandolos a 15 °C, temperatura éptima de crecimiento de la bacteria por 1,
24 y 48 horas. Luego de los tiempos de exposicidn las muestras fueron fijadas en glutaraldehido al 2,5%, luego
mantenidas en refrigeracion hasta su procesamiento.

C.4 Microscopia electrénica de barrido y microanalisis mediante
energia dispersiva de rayos X (SEM-EDS)

La determinacion de la presencia de CAP y el andlisis de la composicidn elemental de la misma fue realizada en
aquellos materiales en donde hubo la formacidn del CAP. Las zonas analizadas de estas muestras seleccionadas
correspondieron a una zona donde morfolégicamente hubo presencia de CAP y ausencia de CAP,
respectivamente. Estos analisis fueron realizados en el Laboratorio de Microscopia Electrénica de Barrido de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, empledndose un microscopio SEM/EDS marca JEOL® modelo
JSM-IT300LV.
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C.5Resultados y Discusion

C.5.1 Formacion de complejo de adhesion Piscirickettsial (CAP) en los materiales

Los resultados preliminares obtenidos, mediante la SEM, demostraron que el CAP se forma sobre la superficie
de la concha de chorito, en los dos medios donde estaba suspendido la bacteria y en todos los tiempos de
exposicidn; similar resultado se observé en el material antiadherente PTFE o tefldn, lo que no sucedid en el resto
de los materiales que se estudié (HDPE, PVC y PA o nylon). En vista que el objetivo del estudio es caracterizar la
composicion elemental del CAP, las micrografias electrénicas que se muestran mas adelante corresponderdn
enteramente a los materiales en donde se produce la formacién CAP y se realiza el microanalisis elemental de la
misma.

C.5.2 Microanadlisis elemental del CAP, mediante SEM-EDS

Conforme a lo anterior, el CAP no se formd en todos los materiales poliméricos analizados, por ello el
microanalisis elemental del CAP, mediante el SEM-EDS, se realizd en las muestras donde hubo la presencia de
CAP de forma manifiesta. Las muestras analizadas correspondieron a: a) Microanalisis elemental de un cumulo
de bacterias de P. salmonis, cultivado en medio solido especifico. b) CAP de P. salmonis formado sobre la
superficie de concha de Mytilus chilensis en medio agua de mar. c) CAP de P. salmonis formado sobre la superficie
de PTFE-teflén expuesto en el sobrenadante de ECP de la bacteria.

Microanalisis SEM- EDS de bacterias de P. salmonis, cultivado en medio solido

La Figura 6-14, muestra el andlisis morfoldgico de un conglomerado de bacterias de P. salmonis, cultivado en
medio solido especial para el crecimiento de la bacteria (IFOP-PsM11). La Figura 6-14A, corresponde a una
micrografia SEM a un aumento (1000x), en ella se aprecian zonas de conglomerados bacterianos (flechas azules)
y entre medio de ellos se aprecian las bacterias (fechas negras). La Figura 6-14B, es el aumento a 3000X, la
micrografia SEM muestra el conglomerado bacteriano (fecha azul) donde es posible apreciar estructuras cocoide
gue corresponden a las bacterias (fechas negras). En la ultima imagen, se observa que las bacterias esta unidas
entre si mismas, esta unidn podria producirse por el CAP, en vista que se puede observar material de tipo
filamentoso entre bacteria similar a lo observado por Quinteros (2005) quien observé un material granular y
filamentos en cimulos de bacterias adheridos a la superficie de la ova.

125



10um
0252 Aug 02 2018

Figura 6-14 Micrografias SEM de P. salmonis cultivados en medio sélido (IFOP-PsM11). 1A a un aumento de 1000x. 1B
aumento a 3000x. Flechas azules zonas de aglomeracidn bacterias y fechas negra bacteria P. salmonis.

Adicionalmente, mediante el andlisis de SEM-EDS se caracterizd la composicién quimica de P. salmonis cultivado
en medio sélido, se consideré como un control, que pueda ser comparado, con la composicién elemental del
CAP formado en otros materiales.

En la Figura 6-15, la Figura 6-15A corresponde a la micrografia SEM de la P. salmonis, a un aumento de 1000X,
en la imagen se aprecia los conglomerados bacterianos rodeados de abundante material (flechas azules), el
material que rodea las bacterias corresponderia al CAP. La Figura 6-15B corresponde al anadlisis micro-elemental
SEM-EDS del conglomerado de P. salmonis de la imagen anterior, la zona analizada corresponde al cuadrado de
lineas blancas. La Figura 6-15C, corresponde a un espectro de energia dispersiva EDS del conglomerado de P.
salmonis cultivado en medio sélido.

El analisis SEM-EDS permitié conocer la composicidén elemental del conglomerado de P. salmonis cultivado en
medio sdlido. Los atomos presentes fueron: C, O, Na, P, Cl, Ca. El microanalisis de EDS de la tabla 8, muestra el
% de composicion elemental de los componentes de la colonia de P. salmonis desarrollado en medio sdlido,
dando los siguientes valores: 69,7% de C, 29% de O, 0,5% de Na, 0,5% de P, 0,2% de Cly 0,1% de Ca.
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Figura 6-15. Micrografia SEM de la colonia de P. salmonis (A), SEM-EDS de la colonia de P. salmonis (B), microanalisis de
EDS de la colonia de P. salmonis (C).

Tabla 6-8 Microanalisis elemental del conglomerado de P. salmonis cultivado en medio solido correspondiente a la Fig.
6-10C.

Line Type égss;?:ation W1t% Sigma  Standard Label E:ac:\?j;yrd

C K series 115,07 1,15068 69,66 0,3 C Vit Yes
(0] K series 39,76 0,13381 29,03 0,3 Si02 Yes
Na K series 1,64 0,00692 0,45 0,03 Albite Yes
P K series 3,19 0,01783 0,5 0,02 GaP Yes
cl K series 0,97 0,00846 0,23 0,01 NaCl Yes
Ca K series 0,56 0,00503 0,13 0,01 Wollastonite Yes
Total: 100
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Microanalisis SEM- EDS de bacterias de P. salmonis, cultivado en medio solido

Mediante el analisis de SEM-EDS se caracterizé la composicién quimica del CAP presente en la superficie de la
concha de chorito. En la la Figura 6-16A corresponde a la micrografia SEM de una muestra de concha de chorito
desafiado a P. salmonis en medio agua de mar donde se aprecia la formacidon de un material granular que
contiene en medio la bacteria P. salmonis imagen 3000X. La Figura 6-16B corresponde al analisis SEM-EDS de
material granular y/o CAP presente en la superficie de la concha de chorito. La Figura 6-16C corresponde al SEM-
EDS de una zona sin la formacion del CAP en la superficie de la concha de chorito. En general, el andlisis SEM-
EDS permitié determinar la presencia del CAP sobre la superficie de la concha de chorito y conocer la composicion
elemental de ambas zonas que se muestran en las micrografias B y C. En la Figura 6-16B, donde hubo formacién
de CAP, los atomos presentes fueron: C, N, O, Cl, K, Ca, Fe y Ni, mientras que en la Figura 6-16C donde no se
formo el CAP (zona lisa de la concha de chorito) los presente son: C, N, O y Ca.

!
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Figura 6-16 Micrografia SEM de CAP en la superficie de concha de chorito (11A), SEM-EDS del CAP (11B), SEM-EDS de la
superficie de la concha de chorito (11C), microanalisis de EDS del CAP (11D) y microanalisis de EDS de la superficie de la
concha de chorito (11E).

Tabla 6-9. Microanalisis elemental del CAP presente en superficie de la concha de chorito correspondiente a la Fig. 6-11B.

Element Line Apparent k Ratio Wt% Wt% Standard Factory
Type Concentration Sigma Label Standard
C K series 30,04 0,30036 44,74 2,5 C Vit Yes
K series 1,57 0,0028 1,45 4,55 BN Yes
0] K series 52,23 0,17575 42,89 2,38 Si02 Yes
Cl K series 0,68 0,00597 0,28 0,07 NaCl Yes
K K series 1,57 0,0133 0,58 0,09 KBr Yes
Ca K series 0,6 0,00537 0,22 0,08 Wollastonite Yes
Fe K series 2,2 0,02195 0,9 0,16 Fe Yes
Ni K series 19,99 0,1999 8,88 0,61 Ni Yes
Total 100
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Tabla 6-10. Microanalisis elemental del CAP presente en superficie de la concha de chorito correspondiente a la Fig. 6-
11C.

Element Line Apparent k Ratio W1t% W1t% Standard Factory
Type Concentration Sigma Label Standard
C K series 83,03 0,83026 40,78 1,36 C Vit Yes
K series 87,75 0,15622 34,23 1,83 BN Yes
0] K series 31,88 0,10727 24,89 1,25 Si02 Yes
Ca K series 0,53 0,00472 0,1 0,04 Wollastonite Yes
Total: 100

Microanalisis SEM- EDS del CAP formado sobre la superficie de PTFE-teflén expuesto en el
sobrenadante de ECP de la bacteria.

La Figura 6-17 muestra la micrografia SEM y microandlisis EDS del CAP presente en la superficie de la PTFE-tefldn.
La Figura 6-17A corresponde a la micrografia SEM de la superficie del PTFE-teflén desafiado al sobrenadante
100% ECP de P. salmonis donde se observd la presencia de un material granular que correspondié al CAP que
contiene en medio la bacteria P. salmonis. La Figura 6-17B corresponde al andlisis SEM-EDS de material granular
del CAP. La Figura 6-17C corresponde al espectro de microanalisis SEM-EDS de una zona libre de CAP sobre la
superficie del material PTFE-teflén.

En general, SEM-EDS demostré la presencia del CAP sobre la superficie de PTFE-teflon y permitié conocer la
composicidon quimica de ambas zonas mostradas en las micrografias By C. En la Figura 6-17B, zona donde estd
presente el CAP, los &tomos encontrados fueron: C, O, F, K, Ca, Fe y Ni, mientas que en la Figura 6-17C, zona libre
de CAP, los atomos C, F.
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Figura 6-17 Micrografia SEM de CAP en la superficie de PTFE-teflon (12A), SEM-EDS del CAP (12B), SEM-EDS de la superficie
libre de CAP del PTFE-teflon (12C), microanalisis de EDS del CAP (12D) y microanalisis de EDS de la superficie del PTFE-

teflon (12E).

Tabla 6-11 Microanalisis elemental del CAP presente en superficie del PTFE-teflon correspondiente a la Fig. 6-12B.

W1t%
Sigma

Standard
Label

Factory
Standard

Element Line Type Apparent k Ratio Wt%
Concentration

C K series 27 0,27001 37,04

(0] K series 20,55 0,06914 10,81

K series 195,42 0,38372 48,38

K K series 0,56 0,00477 0,16

Fe K series 1,73 0,01731 0,58

Ni K series 8,83 0,0883 3,04
Total: 100
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0,23
0,35
0,02
0,04
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KBr
Fe
Ni
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Tabla 6-12 Microanalisis elemental de la superficie del PTFE-teflén correspondiente a la Fig. 6-12C.

Element Line Type Apparent k Ratio W1t% W1t% Standard Factory
Concentration Sigma Label Standard
C K series 16,51 0,16511 31,3 1,09 C Vit Yes
F K series 345,21 0,67783 68,66 1,09 CaF2 Yes
Fe K series 0,1 0,00102 0,05 0,09 Fe Yes
Total: 100

Los datos obtenidos del microanalisis del SEM-EDS permitieron comparar la variacion en la composicién quimica
del CAP presente en la superficie del PTFE-teflon frente a otra zona donde no se formé CAP. La Tabla 6-11
muestra el % de la composicion elemental CAP presente en superficie del PTFE- teflén, donde los atomos
presentes fueron: 37,0% de C, 10,9% de O, 48,4% F, 0,2% de K, 0,6% de Fe y 3,0% de Ni. Por otro lado, en la tabla
12 muestran el microandlisis de EDS de la superficie del PTFE-teflén, donde no hubo formacién del CAP, la
composicion quimica fue de: 31,3 % de Cy 68,7 % de F.

El microandlisis de EDS permitié comparar la variacién en la composicién quimica de las dos zonas de la superficie
del PTFE-teflon evaluada mediante SEM-EDS. Estos resultados mostraron nuevamente que la composicion
elemental que el CAP presente en la superficie del PTFE-teflén y una variacion respecto de la zona libre de CAP,
en este caso los elementos presentes junto a la presencia del CAP fueron O, K, Fe y Ni.

Finalmente, de acuerdo al presente estudio, se demuestra mediante microscopia electréonica y micro-analisis
SEM-EDS que de todos los materiales analizados solo en la superficie de concha de chorito y PTFE-teflén se formd
CAP y se determind la coexistencia de ciertos elementos como Fe, Ni, K junto a la formacién del CAP. Este
resultado demuestra que la formacidn es un proceso selectivo de acuerdo con las necesidades intrinsecas del
metabolismo bacteriano.
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Appendix D Instalacion de cuelgas en centros de
cultivo.

Atados a una cuerda se dispusieron los sustratos en un centro (41°28'01.0"S 72°19'34.3"W) productor de
salmones coho ubicado en el Seno del Reloncavi. El lugar fue diagnosticado con piscirickettsiosis por un
laboratorio privado y al momento de colocar las cuelgas se encontraba en un brote activo con individuos con
signos clinicos concordantes con la enfermedad (https://youtu.be/m00DsnBgK1Y). Las mortalidades no han sido
proporcionadas por el centro. Cada cuelga contaba con conchas de chorito, polietileno de alta densidad (HDPE),
policloruro de vinilo (PVC), poliamida (PA, nylon) y politetrafluoretileno (PTFE, teflén) y que fueron previamente
lavados y desinfectados. Los materiales fueron expuestos en duplicado. Los sustratos fueron colgados (una
cuelga por cada esquina de la jaula) a una profundidad de 5 metros (https://youtu.be/jsKrTffckFk) y se retiraron
de ahialos 7, 15 y 30 dias post exposicidn. Una vez retirados los distintos sustratos fueron mantenidos en etanol
al 70% y refrigerados hasta ser procesados.
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https://youtu.be/m00DsnBgK1Y
https://youtu.be/jsKrTffckFk

:. Gancha de elevo

Destorcedor

Cuerda de 8 mm de

prolipopilena
Cotlga de {\.» 0O 0 0O O O ‘ Matizo de PVC
materiales 1pulgada

M Peso Cemento
Figura 6-19. Cuelga que fue utilizada para disponer

Fi.gura 5'18'- Esquema’ de cuelga que fue utiIizz'lda para  giversos polimeros y conchas de chorito en el centro de
disponer diversos polimeros y conchas de chorito en el ., tivo. Cada material fue previamente limpiado,

centro de cultivo. desinfectado y esterilizado mediante UV y luego
protegido mediante un embalaje utilizado para
autoclave.

. . Figura 6-21. Cuelga. Se observa el material que fue
Figura 6-20. Cuelga. Se observa la cuerda, el material ¢,mergido. Se han retirado las envolturas. T= Teflén,
envuelto y la pesa que lo sostiene. P=Polietileno, C=Conchas, HDPE, Ny=Nylon.
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D.1Procesamiento de las muestras

Se dispuso de controles a distintos niveles:

- Control negativo de contaminacién durante la extraccion de ADN: higado de pollo
- Controles de PCRa: agua libre de DNAsas (Promega ®) y extracto de ADN de perro como control
negativo de la técnica de PCRa y una muestra de tejido con P. salmonis como control positivo.

Para los materiales plasticos, se realizd un raspado con portaobjeto y bisturi, sobre la cara anverso y reversa,
depositando el contenido del raspado en tubos Falcon de 50 ml de manera independiente. La muestra de cada
cara se considerd como un duplicado de la contracara. En el caso de las conchas de chorito (n=3/cuelga), fueron
raspadas con bisturi por su cara interna y luego externa. Para cada cara se utilizd material nuevo estéril.

Cada muestra fue sometida a cuatro etapas: primero se aislé el ADN mediante el kit de extraccion Wizard®
(Promega), luego se cuantificd el ADN extraido utilizando el kit QuantiFluor® (Promega), en tercer término se
realizaron las amplificaciones correspondientes a la técnica de reaccién en cadena de polimerasa anidada (PCRa)
descrita por Mauel et al. (1996) con las modificaciones hechas por Peirano (2015) y finalmente se evidenciaron
los resultados del PCRa en electroforesis en gel TBE de agarosa al 2%.

D.2Aislamiento de material genético.

Para lograr aislar el ADN de cada una de las muestras se utilizé el kit de extraccion Wizard® de Promega. El
procedimiento se realizd cumpliendo con las instrucciones del fabricante para la extraccidon de ADN siguiendo la
estandarizaciéon del protocolo hecha por el Laboratorio Nacional de Referencia para el Diagndstico de
Enfermedades de Especies Hidrobiolégicas.

D.3Cuantificacion de ADN.

Para cuantificar el ADN de las muestras extraidas se utilizé el “kit” comercial QuantiFluor® (Promega). El
fabricante describe que contiene un colorante de unién a ADN fluorescente que permite la cuantificacidn
sensible de pequefias cantidades de ADN de doble cadena (dsDNA ) en solucién.

Todos los valores de cuantificacién obtenidos se consideraron suficientes para proceder a la siguiente etapa.

D.4PCRa.

Durante la etapa de PCRa las muestras fueron procesadas al interior de una campana de bioseguridad (BIOBASE,
modelo 11231 BCC 86). Se prepard un tubo Eppendorf de 2 ml para contener la mezcla de PCR a utilizar en cada
amplificacién. Por cada muestra a amplificar (vale decir ADN de las muestras extraidas y cuantificadas, controles
negativos y positivos de la técnica) se dispusieron en dicho tubo 6,5 pul de agua libre de nucleasas, 12,5 ul de
enzima (GoTaq Colorless Mastermix) y 2,5 ul de cada uno de los dos partidores (Eub-A y Eub-B para la primera
amplificacidon y PS2S y PS2AS para la segunda amplificacién). Todos los reactivos sefialados se encontraban
almacenados a -20°C en las dependencias del laboratorio, por lo que al emplearlos se trabajoé con ellos sobre “iso
freeze”, procurando mantenerlos fuera del congelador durante el menor tiempo posible.

Por cada muestra a procesar se dispuso de un microtubo de 0,2 ml debidamente rotulado, al cual se le agregaron
24 ul de la mezcla de PCR previamente preparada y 1 pl de cada muestra a procesar (controles y muestras de
ADN extraido) o muestra ADN amplificado (en el caso de la segunda amplificacion).
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Cada ciclo de PCR fue amplificado en un termociclador PCR Touch 960 (Fermelo). La primera amplificacion se
configurd desnaturalizacion previa a los 35 ciclos a 94°C durante 2 minutos y luego cada ciclo de PCR tuvo 1 min
de desnaturalizacidn a 94°C por 2 min, 2 min de hibridacién a 60 °C y 3 min de extensidn a 72 °C. La segunda
amplificacién tuvo también 35 ciclos en iguales condiciones salvo con la temperatura de hibridacién que fue
aumentada a 65 °C.

Para la primera amplificaciéon se utilizaron los partidores universales de ADNr 16S bacteriano Eub-B (27F) (5’-
AGA-GTT-TGA-TCM-TGG-CTC-AG-3’) y Eub-A (1518R) (5’-AAG-GAG-GTG-ATC-CAN-CCR-CA-3’) y la segunda
amplificacién fue especifica para el DNA de P. salmonis, por lo que se utilizaron los partidores especificos PS2S
(223F) (5'-CTA-GGA-GAT-GAG-CCC-GCG-TTG-3’) y PS2AS (690R) (5'-GCT-ACA-CCT-GAA-ATT-CCA-CTT-3')
disefiados a partir de la secuencia del 16S ADNr de 5 cepas de P. salmonis (LF-89, EM-90, ATL-4-91, NOR-92,
SGLO-94). De la primera amplificacion resultan amplicones de 1491 pb y de la segunda se obtienen fragmentos
de ADN de 467 pb. Una vez terminadas las amplificaciones y por lo tanto obtenido el ADN amplificado se procedié
a analizar las muestras mediante electroforesis en gel TBE de agarosa al 2%. Para la detecciéon de material
genético en el gel de agar se utilizo la tincién GelRed®.

D.5Electroforesis.

Las muestras amplificadas fueron retiradas del termociclador y almacenadas a -20 °C de temperatura hasta la
realizacion de la electroforesis.

Las electroforesis se realizaron en gel TBE (Tris, Borato y EDTA) y agarosa al 2%. Se midieron 75 ml de solucién
buffer TBE 1X (Promega ®) en un matraz de 100 ml y se agregaron 1,5 g de agar 1,5 Lafken (Fermelo). Se dispuso
la solucidn en un horno microondas y se colocé a alta temperatura hasta alcanzar la ebullicion. Una vez sucedido
lo anterior se coloco el matraz a temperatura ambiente y se dejé enfriar, controlando la temperatura con un
termodmetro destinado a tal efecto hasta alcanzar 65 °C, momento en el cual se agregaron 7,5 pl de la tincion
GelRed® (Biotium) como tincién fluorescente de geles, procurando homogenizar el contenido. Una vez hecho
esto, se depositd la mezcla en el molde hasta que se formara el gel a temperatura ambiente.

Una vez formado el gel, se procedid a depositar las muestras en él. En el primer bolsillo se cargaron 2 pl de un
marcador de peso molecular de 100pb (Maestrogen) mas 2 pl de Orange/Blue (Promega) como colorante de
carga. Los demas bolsillos se cargaron con 2 pl de Orange/Blue y 5 ul del ADN amplificado diluido 1:5 en buffer
TBE 1X.

Se hizo la migracion de electroforesis durante 90 min a 70 V de potencia utilizando una fuente de poder Voltronic
(Nyxtechnik). Para visualizar las bandas de ADN se utilizd un transiluminador UV WiseUV (WUV-L10 —Wisd) y se
fotografiaron los geles.

Las muestras que resultaron negativas fueron nuevamente sometidas a electroforesis, cargdndose el ADN
amplificado esta vez sin diluir, vale decir se utilizaron 5 pl de muestra mas 2 ul de Orange/Blue por bolsillo en el
gel.

D.6Reultados

Se observo la presencia de P. salmonis en conchas de chorito y nylon. Estos resultados se muestran en la Tabla
6-13 y Figura 6-22. A partir de los resultados obtenidos, se demuestran que la P. salmonis posee la capacidad de
adherirse formando CAP en la superficie de algunos polimeros y conchas de chorito. Ademas, considerando los
resultados del presente proyecto es posible que la bacteria posteriormente pueda liberarse al medio
conservando su capacidad infectiva. Los resultados entregan antecedentes para analizar aspectos
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epidemioldgicos de la piscirickettsiosis relacionados con la mantencion y persistencia del agente etiolégico en el
medio acudtico y que deben seguir siendo estudiados.

Tabla 6-13 Presencia de Piscirickettsia salmonis en conchas de chorito (Mytilus chilensis) y en materiales plasticos
utilizados en la salmonicultura y que fueron expuestos en un centro de cultivo de engorda afectado por piscirickettsiosis.

Tipo de material Presencia de P. salmonis*

polietileno de alta densidad (HDPE) Ausencia
policloruro de vinilo (PVC) Ausencia
poliamida (PA, nylon) Presencia
politetrafluoretileno (PTFE) Ausencia
Conchas de chorito (Mytilus chilensis) Presencia

! La presencia del agente fue detectada mediante PCR convencional de acuerdo a lo descrito por Mauel et al.
(1996).

H20 Colx Coli Co2x Co2i Co3x |Co3i

Figura 6-22 Deteccion de P. salmonis mediante PCR en conchas de chorito (Mytilus chilensis) y algunos polimeros. L:
Ladder, H20: Control interno negativo, C+: Control positivo, Co(N°)i: Concha nimero cara interna, Co(N°)x: Concha
numero cara externa, Te: Teflon, PVC, Ny: Nylon, Pe: Polietileno. Se observa positividad en Co2i, Co3x y Ny.
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