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1. RESUMEN.

El virus de la necrosis pancreéatica infecciosa (IPNV), es el agente
etiolégico de una enfermedad altamente contagiosa que produce grandes
mortalidades, especialmente en salmones jévenes en cultivo. Ademas este virus
también afecta a especies no salmoénidos, y es asi como ha sido aislado desde una
gran variedad de peces y moluscos. En la actualidad no existen vacunas para
prevenir la enfermedad y es por ello fundamental contar con un método de
diagnostico que permita vigilar la presencia del agente y asi controlar su
diseminacién. Por este motivo hemos desarrollado un método de diagndstico
rapido, sensible y altamente especifico para el virus IPN, basado en la asociacion
de la reaccién de transcripcion inversa con la reaccion de la polimerasa en cadena
(RT-PCR). Este ensayo permite realizar la transcripcion inversa del RNA gendémico
de IPNV y la amplificacion posterior del cDNA en un mismo tubo de reaccién. La
especificidad del ensayo estd dada por los oligonucleétidos utilizados como
partidores, los que se seleccionaron desde la regién del genoma que codifica para
la proteina mayoritaria de la capside viral, VP2. Al realizar la reaccion RT-PCR
utilizando distintas combinaciones de partidores se obtiene s6lo un producto
mayoritario, el cual se caracteriz6 por hibridacion con una sonda de cDNA
especifica y por un ensayo de PCR anidado. Los partidores reconocen como
templado inicial al genoma proveniente de tres cepas de IPNV, Sp, VR-299 y
Jasper, correspondientes a serotipos y serogrupos diferentes. Ademas no se
obtiene producto de amplificacion al utilizar otros patégenos marinos importantes
para la acuicultura. Mediante este ensayo se detectd cantidades tan pequefas
como Ipg de RNA gendmico viral, al utilizar como sistema de visualizacion del
producto amplificado, geles de poliacrilamida tefiidos con plata. El aporte més
trascendental del método es que a diferencia de los métodos que actualmente se
utilizan para identificar el virus IPN, no requiere de la propagacién viral por
cultivo celular, y permite detectar el virus directamente en tejido de peces
infectados, tanto sintomaticos como asintomaticos para la enfermedad. Ademas se
tienen resultados preliminares que permiten sugerir que la reaccién RT-PCR
desarrollada posibilita detectar el virus IPN directamente en ovas infectadas.



ABSTRACT.

Infectious pancreatic necrosis virus (IPNV) is the causal agent of a
contagious, high-mortality disease of young, hatchery-reared salmonids. However
it can also kill a number of nonsalmonid fish and has been isolated from a variety
of marine fish and molluscs. Currently no vaccine exists ior its prevention,
thereiore a rapid and sensitive method of diagnosis is critical if dissemination of
this virus is to be controlled. For this reason we have developed a rapid, sensitive
and highly specific IPNV detection method, based on a reverse transcription-
polymerase Chain reaction (RT-PCR). This PCR assay permits the reverse
transcription of IPNV genomic RNA and the amplificaron of the cDNA in a single
reaction tube. The specificity of the assay is provided by the oligonucleotide
primers, selected from IPNV major capside, VP2, coding region. For each primer
combinaron only one major product is obtained when amplificaron is performed
using IPNV dsRNA, from three different viral strains, which have been clasified as
different serotypes and which belong to different viral serogrups, Sp, VR-299 and
Jasper, as the iniral reacron témplate. This product was further characterized by
Southern hybridizaron using a specific cDNA probe and by a nested PCR assay. No
RT-PCR product was detected when genomic nucleic acids other than IPNVs were
used as RT-PCR tompiates. To assess the sensirvity of the method, dilurons of
purified IPNVs dsRNA total genome were amplified. Quanrres as little as Ipg of
purified dsRNA were detected, when the amplificaron product was visualized by
silver stained polyacrylamide gel electrophoresis. This technique detected IPNV
direciy from, symptomarc and asymptomarc, iniected coho salmoén
(Oncorhynchuskisutciii and rainbow trout (Oncorhynchus mykisé rssues and ova
samples, avoiding previous viral propagaron in cell cultures. The results show
that RT-PCR amplificaron is useful for the rapid direct rssue detecron of IPNV.



2.  INTRODUCCION.

El creciente interés mundial por la actividad acuicola ha impulsado el
estudio de aquellos factores que implican un riesgo en la produccion de las especies
en crianza intensiva. Uno de los factores de riesgo de mayor importancia lo
constituyen las enfermedades asociadas a agentes infeciosos. Entre los agentes
patégenos mas estudiados se encuentran los virales (Ortega et al., 1993)- En la
actualidad se han identificado mas de 60 virus como agentes causales de
enfermedades que afectan a las especies en cultivo (McAUister, 1966, Samil and
Munro, 1969). Entre los patdgenos virales de mayor importancia para la
industria acuicola encontramos : Adenovirus, Herpesvirus, Iridiovirus, Birnavirus,
Calicivirus, Rabdovirus, Reovirus y Retrovirus (Wolf, 1966). De éstos, el agente
viral de mayor incidencia, es el virus de la necrosis pancreatica infecciosa, IPNV,
miembro de la familia Birnaviridae. Este agente viral ha sido aislado desde 63
especies de peces y mariscos, Yy es reconocido ademas como el virus acuatico de
mayor distribucion global. Entre las especies marinas, econdmicamente
importantes, afectadas por este agente viral encontramos aquéllas que pertenecen
al género Salmo{ trucha arcoiris y salmoén del atldntico), al género Oncorhynchus
(salmoén coho, salmén rosado, salmén chum, salmoén kokane, salmoén chinook y
trucha amago) y al género Salvelinus (trucha alpina, trucha lacustre americana y
umbrea japonesa). El virus IPN también ha sido aislado desde anguila japonesa
(Anguilla japonicé, anguila europea (Anguilla anguilla), lenguado comdn (Su/ea
solea), carpa comun (Cyprinus carpid, desde alevines de turbot (Scoptialmus
maximus) y de mariscos marinos como ostra del Pacifico (Crassostreagiga$, ostra
americana (Crassostrea Virginios), ostra plana (Ostrea edulid, almeja {M ercenaria
mercenaria), mejillon {Mytilas edulida y lapa {Patella valgata) entre otras
(McAUister, 1966, Novoaetal., 1993, Hsu etal., 1993)- El IPNV ha sido detectado
en aguas 'y en los peces en cultivo en paises como Canada, Dinamarca, Inglaterra,
Francia, Alemania, Grecia, Italia, Japon, Corea, Noruega, Escocia, Suecia, Yugoslavia,
Estados Unidos, Taiwan y Chile (MacDonald, 1963, Hedrick etal., 1963, McAUister y
Reyes, 1964, Hedrick etal, 1965, Wolf, 1966, Kusuda et al., 1993, Sanjuan et al.,

1993)-

La amplia distribucion del agente viral IPN, puede explicarse, ya que
éste se transmite tanto vertical como horizontalmente (Pilcher y Fryer, 1960, Wolf,



1968, McAllister, 1988). La transmisién vertical estid asociada a las ovas
provenientes de las hembras portadoras, mientras que la transmisién horizontal
ocurre como una consecuencia de la diseminacion del virus a través de las heces y
la orina. También pueden actuar como vectores mecanicos de transmision
homeotermos y poiquilotermos (McAllister, 1988, McAllister y Owens, 1992, Rivas
etal., 1993). Ademas, es importante considerar como fuente de diseminacién del
virus, a aquellos peces que sobreviven a los brotes virales, los que se transforman
en portadores de por vida, eliminando constantemente pequefas cantidades del
patégeno al medio (Pilcher y Fryer, 1980).

La enfermedad causada por IPNV se conoce como necrosis pancretica
infecciosa (IPN) y produce una alta morbi y mortalidad entre las especies
cultivadas, especialmente en salmonidos (Pilcher y Fryer, 1980, Samil y Munro,
1989). En los salménidos la susceptibilidad al virus IPN varia con la edad . En los
peces de uno a cuatro meses de edad la enfermedad se manifiesta como una
infeccion aguda que puede resultar en una mortalidad acumulativa de hasta un
100$ de los individuos (McAllister, 1988). Los peces de seis 0 mas meses de edad
en cambio, pueden desarrollar sintomas subclinicos o infecciones inaparentes,
convirtiéndose en portadores del virus (McAllister, 1988). El mayor problema de
esta enfermedad, es que no existe vacuna para su prevencién (Dixon y Hill, 1983)
ni tratamiento quimioterapeutico para controlarla (Sanz y Coll, 1992). Por lo
tanto, la Unica manera de evitar la diseminacion del IPNV, es mediante el
reconocimiento precoz del virus y la erradicacion inmediata de aquellos peces
portadores del agente viral (Pilcher y Fryer, 1980).

Los signos clinicos de la enfermedad, pueden variar dependiendo del
huésped afectado, del serotipo viral, de la densidad poblacional y de las
condiciones ambientales predominantes, como son la temperatura y el contenido
de oxigeno del agua (McAllister, 1988, Wolf, 1988). Sin embargo, los signos
clinicos producidos por IPNV son muy semejantes a aquellos signos producidos por
otros virus y bacterias que afectan a los salmoénidos, lo que impide que éstos
puedan ser utilizados por si solos para la identificacibn certera del agente
infeccioso responsable del cuadro clinico (MacAllister, 1988, Wolf, 1988).

Inicialmente se determind la existencia de 3 serotipos del virus IPN : el
serotipo 1que corresponde a la cepa VR-299, predominante en Norte América, el



serotipo 2 que corresponde a la cepa Sp, predominante en Europa, y el serotipo 3
que corresponde a la cepa europea Ab. Sin embargo, actualmente ya se pueden
distinguir alrededor de 10 serotipos (Barrie et al, 1992, Heppell et al, 1992).
Ademas se ha efectuado una genotipificacion basada en el analisis de la secuencia
del genomio viral, definiéndose tres genogrupos principales y una gran variedad
de subgrupos (Heppell et al., 1992).

En cuanto a las caracteristicas estructurales y moleculares, el virus
IPN posee una capside icosaédrica (Cohén et al. 1973), de aproximadamente 60 nm
de diametro (Dobos y Roberts 1963)- Su peso molecular es de 55 x 106 (Dobos
y Rowe, 1977) y su genoma, consiste en dos segmentos de acido ribonucleico de
doble hebra (dsRNA), segmento Ay segmento B (Dobos y Rowe, 1977, Mac Donald
y Yamamoto, 1977, Dobos et al., 1979) los que equivalen al 6,7S6 del peso
molecular de la particula viral (Dobos y Rowe, 1977). Se ha determinado que
ambos segmentos de RNA gendmico tienen una proteina covalentemente unida al
extremo 5' terminal, denominada VPg (Calvertetal., 1991).

El segmento A, de 3100 pares de bases y un peso molecular de 2,5 x
106 (Duncan y Dobos, 1966, Lawrence et al., 1969), codifica para una poliproteina
de 100 kDa, la cual es procesada dando origen a dos proteinas estructurales, el
precursor de VP2 (pVP2), VP3, Y a una proteina no estructural, NS. El orden de
los polipéptidos virales en la poliproteina es NH2-pVP2-NS-VP3-COOH (figura 1)
(Duncan y Dobos, 1966, Duncan et al., 1967). El polipéptido NS ha sido identificado
como la proteasa viral, responsable del procesamiento de la poliproteina
(Lawrence et al.,, 1969). La proteina VP3 se encuentra formando parte de la
nucleocapside, mientras que la proteina VP2 es la que constituye, en forma
mayoritaria, la capside externa (Lawrence et al., 1969). Ademaés la proteina VP2
es la principal responsable de la induccién de anticuerpos neutralizantes del IPNV
(MacDonald y Dobos, 1961, Samil y Munro, 1969, Lawrence et al., 1969). Se ha
identificado en ella dos regiones inmunoreactivas, una que se extiende desde el
aminoacido 99 al 206 y que contiene un epitope muy conservado y la otra que
esta comprendida entre los aminoacidos 207 al 305 Y que corresponde a un epitope
altamente divergente entre las diferentes cepas virales (Barrie et al.,, 1992).

El segmento B, de aproximadamente 2900 pares de bases y un peso
molecular de 2,3 x 106, codifica para el polipéptido de la capside interna o



nucleocapside, VP1 de aproximadamente 90 kDa (figura 1). De acuerdo a su
secuencia nucleotidica se ha sugerido que VP 1corresponderia a la RNA polimerasa
viral. Esta proteina se encuentra presente en dos formas, libre en la nucleocapside
y asociada al extremo 5' terminal del RNA gendémico (MacDonald y Dobos, 1961,
Mertens et al., 1962, Duncanetal. 1991, Calvertet al.,, 1991). Esta ultima forma de
la proteina VP les la denominada VPg (Dobos y Roberts, 1962).

Figura 1: Diagrama de la sintesis de los polipéptidos del virus 1PN.

El virus IPNV se replica en una gran variedad de lineas celulares de
salménidos y no salménidos (Pilcher y Fryer, 1960, Lannan et al.,, 1964). Sin
embargo, las lineas mas comunmente utilizadas para su aislamiento son CHSE-214
(células de embrién de salmén Chinook), FHM {Pinepiiates prometes ), RTG-2
(células de gonadas de trucha arcoiris) y BF-2 (células de fibroblasto de ‘bluegill™).
La eficiencia de produccion de la progenie viral varia segun la linea celular



utilizada siendo la linea celular CHSE-214 aquélla con la cual se obtienen los
mejores resultados (Pilcher y Fryer, 1960, Lannan et al., 1964, MacAllister, 1966).

Los métodos de diagndstico para el virus IPN actualmente en uso pueden
separarse en dos grupos. Aquéllos que miden la respuesta especifica del huésped
al agente viral y aguéllos que detectan directamente la presencia del virus (Amos,
1965, Sanz y Coll, 1992). Para detectar la reaccion del huésped al agente patégeno
generalmente se mide la respuesta inmune (Sanz y Coll, 1992, Mangunwiryo y
Agius, 1993). Por otra parte, los métodos que detectan la presencia del agente
viral requieren de un paso previo de propagacion del virus en lineas de cultivo
celular de peces, para posteriormente identificarlo ya sea por la caracterizacién de
su morfologia mediante microscopia electronica (Kudo et al., 1973), utilizando
técnicas inmunoldgicas (Dea y Elazhary, 1963, Hsu et al., 1969, Nicholson y Caswell,
1962, Dixon y Hill, 1963, Hattori et al., 1964, Rodak et al. 1966, Dominguez et al.,
1991), o por el reconocimiento de sus proteinas o acidos nucleicos (Hedrick et al.
1965, Ganga, 1993, Kusuda et al. 1993, Sanjuan et al.,, 1993)- El diagnéstico del
IPNV involucra entonces, la observacion del efecto citopatico (ECP) al inocular
distintas lineas celulares con un homogeneizado del tejido del pez infectado (Wolf,
1966, Mangunwiryo y Agius, 1993) y la aplicacion posterior de un método
confirmatorio de la presencia viral (Amos, 1965, Sanz y Coll, 1992). Esta
necesidad de amplificar al agente viral a través del cultivo celular incrementa la
dificultad y el tiempo requerido para el reconocimiento final del patégeno (Hsu,
1969, Vogels et al., 1993). Esto tiene especial importancia en el caso de peces
portadores del virus, donde el agente se encuentra en minimas concentraciones,
por lo tanto, se requiere propagar el virus en forma sucesiva, antes de observar la
apariciéon del ECP esperado.

A la fecha no se ha descrito un método de identificaciéon para el IPNV
gue cumpla por si solo con las condiciones requeridas para el diagnéstico del agente
viral. Es por ello que el objetivo de la presente tesis es desarrollar un método de
deteccion para el virus de la necrosis pancreatica infecciosa, rapido y sensible, que
permita, en sélo unas pocas horas, identificar en forma especifica al agente viral
directamente a partir de los tejidos infectados, para asi evitar la propagacion
previa del agente viral por cultivo celular (Saiki et al., 1969, Erlich, 1991). Se
decidi6 desarrollar un método de deteccion para el IPNV, que pudiese ser
implementado en laboratorios ictiopatolégicos como técnica de diagndstico



rutinario de este agente viral. Con este fin se adapté la técnica de la reaccién de
la polimerasa en cadena (PCR), para permitir la amplificacion del dsRNA gendmico

de IPNV.



3. MATERIALES T METODOS.
3.1. MATERIALES.

3.1.2. Reactivos:

American Radiolabeled Chemical Inc.: [a-3P] dCTP.

BIO RAD : Tris, acrilamida, Temed, APS, xilencianol, azul de bromofenol, sacarosa,
N,N'- metilén-bis- acrilamida.

Dupont: Membrana de hibridacion y transferencia Gene Screen Plus.

Fisher Scientific Company : Molibdato de amonio.

GIBCO - BRL : SFB, HEPES, nistatina, marcador de peso molecular (1Kb DNA
ladder), Taqg DNA Polimerasa, DTT, cloruro de magnesio, inhibidor de ribonucleasas
de placenta humana, transcriptasa reversa M-MLV (Moloney murine leukemia
virus), sistema de marcacién partidores multiples (random primers DNA labeling
system ®), Eco-RlI, bolsas de revelado, sistema de purificacién de DNA (Glass Max
DNA isolation Spin Cartridge System ©), sistema de deteccién de acidos nucleicos no
radiactivo (BIUGENE ").

Kodak : Placas X-OMAT K, XK-1.

Laboratorio Chile : Penicilina, estreptomicina.

Merck : Cloroformo, fenol, etanol, hidréxido de sodio, cloruro de sodio, glicerol,
acido clorhidrico, acetato de amonio, formamida, ficoll tipo 400, Na2HPC4 NaHjPCq,
SDS, citrato de sodio, sulfato de magnesio, EDTA, cloruro de magnesio.

Perkin Elmer Cetus : Aceite mineral.

Sigma Chemical Company : DNA de espermio de salmon denaturado, nitrato de
plata, polietilénglicol, actinomicina D, MEM, desoxinucleétidos, dietilpirocarbonato,
BSA fraccion V, sulfato dextran, proteasa (proteinasa K), agarosa, bromuro de
etidio, sec-butanol.

Sudelab : Formaldehido, acido bérico, é&cido acético.

3.1.3- Material Bioldgico :

3.1.3.1. Virus:

a) Virus de la necrosis pancreatica infecciosa (IPNV) : Se utilizé tres
cepas de IPNV, la cepa VR - 299 donada por el Dr. J. L. Fryer, del Departamento de



Microbiologia de la Universidad del Estado de Oregon, Corvallis Oregon, EEU.U.,
la cepa SP, y la cepa Jasper donadas por el Dr. Siba Samal, Escuela de Medicina
Veterinaria de la Universidad de Maryland, College Parle, MD, EEUU. La
seleccién de las cepas se realiz6 considerando que : Spy VR-299 corresponden a las
cepas de mayor incidencia en Europa y Estados Unidos respectivamente
(McAllister, 1966), ademas la cepa VR-299 ha sido aislado desde pisciculturas
nacionales (McAllister y Reyes, 1984, Espinosa et al., 1965)-

b) Rotavirus: Se utilizé la cepa SA1l de rotavirus, donada por el Dr. Eugenio
Spencer, Unidad de Virologia del Instituto de Nutricion y Tecnologia de los
Alimentos, INTA, Universidad de Chile.

c) Virus de la necrosis hematopoiética infecciosa (IHNV) : Se utilizo la
cepa RB-76 de IHNV, donada por el Dr. J. L Fryer, del Departamento de
Microbiologia de la Universidad del Estado de Oregon, Corvallis Oregon, EEU.U..

3.1.3.2. Bacterias:

a) Benibacterium saJmoninarum : Donada por el Prof. Guillermo Figueroa,
Unidad de Microbiologia del Instituto de Nutricion y Tecnologia de los Alimentos
(INTA), Universidad de Chile.

b) Pisciridtettsia salmonis : Donada por el Dr. Pedro Smith, Unidad de
Medicina Preventiva de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias,
Universidad de Chile.

c) Tersinia rucker) : Donada por el Prof. Guillermo Figueroa, Unidad de
Microbiologia del Instituto de Nutricion y Tecnologia de los Alimentos (INTA),
Universidad de Chile.

3.1.3.3. Células : Se utiliz6 la linea celular, de embrion de salmén Chinook
(CHSE - 214), donada por el Dr. J. L Fryer, del Departamento de Microbiologia de la
Universidad del Estado de Oregon, Corvallis Oregon, EEUU, y por el Dr. Juan
Kuznar del Departamento de Bioquimica de la Universidad de Valparaiso,
Valparaiso, Chile.

3.1.3.4. Peces : Los peces empleados en este estudio corresponden a las
especies salmén Coho {Qncorhynchus kisutdh y trucha arcoiris (Oncorhynchus
mykis&. Las muestras de peces infectadas con IPNV se recolectaron entre los
afios 1991-1993 desde pisciculturas nacionales y norteamericanas, estas Gltimas
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muestras fueron donadas por el Dr. Siba Samal, de la Escuela de Medicina
Veterinaria de la Universidad de Maryland, College Park, MD, EEU.U.. Los peces
sanos, utilizados como controles negativos de infeccién, se obtuvieron desde la
piscicultura experimental de la Universidad de Chile, ubicada en Castro, Chilcé.

3.1.3.5. Ovas : Las ovas empleadas en este estudio corresponden a la especie
salmén Coho (Qncoriiynchus kisutdh y fueron donadas por la piscicultura
experimental de la Universidad de Chile, ubicada en Castro, Chiloé.

3.1.4. Oligonucleotido :

3.1.4.1. Partidores : Se seleccionaron siete oligonucleétidos especificos a
partir de la secuencia publicada del segmento A (figura 2), correspondiente a la
cepa Jasper de IPNV (Duncan y Dobos 1966), cuya secuencia, longitud y posicion en
el segmento A se indican en la tabla I. Los oligonucleodtidos designados como P11y
P2, fueron sintetizados por el Dr. Siba Samal, de la Escuela de Medicina
Veterinaria de la Universidad de Maryland, College Park, MD, EEUU. y los
oligonucledtidos designados como I, II, I, IV y V fueron sintetizados por el Dr.
David Valenzuela, de Regeneron Pharmaceuticals Inc., Tarrytown, NY, EEU.U.,
donados posteriormente a la Unidad de Virologia del INTA

Figura 2 : Ubicacion de las secuencias partidoras en el segmento A del
genomio de IPNV.
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TABLA |

SECUENCIAS, CODIGO DE IDENTIFICACION, POSICION EN EL MAPA DE VP2, LONGITUD Y ORIENTACION
DE LOS PARTIDORES

SECUENCIAS PARTIDOR CODIGO DE POSICION EN LA LONGITUD ORIENTACION
IDENTIFICACION SECUENCIA PUBLICADA (mer) DEL PARTIDOR
DE VP2.

5.-CCA ACTGGG TTT GAC AAG CC-3° 1* 618 - 638 20 PARALELO
5'- GTC TCA TTG ACG GGT TCG GC -3* = 861 - 881 20 ANTIPAR ALELO
5- CGG AAA TAC GAC ATC CAG AGC -3 ° = 419 - 430 21 PARALELO
5- TGG CTC CGT TCA TGG ACT GG -3 v 673 - 693 20 ANTIPAR ALELO
5-GCG GTCTGCTGG TTG AGC TGG -3 v * 1055 - 1076 21 ANTIPAR ALELO
5'- GGT CAA CAA CCA ACT AGT GACC -3 P1x* 571 - 593 22 PARALELO
5% GTT GGG ATT GAC TGC GTA AAC -3 p2x=* 991 - 1012 21 ANTIPAR ALELO

** Donacion 4*1 Dr. Siba Santal, Collego of Veterinarg Medicine, Universitg of Margland, College Parle, MD, E.E.U.U.
* Donacion del Dr. David Valenzuela, Regeneron Ph. INC., Tarrgtovn, NY, E.E.U.U..



3-1-5- Sonda :

3.1.5.1. cDNA del segmento A : Se utiliz6 como sonda de reconocimiento un
segmento sintético (cDNA) de 609 pares de bases, complementaria a la regién
comprendida entre los nucledtidos 412 y 1221 de la region que codifica para la
proteina VP2 (cepa Jasper). El segmento clonado en el plasmidio pVLN fue
donado a la Unidad de Virologia del INTA por el Dr. Siba Samal, de la Escuela de
Medicina Veterinaria de la Universidad de Maryland, College Park, MD, EE.U.U..

3-2. METODOS.

3.2.1. Obtencién y caracterizacién de las particulas virales :
3.2.1.1. Propagacién y purificacion viral :

La propagacion de las cepas de IPNV, VR-299 y Sp, se llevo a cabo en células
CHSE-214, cultivadas en botellas de 175 cm2 hasta un 90* de confluencia en
medio minimo esencial Eagle (MEM) a pH 7,3 suplementado con 10* suero fetal
bovino, 100 Ul/ml de penicilina, 100 jig/mI| de estreptomicina y 10 mM Hepes.
Para la inoculacion con el virus, a la monocapa celular se le retiré el medio de
mantencion y se infecté con virus IPN a una multiplicidad de infeccion igual a 1
La adsorcion del virus se realizé por una hora a 15°C en 5 mi de medio de infeccion,
el cual consiste en MEM suplementado con 2* SFB, penicilina 100 Ul/ml,
estreptomicina 100 Ul/ml, Hepes 10 mM. Posteriormente se agregd medio de
infeccion hasta un volumen final de 25 mi. El cultivo infectado se mantuvo a 15°C,
hasta el tercer dia postinfeccién, cuando se observd un 100* de efecto citopético.
(Dobos et al. 1979, Dixon y Hill, 1963, Hsu et al., 1969, Hattori et al., 1994).

El virus se purific6 a partir del sobrenadante de células infectadas a
través del método descrito por Chang y col. (1976) con algunas modificaciones. El
cultivo celular con 100* de ECP fue sometido a tres congelamientos vy
descongelamientos sucesivos. Luego, la suspension de células infectadas fue
centrifugada a 5000 xg por 20 min.. Al sobrenadante obtenido se le agrego
polietilénglicol a una concentracion final de 5* (p/v) y NaCl a una concentracién
final de 2,2* (p/v). La mezcla se agito constantemente durante 12 h a 4°C, siendo
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posteriormente centrifugada a 10.000 xg por 1h. El sedimento se resuspendio
en tampoén IXTNE (I0mM Tris-HCI pHO, 10mM NaCl, ImM EDTA) y se centrifugd
en una gradiente discontinua de sacarosa (Chang et al, 1976, Ganga et al., 1993) a
75.110 xg durante 2 h. El sedimento final se resuspendié en 600 jil de tampodn
IXx TNE, se alicuotdé y se almacendé a -20°C. Finalmente, la verificacion de la
presencia viral se realizd a través de electroioresis del RNA gendmico viral en
geles de poliacrilamida al 6*, (MacDonald y Gower, 1961, Dobos y Roberts, 1962,
Hetricketal., 1963, Kusuda et al., 1993, Ganga et al. 1993), tefiidos posteriormente
con nitrato de plata usando el método descrito por Herring et al.. (1962).

3.2.1.2. Caracterizacion de las particulas virales por microscopia
electronica.

Sobre grillas de 200 mesh, cubiertas con formvar y carbén, se depositd 5 pl de la

fraccion viral parcialmente purificada. La grilla se secé y se tifio con molibdato de
amonio al 3% pH 7,0 por 1min. Posteriormente, las muestras se observaron en
un microscopio electrénico Phillips EM 300 con un aumento de 64.100 x.

3.2.2. Extraccion del RNA genémico de IPNV.

El RNA gendémico viral se extrajo a partir del virus parcialmente purificado desde
células CHSE-214 previamente inoculadas con IPNV (método 3.2.1.1). Al virus
parcialmente purificado, resuspendido en tampén TNE IXx, se le agreg6 un
volumen de solucidon de digestion que consiste en 200 pg/ml de proteinasa K
0.2M Tris-HCI pHO, 1* SDSy 10mM EDTA, y luego la mezcla se incubé a 50°C por
1h.. El RNA se extrajo con un volumen de una solucion cloroformo/fenol (1:1) y
posteriormente se precipité a -20°C por 30 min con 2,5 voliumenes de etanol y
acetato de sodio pH 5.2 a una concentracion final de 0,25 M (Maniatis et al, 1962).
Los acidos nucleicos se colectaron por centrifugacién a 15-000 x g durante 30 min
a 4°C. Finalmente, el precipitado se secO y se resuspendié en 50-200 jil de tampon
TE (1O0mM Tris -HCL, pH 6; 1 mM EDTA, pH 6).
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3.2.3. Determinacién de la concentracion del (ds)RNA viral extraido.

Diferentes volumenes (50 - 200 jil) del acido nucleico resuspendido en
tampon TE pH 6,0 obtenido a partir de virus parcialmente purificado, se llevaron
a un volumen final de 1 mi con tampén TE vy se procedi6 a determinar su
absorbancia a 260 nm en un espectrofotometro Shimadzu UV-160. Se calculd la
concentracion del dsRNA, basandose en la relacion que establece que 10D a
una longitud de onda de 260 nm equivale a 60 pg de (ds)RNA (Berry y Samuel
1962). También se determind la absorbancia del acido nucleico extraido a las
siguientes longitudes de onda : 325 nm, 260 nmy 230 nm. Las longitudes de 325
y 230 se utilizaron como indicadores de la limpieza de las cubetas y reflejo de la
contaminacién producida debido a residuos organicos, respectivamente. La relacion
de absorbancias 260/260 se utiliz6 como indice de pureza respecto a proteinas
presentes (Ausubel etal., 1991).

3.2.4. Analisis de las muestras de peces mediante cultivo celular.

Con el fin de seleccionar las muestras de tejidos infectados en forma
natural con IPNV, una serie de peces de cultivo que presentaban signos clinicos
asociables a la enfermedad producida por este virus, fueron procesados segun esta
descrito en "Procedimientos para la deteccion e identificaciéon de ciertos patégenos
de peces de la sociedad americana de piscicultores” (Amos, 1965)- Los
homogeneizados de los tejidos, previamente tratados con antibiéticos, fueron
inoculados en monocapas de células CHSE-214 cultivadas en placas de 6 pocilios de
2cm?2 de superficie (método 3.2.1.1).

La evolucion de la infeccidon se siguid por 14 dias. En el momento de
observar efecto citopatico, se confirmé la presencia del virus mediante
electroforesis del RNA genémico viral (método 3.2.1.1). Si dentro de los 14 dias no
se observaba efecto citopatico, se realizaba otro pasaje inoculando una nueva
monocapa de células CHSE-214, con el sobrenadante celular, siguiendo el mismo
procedimiento antes descrito.
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3.2.3- Infeccion experimental de ovas de salmén Cobo.

Ovas de salmén Coho al estado de ojo se infectaron con IPNV en forma
experimental segun el protocolo descrito por Brown et al. (1990). Cada ova se
microinyecté con aproximadamente 2ng de virus IPN parcialmente purificado
(método 3.2.1.1.) y posteriormente se conservaron a -20 °C hasta su utilizacion.

3.2.6. Tratamiento del tejido para ser utilizado directamente en la
reaccion de amplificacion.

Las muestras de tejido de trucha arcoiris y salmén Coho se sometieron a
tres sucesivos congelamientos y descongelamientos. El tejido, luego se homogenizé
en un volumen minimo de 0,2 M Tris-HCI (pH6-5) y 0,1 M EDTA, y se centrifugé
a 6000 x g por 5 min.. El sobrenadante obtenido se traté con 0,2 volumenes de
una solucion de digestiéon modificada que contiene 0,75 M KC,, 30mM MgCI2, 100
mM DTT, 1mg/ml de proteinasa K y 4,5 8(v/v) Tween 20. La mezcla se incubé
primero a 55°C por 1h y luego, con el objeto de denaturar la proteasa, se incubo
a 95°C por 15 min La mezcla de reaccion final fue concentrada al volumen deseado
por lavados sucesivos con sec-butanol y finalmente, la mezcla se incubd a 40°C por
10 min con el objeto de eliminar el exceso de sec-butanol.

3.2.7. Meétodo general de transcripcion reversa y amplificacion génica
por la reaccion de la polimerasa en cadena (RT-PCR).

Como templado de la reaccion RT-PCR se utilizO RNA genémico de IPNV
extraido a partir de cultivo celular y resuspendido en tampén TE pH 6,0 (método
3.2.3). Para el caso de las muestras de tejido, se utilizé en forma directa el tejido
tratado segun el método descrito en 3-2.4. Un volumen de 2 jil de templado se
mezcld directamente con ambos partidores (paralelo y antiparalelo), 0,5 jiM de
cada uno y la mezcla se cubrié con 2-3 gotas de aceite mineral. La denaturacion
del (ds)RNA se realizé llevando la mezcla a 104 °C por 5 min (Stephens y Hetrick,
1963) Y luego se enfrié en forma rapida a 0 °C en hielo (Cohén et al.,, 1973). Alla
mezcla fria se le agreg6 la solucién de transcripcion inversa que contiene 10mM
Tris-HCI pHO, 3,75 mM MgCI2 50 mM KCL, ImM de cada desoxinucle6tido (dATP,
dCTP, dGTP y dTTP), 2,5 U/jil de transcriptasa inversa MMLV (virus de la leucemia
murinica de Moloney) y 1 U/jil de inhibidor de RNAsas de placenta humana. La
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sintesis de cDNA se llevo a cabo a 45°C por 15 min., seguidos por una incubacién a
99°C por 5 min, con el objeto de inactivar la enzima y liberar el cDNA. La mezcla se
enfrio a 37°C, temperatura a la cual se le agregd la solucion tampén de PCR que
contiene 10mM Tris-HCI pH6, 2mM MgCI2 Yy 50mM KCL en un volumen final de
100 jil. Luego, la mezcla se incubd a una temperatura de 94°C por 5 min, vy
finalmente se la agregdé 2,5 U de Taq DNA polimerasa. El protocolo general de la
reaccion de amplificacion consistiéo en 30 ciclos, de tres etapas cada uno, las que
corresponden a la etapa de denaturacion del templado, 1 min a 92°C, la etapa de
apareamiento de los partidores a las hebras de DNA denaturadas, 2 min a 55°C Yy
la etapa de extensiéon de la hebra en formacién, 3 min a 72°C. Una vez concluida
la reaccién de amplificacién, con el fin de invertir la fase acuosa respecto a la fase
organica (aceite mineral), se agregé a cada tubo de reaccion 1 volumen de
cloroformo y se centrifugé a 1000 xg por 2min..

3.2.6. Analisis de los productos de amplificacion.

3.2.6.1. Ildentificacion de los productos de amplificacibn por
electroforesis en geles de poliacrilamida al 12X.

Una alicuota de 10 jil de la fase superior acuosa obtenida al finalizar la reaccion de
amplificacion RT-PCR, se mezclé directamente con el tampdén de muestra (0,25*
azul de bromofenol, 0,25* xylencianol, 2,5* ficoll tipo 400, en agua destilada y
se sometio a una electroforesis en geles de poliacrilamida (Sarkar et. al., 1992). La
electroforesis se llevo a cabo utilizando el sistema de Laemmli (Laemmli 1970),
en un gel poliacrilamida al 12 % de 20 cm x 16 cm a 150 V durante 5 i a
temperatura ambiente o bien en un mini-gel de poliacrilamida al 12 %de 5cm x 5
cm a 100 V por 1 h., omitiendo el uso SDS en todas las soluciones. Una vez
concluida la electroforesis, el gel se tifid con nitrato de plata, siguiendo el
protocolo descrito por Herring et al.. (1962).

3.2.62. Identificaciobn de los productos de amplificacion por
hibridacién.

Los productos de amplificacién obtenidos a partir de la reaccion RT-PCR
para IPNV, fueron sometidos a una electroforesis en un gel de poliacrilamida 12 %
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no denaturante, y luego se transfirieron a una membrana de nylon (GeneScreen
Plus, Dupont) en una camara de transferencia Bio-Rad, durante 12 h a I00OmA,
siguiendo los protocolos descritos por Maniatis et al (1952) y Ausubel et al. (1991).
Al finalizar la transferencia, la membrana de nylon se sumergié en una solucién 0,4
M NeONdurante 10 min., para asi asegurar la completa denaturacion del DNA
inmovilizado. Para neutralizar el nylon, éste se lavd en una solucion 2X SSPE (20
mM NafyPCU (pH7,4), 20 mM EDTA (pH7,4), 0,36 M NaCl) durante 10 min.  Sin
secar, la membrana se prehibridé y luego hibrid6 siguiendo los protocolos
descritos por Ausubel etal. (1991). Como sonda de hibridacion se utilizé el cDNA
clonado en el plasmidio pVLN el que se recuperé por digestion enzimética con la
enzima Eco Rl (Maniatis et al, 1962). La mezcla de digestion se sometio a
electroforesis en un gel de agarosa de bajo punto de fusiéon al 1*, a 4°C durante 2 h
y a 75V (60 mA), en tampodén TAE Ix (40 mM Tris-acetato ph6, 2 mM EDTA). E
segmento que correspondia al inserto fue cortado y se recuper6 segun el método
descrito por Maniatis et al (1962).

Una fraccion del inserto se marco no radiactivamente con biotina a través
de la reaccion de marcacion con la enzima TdT, la cual se llevé a cabo en un
volumen final de 50 |il que contenia 3ug del segmento de cDNA de 609 pares de
bases utilizado como sonda, 1 X de tampdn de marcacion TdT (100 mM cacodilato
de potasio pH 7,2, 2 mM de cloruro de cobalto Il, 0,2 mM ditiotreitol), 100 mM
dATP-7 biotinay 15 U de TdT. La mezcla de reaccion se incubd por 4 h a 37°C. La
reaccion se detuvo con la adicién de EDTA hasta una concentracion final de 100
mM (Maniatis et al, 1962, Ausubel etal, 1991). La sonda marcada fue purificada
utilizando el sistema de purificacibn de DNA GlassMax®. La sonda fue
posteriormente almacenada a -20°C hasta su utilizacién. La otra fraccion del
inserto, se marcé radiactivamente a través del método de partidores multiples, en
un volumen final de 50 jil, siguiendo el protocolo indicado por el fabricante del
sistema de marcacion. Finalmente la sonda marcada fue purificada utilizando el
sistema de purificacion de DNA Glass Max®.

Cuando se utilizé la sonda radiactiva para el ensayo de hibridacion, el
revelado se realizé mediante la técnica de autorradiografia y para el caso de la
sonda biotinilada, la deteccion del hibrido biotinilado se realizé utilizando el
sistema de revelado Bluegene ®



3-2.6-3- Reconocimiento de los productos de RT-PCR por amplificacion
anidada.

Los productos obtenidos en la reaccion RT-PCR se utilizaron en forma
directa como templados de otra reacciéon de PCR.  Alicuotas de 2 jil de los
distintos productos de amplificacion de la reaccién RT-PCR se combinaron con
diferentes partidores internos (0,5 iiM de cada uno), cuyas secuencias estan
contenidas en el producto utilizado como templado, y se le agrego6 luego la mezcla
de PCR (ImM de dATP, ImM de dTTP, ImM de dCTP, ImM de dGTP, IOmM Tris-
HCl pHO, 50mM KQ, 5 mM MgCIi). Esta solucién se incub6 94°C por 5 min, al
final de los cuales se agregé 2,5 U de Tag DNA polimerasa. La reaccion de
amplificacién se llevo a cabo utilizando el protocolo descrito en el punto 3-2.7. Los
productos de amplificacion de la reaccion de PCR anidado se visualizaron en geles
de poliacrilamida al 12 % (método 3.2.6.1).
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4. RESULTADOS :
4.1. Obtencion vy caracterizacién de las particulas virales.

Con el fin de establecer las condiciones de la reaccion de transcripcion
inversa y posterior reaccion de la polimerasa en cadena para obtener productos
de amplificacion especificos, se utiliz6 como templado inicial de la reaccion RT-PCR
el RNA gendmico extraido a partir de la cepa Sp de IPNV propagada en células
CHSE-214. La progenie viral obtenida de la infeccidon celular se caracterizé tanto
por la visualizacion del efecto citopatico sobre las monocapas de células CHSE-214,
como por microscopia electronica, y por electroforesis de su genomio en geles de
poliacrilamida.

El efecto citopatico (ECP) caracteristico producido por IPNV en células
CHSE-214 comienza con un alargamiento celular generalizado en la monocapa,
luego la célula pierde su forma, para finalmente adquirir una forma redondeada
(Samil y Munro, 1989). Al cabo de 48 h post infeccibn se observa un
desprendimiento parcial de la monocapa celular, el cual se completa
aproximadamente a las 72 h post infeccion, 100% de ECP. En el panel B de la
figura 3, se observa una monocapa de células CHSE-214 con el ECP caracteristico de
IPNV, el cual se puede comparar con el control de células sin infectar mostrados en
el panel A. Una vez reconocido el ECP producido por el virus IPN, éste se purificd
parcialmente a partir del sobrenadante de las células infectadas y las particulas
virales obtenidas se caracterizaron por microscopia electréonica. En la figura 4, se
observa una fotografia obtenida al microscopio electronico de las particulas virales
parcialmente purificadas. Estas no poseen envoltura y presentan una sola capside
de estructura icosaédrica, con un didmetro promedio de 60 nm, lo que es
caracteristico del virus IPN. Finalmente, basdndose en el hecho que el genoma
viral de IPNV presenta un patron de migracion caracteristico en geles de
poliacrilamida al 6%, el cual es diferente para las distintas cepas virales, se
caracterizd en estos geles el RNA de doble hebra bisegmentado de IPNV. E
resultado se puede observar en la figura 5 donde el patron de migracion del RNA
gendmico de las cepas Sp y VR-299 se puede visualizar en los carriles 1y 3
respectivamente, mientras que una coelectroioresis de ambas puede observarse
en el carril 2. En la coelectroioresis (carril 2), se puede observar claramente la
diferencia en la movilidad electroforética del genoma de ambas cepas virales. El
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primer segmento de la cepa Sp presenta una mayor movilidad electroforética en
relacion al primer segmento de la cepa VR-299, mientras que para el segundo
segmento la relacion comparativa es inversa.
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Figura 3 : Identificacién del efecto citopatico del virus IPNV en la
linea celular CHSE-214. Monocapas de células CHSE-214 se infectaron con el
virus IPN cepa Sp y se incubaron a 15°C durante 10 dias. Las monocapas se
observaron diariamente al microscopio Optico a fin de identificar el ECP viral. El
panel (A) corresponde a una monocapa de células CHSE-214 sin infectar y el
panel (B) a una monocapa de células CHSE-214 infectada con virus IPN, con
aproximadamente un 90£ ECP. Ambos paneles corresponden a una fotografia al
microscopio optico con un aumento de x 200.
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Figura 4 : Microiotografia de particulas virales de IPNV. Micrografia
de una suspension de particulas virales parcialmente purificadas tefiidas con
molibdato de amonio al $ pH 7,0 (tincidon negativa).

Se observa capsides vacias (CV) y virus completo (VC). La barra corresponde a 50
nm.
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Figura 5 : Caracterizacion del genomio viral en geles de poliacrilamida.
Patron de migracién del RNA gendmico de dos cepas de IPNV observado en geles
de poliacrilamida al 6*, tefiildos con nitrato de plata. El carril 1 corresponde a
aproximadamente 2ng de RNA genomico de IPNV cepa VR-299. El carril 3
corresponde a aproximadamente 2ng RNA genomico de IPNV cepa Sp. El carril 2
corresponde a una coelectroioresis de RNA gendmico de ambas cepas (2 ng de
dsRNA cada una). Las flechas indican ambos segmentos gendmicos de IPNV.
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4.2. Reaccion de RT-PCR.

Una vez caracterizada la progenie viral obtenida de la infeccion de las
células CHSE-214, se utiliz6 el RNA gendmico de estas particulas de IPNV como
templado inicial de la reaccion RT-PCR. Se procedi6 a determinar si los distintos
pares de oligonucleétidos, seleccionados desde la region codificante de la proteina
viral VP2, al ser utilizados como partidores de la reaccion de transcripciéon inversa
y posteriormente como partidores de la reaccion de PCR daban origen a los
productos de amplificacién esperados (Tabla Il). Como templado de la reacciéon de
amplificacion se utilizO RNA extraido de virus parcialmente purificado a partir de
células CHSE-214 infectadas con virus IPN de la cepa Sp. Como control negativo
de la reaccién de transcripcion inversa y posterior amplificacion, se utilizé los
acidos nucleicos totales extraidos a partir de células CHSE-214 sin infectar. Los
productos de amplificacién obtenidos en la reaccién RT-PCR se sometieron a una
electroforesis en geles de poliacrilamida al 12*, los cuales posteriormente se
tifieron con nitrato de plata. Como se puede observar en el gel de la figura 6, al
utilizar los pares de oligonucleétidos (I-11), (II1-1V), (PI-11), (P1-P2) y (I11I-V)
como partidores de la reaccion de RT-PCR (carriles 2 al 6 respectivamente), se
obtiene una sola banda claramente identificare, que presenta el tamafo esperado
para el producto de amplificacién en cada uno de los casos.

TABLA 11

COMBINACION DE PARTIDORES, LONGITUD DEL PRODUCTO ESPERADO,
POSICION DEL PRODUCTO EN LA REGION QUE COOFICA PARA VP2.

COMBINACION DE LONGITUD (pb) UBICACION DEL
PARTIDORES DEL PRODUCTO PRODUCTO EN LA
ESPERADO REGION CODIFICANTE DE VP2
1- 1 263 618 - 881
m- v 274 419 - 693
PL- I 310 571 - 881
PL- P2 441 571 -1012
m- v 657 419 -1076

25



Figura 6 : Caracterizacion de los productos de amplificacion RT-PCR en
geles de poliacrilamida. Los productos de amplificacion RT-PCR obtenidos al
utilizar los distintos pares de partidores, fueron sometidos a una electroforesis en
geles de poliacrilamida al 12* y posteriormente visualizados por tincién con nitrato
de plata. El carril 1 corresponde al marcador de tamafio molecular (1 Kb DNA
ladder). Los carriles 2 al 6corresponden al producto de amplificacion originado al
utilizar como partidores de la reaccion los oligonucleétidos (I-11), (11I-1V), (P I-11),
(P1-P2) y (I11-V) respectivamente. En cada carril se cargd un décimo del volumen
final de reaccion. El carril 7 corresponde al dsRNA gendmico de la cepa SA 11 de
rotavirus utilizado como segundo marcador de peso molecular.
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Con el fin de mejorar la visualizacién del producto de amplificacion se
efectud un ensayo de PCR utilizando cantidades variables de ciclos de amplificacién
que van desde 0 a 50 ciclos. La figura 7 muestra el resultado obtenido al
amplificar 1,5 ng del RNA genémico de IPNV. Se selecciond 30 ciclos como el
numero maximo de ciclos de amplificaciébn para este ensayo. En los carriles 6 al
14 de la figura 7 se puede observar un aumento progresivo cualitativo del
producto de amplificacion por ello cabe esperar que el carril 10 represente el
nuamero de ciclos con la mayor formacion de producto de amplificacién esperado
obtenido durante la fase exponencial de amplificacion con la menor formacién de
producto inespecifico.
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Figura 7 : Optimizacién del numero de ciclos de amplificacion para la
reaccion RT-PCR. Electroforesis en un gel de poliacrilamida al 12 % de los
productos de amplificacién obtenidos al realizar el ensayo de PCR con diferente
nuamero de ciclos, utilizando como partidores los oligonucleétidos (111-V). El carril 1
corresponde al marcador de tamafio molecular. El carril 2 corresponde al control
negativo de amplificacion, 2 ng de acido nucleico extraido de células CHSE-214 sin
infectar. Los carriles 3 al 14 corresponden al producto de amplificacion originado a
partir de 1,5ng de dsRNA viral al cabo de 0, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 vy
50 ciclos de amplificacion.
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4.3- Identificacion de los productos de amplificacién de la reaccidon
RT-PCR mediante hibridacion y PCR anidado.

El resultado anterior sugiere que el producto de amplificacion obtenido
con cada par de partidores, podria corresponder, para cada caso, al producto de
amplificacién esperado. Sin embargo, a continuacion se efectuaron experimentos
de hibridacion y PCR anidado para comprobar si el producto obtenido
efectivamente correspondia a la amplificacion de la zona delimitada por los
partidores.

4.3.1. Identificacion de los productos de amplificacion mediante
hibridacion.

La hibridacion se realizé utilizando una sonda de 609 pb que contiene la
secuencia nucleotidica de la zona del genoma viral, de la cual se seleccionaron los
partidores. Ya que la sonda, correspondiente al cDNA de la proteina VP2, estaba
inserta en el plasmidio VLN, previo a su uso ésta debi6 ser aislada, purificada y
luego marcada (figuras 5y 9 ). Para ello el plasmidio se sometié a una digestiéon
enziméatica con Eco Rl y posteriormente el inserto se recuperé purificAndolo a partir
de un gel de agarosa al 1* de bajo punto de fusion. En la figura 6 se muestra el
resultado final de estos experimentos. A continuacién, una fraccion del cDNA
aislado fue marcada en forma radiactiva con dCTP-[32°] y posteriormente
purificado. La figura % corresponde a una autorradiografia de un gel de agarosa al
[%6 en el que se someti6 a una electroforesis tanto el inserto marcado
radiactivamente (carril 3) como el inserto no marcado (carril 2).
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Figura & : Electroforesis en gel de agarosa del segmento de cDNA
aislado a partir del plasmidio VLN. Se efectué una electroforesis en un gel
de agarosa al \%, cargandose como muestras en el carril 1 300 ng de DNA del
plasmidio VLN sin digerir, en el carril 2: 2 ng del DNA del plasmidio recombinante
digerido con EcoRI, y en el carril 3: 100 ng del inserto aislado. La electroforesis
se realiz6 a 100 V por 3 h. Posteriormente el gel se tifid con bromuro de etidio (0.5
pg/ml). La flecha indica la posicion de la sonda.
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Figura 9 : Deteccion de la marca radiactiva de la sonda de cDNA por
autorradiografia. La sonda de cDNA de 609 pico se marcé radiactivamente con
32p por el método de partidores multiples. Posteriormente, para verificar la
marcacion, la sonda se sometié a una electroforesis en geles de agarosa al 1* y
luego a una autorradiografia. El Panel A muestra el gel de agarosa al 1* tefiido
con bromuro de etidio, el carril 1 corresponde a 2 jig de DNA del plasmidio
recombinante digerido con Eco Rl en donde el inserto esta sin marca; el carril 2
corresponde a aproximadamente 1 ng de la sonda aislada y marcada
radiactivamente; el carril 3 corresponde a 1 pg de DNA del plasmidio sin digerir.
El Panel B ; corresponde a una autorradiografia de tres horas de exposicién, del
gel de agarosa al 15Spresentado en el panel A. Las flechas indican la posicion de la
sonda.
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Finalmente se efectu6 la hibridacion de los productos amplificados
utilizando la sonda radiactiva. Para esto, los productos de amplificacion obtenidos
al utilizar los distintos pares de partidores en la reaccion RT-PCR se sometieron a
una electroforesis en un gel de poliacrilamida al 12 % ( figura 10, panel A), y
posteriomente se transfirieron desde el gel a una membrana de nylon la que se
incub6 con la sonda marcada radiactivamente. Como se muestra en el panel B de
la figura 10, que corresponde a una autorradiografia de la membrana hibridada,
la sonda hibridé con cada uno de los productos obtenidos en el ensayo de
amplificacion. Este resultado permite establecer que los productos de
amplificacién contienen secuencias complementarias a la sonda de cDNA utilizada
en la hibridacion.
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Figura 10 : Identificacién de los productos de amplificacién RT-PCR por
hibridacion. Los productos de amplificacion RT-PCR obtenidos al utilizar los
distintos pares de partidores fueron sometidos a una electroioresis en geles de
poliacrilamida al 12% posteriormente se transfirieron desde el gel a una
membrana de nylon y se hibridaron con la sonda marcada radiactivamente. El
Panel A muestra el gel de poliacrilamida al 12% tefiido con nitrato de plata: el
carril 1 corresponde al marcador de tamafo molecular (1 Kb DNA ladder), los
carriles 2 al 6 corresponden al producto de amplificacion originado al utilizar los
oligonucleétidos (I-11), (111-1V), (PI-11), (P1-P2) y (111-V) como partidores de la
reaccion de amplificaciéon RT-PCR y el carril 7 corresponde al dsRNA gendémico de
la cepa SA 11 de rotavirus. El Panel B muestra la autorradiografia de la
hibridadaciéon Southern del gel del panel A
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4.3.2. ldentificacién de los productos de amplificacion por medio de la
reaccion de PCR anidado.

Como una segunda aproximacion para comprobar que los productos de
amplificaciéon presentan un secuencia igual a la esperada se procedi6 a efectuar
un ensayo de PCR anidado. Este experimento consistio en efectuar una primera
ronda de amplificacién usando como templado el RNA gendmico de IPNV y como
partidores los oligonucleétidos (111-V), (P1-P2) y (PI-11). En seguida, el producto
de esta primera reaccion se utilizO6 como templado en una segunda ronda de
amplificaciones, usando ahora como partidores internos los oligonucledtidos (I-11)
y (PI-11), que delimitan una region de amplificacion que debiera estar contenida
en los productos originados en la primera ronda de amplificacion. Como control
negativo de este ensayo, se utilizdé el &cido nucleico total extraido a partir de
células CHSE-214 sin infectar. En la figura 11 se muestra una comparacion entre
los productos obtenidos en la reaccion de PCR anidado (carriles 6 al 13) y los
productos que se obtienen en un ensayo RT-PCR, al utilizar como partidores los
oligonucleétidos (I-11) y (PI-11) y como templado de la reaccion, el RNA genémico
de IPNV. Se observa que los productos generados en ambos ensayos presentan
igual tamano, esto sugiere que los productos originados en la primera ronda de
amplificacion contienen al menos algunas de las secuencias comprendidas en el
templado genémico original.
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Figura 11 : Identificacion de los productos por medio de PCR anidado.
Electroioresis en un gel de poliacrilamida al \2% en que se muestran los productos
originados al utilizar como partidores los oligonucleotidos (I11-V), (P1-P2) y (PI-11)
y como templado el RNA genémico viral. Ademas, se observan los productos de
reamplificacion respectivos, originados al utilizar como partidores internos los
oligonucledtidos (I-11) y (PI-11). El carril 1corresponde al marcador de tamafio
molecular. Los carriles 2 y 4 corresponden a los controles positivos, productos
de la amplificacion de 2 ng de RNA viral, utilizando como partidores los
oligonucleétidos (I-11) y (PI-11), respectivamente. Los carriles 3y 5 corresponden
a los controles negativos, productos de amplificacion de 2 ng de acido nucleico
total extraido de células CHSE-214 sin infectar, utilizando como partidores los
oligonucleétidos (I-11) y (PI-11) respectivamente. Los carriles 6, 9 y 12
corresponden a los productos de amplificacién (P) al utilizar como templado 2 ng
de RNA viral y como partidores los oligonucleétidos (111-V), (P1-P2) y (PI-11)
respectivamente. Los carriles 7 y 6 corresponden a productos de reamplificacion
al utilizar como templado el producto P(IlI-V) y como partidores los
oligonucleétidos (I-11) 'y (PI-11) respectivamente. Los carriles 10 y 11
corresponden a los productos de reamplificacién al utilizar como templado el
producto P(P1-P2) y como partidores los oligonucledtidos (I-11) y (PI-11)
respectivamente. El carril 13 corresponde al producto de reamplificacion al
utilizar como templado el producto P(PI-I11) y como  partidores los
oligonucleétidos (I-11).
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4.4. Amplificacibn mediante RT-PCR del RNA gendmico de tres cepas
de IPNV.

Ya que los oligonucleétidos utilizados como partidores en la reaccién
RT-PCR se seleccionaron desde una region del genomio viral de IPNV establecida
como conservada, se podria esperar que este método de identificacion RT-PCR
desarrollado para este agente viral permitiera reconocer diferentes cepas virales.
Con el fin de confirmar este supuesto, se realiz6 un ensayo de amplificacion usando
como templado de la reaccion el RNA gendmico viral extraido desde tres cepas de
IPNV de diferentes serotipos y genotipos : Sp, VR-299 y Jasper. Como control
negativo del ensayo se utilizé el acido nucleico total extraido a partir de células
CHSE-214 sin infectar. Los productos resultantes de este experimento se ordenaron
en cinco grupos, dependiendo del par de oligonucleétidos utilizado como partidor
en la reaccion, y se sometieron a una electroforesis en geles de poliacrilamida al
12*.  En la figura 12, se puede observar que para cada par de partidores se
obtiene un producto de amplificacion Unico y del tamafio esperado y cuya
movilidad electroforética es idéntica para las tres cepas de IPNV. Este resultado
sugiere que para las tres cepas virales se obtiene el mismo producto de
amplificacion al utilizar un mismo par de partidores. A continuacién, con el fin
de comprobar que los productos obtenidos al amplificar los distintos templados
presentaban semejanza con la zona originalmente amplificada se efectuaron
experimentos de hibridacion, en forma similar a lo descrito en el punto 4.3.1.. Se
utilizd en este caso la sonda de cDNA sintética de 609 pb marcada con biotina,
marcacion que se verifico como se muestra en la figura 13.
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Figura 12: Amplificacion del RNA gendmico de tres cepas de IPNV
mediante RT-PCR. Electroforesis en geles de poliacrilamida al 12* de los
productos de amplificacion generados al utilizar como templado 2ng de RNA viral
proveniente de tres cepas distintas de IPNV y como partidores de la reaccion RT-
PCR los cinco pares de oligonucleotidos. Para los 5 grupos el carril M corresponde
al marcador de tamafio molecular, el carril 1 corresponde al control negativo de
amplificacién (acido nucleico total extraido a partir de células CHSE-214 sin
infectar). Los carriles 2, 3y 4 corresponden al producto de amplificacion obtenido
al utilizar como templado, en la reaccion de amplificacién, el RNA genémico de
IPNV de las cepas Jasper, Sp y VR-299 respectivamente. Posteriormente los
geles se tifleron con nitrato de plata.
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Figura 13 : Verificacién de la marcacion no radiactiva de la sonda de
cDNA. Membrana de nylon en la que se fij6 aproximadamente 2 ng de cDNA
marcado con biotina (pocilio 1); 2 ng del cDNA sin marcar (pocilio 2) y en el
pocilio 3, se cargd DNA control positivo del sistema comercial de deteccion de
acidos nucleicos utilizado (BIUGENE ").
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El producto de amplificacién que se obtiene utilizando el RNA genémico
de las cepas Sp, VR-299 y Jasper como templado de la reaccidon, se sometié a una
electroforesis en geles de poliacrilamida al 12* (Figura 14, panel A) vy
posteriormente los productos se transfirieron desde el gel a una membrana de
nylon, la que luego se incubd con la sonda marcada con biotina. Como se muestra
en el panel B de la figura 14, la sonda hibridé con cada uno de los productos
obtenidos en el ensayo de amplificacion, resultado que permite establecer que los
productos de amplificacion contienen secuencias complementarias a la sonda de
cDNA utilizada en la hibridacion.
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Figura 14 : Ensayo de hibridacién de los productos de amplificacion
obtenidos a partir de RNA genémico de tres cepas de IPNV diferentes.
Los productos de amplificacion RT-PCR obtenidos al utilizar los &cidos nucleicos de
diferentes cepas de IPNV como templado y los oligonucledtidos (l11-V) como
partidores, fueron sometidos a una electroforesis en geles de poliacrilamida.
Posteriormente los productos se transfirieron a una membrana de nylon y se
hibridaron con la sonda biotinilada. Panel A ; Corresponde a la electroforesis de
los productos de amplificacién en un gel de poliacrilamida al 12 %tefiido con plata.
El carril 1 corresponde al marcador de tamafo molecular (1 Kb DNA ladder). Los
carriles 2 al 4 corresponden al producto de amplificacion originado al utilizar los
acidos nucleicos de las cepas Jasper, Spy VR-299 como templados de la reaccion.
El Panel B ; corresponde a la hibridacién de los productos de amplificacion
mostrados en el panel A. El ensayo de hibridacion con la sonda marcada con
biotina se reveldé por medio de una reaccion colorimétrica.
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4.5. Especificidad del ensayo RT-PCR.

Para determinar la especificidad del ensayo se realizé la reaccion de RT-
PCR utilizando como templado aproximadamente 2ng del acido nucleico total de
JteD jfaeterjiutt salmoninarum, del Virus de la necrosis hematopoiética infecciosa,
de Piscirickettsia saJmonis y de Yarsmia ruckarl extraidos segun el método
descrito en Métodos 3.2.2.. Como partidores de la reaccion se utilizo el par de
oligonucledtidos (I11-V) y como control negativo en la amplificacion se utiliz6 el
acido nucleico total extraido a partir de células CHSE-214 sin infectar. El resultado
del ensayo se muestra en la figura 15- Se puede observar que no existe producto
de amplificacion al utilizar como templado de la reaccién de amplificacién RT-PCR
el &cido nucleico de Ranibaeterium samoninarum (carril 4), del Virus de la
necrosis hematopoiética infecciosa (carril 5), de Piscirickettsia sahnonis (carril 6)
y de Yarsiniaruckeri (carril 7). Sin embargo, al utilizar acido nucleico de IPNV,
ya sea extraido a partir de virus parcialmente purificado o bien utilizando
directamente el &cido nucleico de células CHSE-214 inoculadas con el virus IPN con
un 90* de ECP, se puede observar una clara banda que corresponde al producto de
amplificacion esperado en el ensayo (carriles 2 y 6 respectivamente). Este
reultado permite establecer que el método reconoce en forma especifica el genomio
de IPNV, sin que interfieran en la reaccion los otros patdgenos ensayados
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Figura 15 : Especificidad del método RT-PCR para la identificacion de
IPNV. Electroforesis en un gel de poliacrilamida de los productos de amplificacién
generados al utilizar como templados en la reaccién de amplificaciéon los genomios
de cinco patégenos marinos. Como partidores de la reaccion se utilizd el par de
oligonucleétidos (I11-V). El carril 1 corresponde al marcador de tamafio molecular.
Los carriles siguientes corresponden a los productos de amplificaciéon generados a
partir de 2ng del acido nucleico extraido desde : carril 2; IPNV parcialmente
purificado, carril 3; células CHSE-214 sin infectar, carril 4; Virus de la necrosis
hematopoiética infecciosa, carril 5; Ranibacterium saJmoninarum, carril 6
Pisurickettsta salmonis, carril 7; Yersinia ruckeri, y el carril 6 corresponde al
producto de amplificacion al utilizar como templado 2 ng de &cido nucleico total
extraido de células CHSE-214 infectadas con IPNV. El gel fue tefiido con nitrato de

plata.
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4.6. Sensibilidad del ensayo RT-PCR.

Para evaluar la sensibilidad del método se realizé la reaccion de RT-PCR
utilizando como templado concentraciones crecientes del RNA gendémico viral
(cepa Sp) y como partidores de la reaccion de amplificacion el par de
oligonucleétidos (I111-V). El rango de concentracion de RNA gendmico viral
utilizado en el ensayo fue desde 250 fg a 1 ng, la que se determiné
espectrofotométricamente. Como control negativo de amplificacion se utilizo el
acido nucleico total extraido a partir de células CHSE-214 sin infectar. Como se
muestra en la figura 16, el limite de deteccién de la reaccion RT-PCR, al visualizar
el producto por electroforesis en acrilamida (Material y métodos 3.2.6.1X
corresponde a una cantidad inicial de templado de 1pg de RNA gendmico.
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Figura 16 : Sensibilidad del ensayo RT-PCR. Electroforesis en un gel de
poliacrilamida al 12$ de los productos de amplificacion originados al utilizar como
templado distintas concentraciones de RNA gendémico de IPNV (cepa Sp), y como
partidores los oligonucleétidos (I11-V). El carril 1 corresponde al marcador de
tamafo molecular. El carril 2 corresponde al producto de amplificaciéon de 2 ng de
acido nucleico total extraido de células CHSE-214 sin infectar. Los carriles 3 al O
corresponden al producto de amplificacién originado al utilizar 250 fg, 500 fg,
Ipg, 10 pg, 100 pg y 1 ng de RNA gendmico viral como templado inicial de la
reaccion. En cada carril se cargé un décimo del volumen final de la reaccion de
amplificacion. El gel fue tefiido con nitrato de plata.
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4.7. Deteccion de IPNV directamente de tejidos infectados utilizando
el ensayo RT-PCR.

Una vez obtenidas las condiciones de especificidad y sensibilidad en el
ensayo de amplificacion RT-PCR se procedié a realizar un estudio de campo
utilizando el método desarrollado para la deteccion de IPNV, directamente en el
tejido de peces infectados. En estos experimentos se utiliz6 como muestras los
riflones y los bazos, de dos especies de salmdénidos : trucha arcoiris (Q nmrhynchus
m ykisé) y salmoén coho (O ncorhyndiuskisutcJh, cuyas edades fluctuaban entre las
dos semanas y los tres meses. Para seleccionar los peces infectados, éstos se
sometieron a un reconocimiento viral a través de la técnica de cultivo celular. En
algunos casos el ECP se visualizé al realizar dos pasajes celulares sucesivos. La
presencia del virus se confirmdé mediante la visualizacion del genoma de IPNV
utilizando la técnica de electroforesis en geles de poliacrilamida al 6% tefiidos con
nitrato de plata. Posteriormente, las muestras se dividieron, de acuerdo a su
origen, en tres grupos que corresponden a peces sanos, peces sintomaticos y peces
asintomaticos para la enfermedad. Las muestras fueron entonces homogeneizadas,
digeridas y posteriormente se realizd la identificacion viral aplicando el ensayo
RT-PCR en forma directa, sin previa extraccién del acido nucleico, utilizando los
partidores (I11-V). Como control positivo de amplificacion se utilizd6 el RNA
gendmico de IPNV, extraido desde virus parcialmente purificado de la cepa viral
Sp. Los resultados de este ensayo se muestran en la figuras 17 y 16. En la figura
17 se observa que no se obtienen productos de amplificaciéon a partir del tejido de
los peces sanos (carriles 3y 4). Sin embargo, en los peces que presentaban signos
clinicos claros de la enfermedad, asi como, en aquellos peces portadores del virus
se pudo confirmar claramente la presencia del agente, al visualizar en forma clara
la banda correspondiente al producto de amplificacion. Los resultados obtenidos
sugieren que la reacciéon de amplificacion RT-PCR permite detectar IPNV
directamente a partir de tejidos infectados, y ademas se establece que el tejido
blanco del virus no interfiere con el resultado final del ensayo de amplificacion.

En forma adicional y como una aproximacién preliminar a posibles
aplicaciones futuras del método de deteccidn, se microinyectaron ovas obtenidas de
un reproductor certificado libre de IPNV, con aproximadamente 2 ng del virus
IPN parcialmente purificado (Brown et al., 1990). Estas ovas fueron
homogenizadas, digeridas y posteriormente se extrajo el acido nucleico total, el que
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se sometié al ensayo RT-PCR. Como control negativo de amplificacion del ensayo,
se utilizaron ovas sin microinyectar provenientes del mismo lote de ovas
certificadas, la que fueron procesadas en igual forma. Los resultados de este
ensayo preliminar se muestran en la figura 17, en donde el carril 12 corresponde
al producto de amplificacién obtenido al utilizar como templado el acido nucleico de
las ovas infectadas experimentalmente. Se puede observar que aparece la banda
correspondiente al producto esperado, tal como se obtiene al usar como templado
el RNA gendmico de IPNV (carril 2). No se observa banda alguna en el carril 11
gue corresponde a las ovas sin infectar, sugiriendo que este método permitiria
detectar IPNV directamente desde las ovas infectadas.

Posteriormente se sometieron a este ensayo un grupo adicional de  peces
asintomaticos. Este grupo se caracteriz6 por presentar una baja carga viral, pues
solo fue posible aislar el virus IPN al propagarlo en cuatro pasajes celulares
sucesivos. La figura 16 muestra los resultados de este ensayo, en donde sélo se
observé una banda de amplificacion clara en el carril 7, probablemente debido a
gue la concentracién del producto generado en el ensayo no era detectable por
medio de geles de poliacrilamida teiiidos con nitrato de plata. Con el objeto de
verificar la existencia de una baja concentracion de producto de amplificacion,
estos posible productos se reamplificaron utilizando como partidores internos los
oligonucledtidos (I-11). Los resultados del ensayo de PCR anidado se muestran en
el panel B de la figura 16. Se puede observar que al reamplificar el posible
producto originado a partir de la reaccion RT-PCR, se obtiene el producto de
amplificacién esperado para los partidores (lI-11). Este resultado indica que la
concentracion de producto obtenido en la primera ronda de amplificacién era
inferior al limite de detecciéon de la técnica utilizada. Esto se debe a la relacion
directa que existe entre la concentracion del templado inicial y la concentracion
final del producto de amplificacion. El resultado obtenido permite ademas
demostrar que la sensibilidad de la técnica desarrollada para identificar IPNV
directamente a partir de tejidos infectados, puede ser mejorada al acoplar a la
reacciéon RT-PCR una segunda ronda de amplificacién. Esto facilitaria la deteccién
del agente viral en peces portadores de IPNV permitiendo que el método
desarrollado pueda ser aplicado al control epidemioldgico de la enfermedad.



Figura 17: Analisis directo de tejidos infectados. Electroforesis en un gel
de poliacrilamida al 12 %de los productos de amplificacion obtenidos al someter
directamente muestras de rifibn y bazo de salmén Coho y trucha arcoiris,
sintomaéticas y asintoméaticas para la enfermedad a una amplificacion RT-PCR. Se
utilizé el par de partidores (I11-V) en la reaccion. El carril 1 corresponde al
marcador de tamafio molecular. El carril 2 corresponde al control positivo, 2 ng de
RNA gendémico viral. Los carriles 3 y 4 corresponden a muestras de riidon de trucha
arcoiris y bazo de salmén Coho sanos y libres de IPNV respectivamente. Los
carriles 5 al 7 corresponden a muestras de rifidbn de trucha arcoiris, rifion de
salmon Coho y bazo de trucha arcoiris de peces sintomaticos para la enfermedad
IPN, respectivamente. Los carriles del ¢ al 10 corresponden a muestras de bazo de
salméon Coho, bazo de trucha arcoiris y riAidn de trucha arcoiris de peces
asintométicos para la enfermedad IPN, respectivamente.

El método de identificacion de IPNV por la reaccion RT-PCR, se utilizd
también para analizar acidos nucleicos totales extraidos de ovas infectadas
experimentalmente. El carril 11 corresponde a muestras de ovas sin infectar. El
carril 12 corresponde a muestras de ovas infectadas experimentalmente con el
virus.
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Figura 16: Ensayo RT-PCR en muestras de tejidos provenientes de peces
portadores del virus IPN. Electroforesis en un gel de poliacrilamida al 12 % de
los productos de amplificacion obtenidos al utilizar los partidores (Il - V) en
muestras de rifion y bazo de trucha arcoiris y de salmon Coho portadores del virus.
Panel A: el carril 1corresponde al marcador del tamafio molecular. Los carriles 2
al 6 corresponden al producto de amplificacion originado al utilizar como templado
de la reaccion de amplificacion : acido nucleico total extraido de células CHSE-214
previamente inoculadas con la cepa Sp de IPNV (control positivo), carril 2; é&cido
nucleico total extraido a partir de células CHSE-214 sin infectar (control negativo),
carril 3; homogeneizado de bazo de salmén Coho y riidbn de una trucha arcoiris
libres de IPNV, carriles 4 y 5 respectivamente. Los carriles 6al 6 corresponden
a muestras de bazo de una trucha arcoiris, de rifibn de una trucha arcoiris y de
rindon de un salmén Coho portadores de IPNV. El gel fue tefiido con nitrato de
plata.
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Panel B: Muestra los productos de reamplificacion del ensayo anterior (panel A)
utilizando los partidores (I-11). El carril 1 corresponde al marcador del tamafo
molecular, los carriles 2 y 3 corresponden a la reamplificacion de los controles
negativos de pez sano, bazo de salmén Coho y rifion de trucha arcoiris. Los carriles
4y 5 corresponden a la reamplificacion de los controles de amplificacion, positivo
y negativo, respectivamente. Los carriles 6,7 y 6 del panel corresponden a los
productos de reamplificacién de los peces portadores de IPNV, bazo de trucha
arcoiris, riiidn de trucha arcoiris y a rifidn de salmon Coho, respectivamente.
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5. DISCUSION.

El virus de la necrosis pancreatica infecciosa es el agente etiolégico de
una enfermedad altamente contagiosa que produce grandes mortalidades,
especialmente en salmones jévenes en cultivo (McAllister, 1966, Pilcher y Fryer,
1960, Wolf, 1966). En la actualidad la prevencion de esta enfermedad se basa en
un diagnostico precoz de aquellos peces infectados con el virus (Pilcher y Fryer,
1980, Wolf, 1988). Sin embargo, los métodos actualmente utilizados para la
identificacion del IPNV requieren que el agente viral sea previamente propagado
en cultivo celular, por lo tanto son métodos de alto costo, demorosos, y ademas la
sensibilidad que ellos presentan, no posibilita la deteccién del virus en los peces
sanos portadores de éste (Sanz y Coll, 1992). En la presente tesis se describe el
desarrollo del método RT-PCR para la identificacion del virus IPN cuya alta
sensibilidad y especificidad permitira detectar el virus, directamente desde los
tejidos de peces infectados, incluso en aquellos peces sanos portadores del
agente viral.

La reaccion de la polimerasa en cadena (PCR) ha sido calificada como un
proceso nuevo Yy revolucionario que permite replicar en poco tiempo trazas de DNA
De hecho, desde que surgio la idea que dio origen a la técnica en 1983 (Nash 1991,
Edginton 1992) se ha convertido en el método mas revolucionario de la biologia
molecular, el cual actualmente se aplica en el diagndstico de una gran variedad de
enfermedades infecciosas (Sardelli 1993, Erlich et al. 1991, Caas et al.,, 1991,
Gouvea et al., 1991, Beldk y Ballagi-Pordany, 1993, Oberst et al., 1993)-

El desarrollo del método de identificacion del IPNV a través de la
reacciéon RT-PCR consistié en primer lugar en la seleccién de los partidores de la
reaccion de amplificacién, desde una region del segmento A del genomio viral que
codifica para una zona de la proteina VP2 (Duncan y Dobos, 1986), la que se ha
establecido como una regidén conservada entre las distintas cepas de IPNV (Barrie
etal 1992). Una vez seleccionados los partidores se procedié a adaptar la reaccién
de PCR, con el propésito de utilizar como templado inicial el RNA gendmico del
virus IPN. Como la técnica de PCR requiere un templado inicial de DNA la
primera adaptaciéon consistido en acoplarle una reaccién previa de transcripcion
inversa (RT), con el objeto de obtener cDNA complementario al RNA genémico viral
(Doherty et al., 1989, Mahbubani, 1991). Durante la etapa de transcripcién inversa,
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hubo que considerar la resistencia natural a la denaturacion térmica que presenta
el RNA genomico de IPNV. Esta resistencia, debida principalmente a la estabilidad
conferida por las proteinas VPg covalentemente unidas a cada extremo y del
genomio y a la estabilidad natural de una estructura nucleotidica de doble hebra,
hizo del proceso de denaturacién del RNA gendmico un paso critico para la sintesis
de cDNA (Davis y Boyle, 1990). Es por esto que previo a la denaturacion térmica,
el genomio viral fue sometido a una protedlisis (Calvert et al., 1991). Se ha
descrito que posterior al tratamiento con proteasa es posible desnaturar el dsRNA a
69°C en un medio conteniendo hidroximetilmercurio o a 955°C en un medio
conteniendo una alta concentracion salina (Cohén et al., 1973, Stephens y Hetrick,
1962, Davis y Boyle, 1990). Como esta tesis consistia en desarrollar una técnica
para la deteccion rutinaria del [IPNV en laboratorios de diagndstico
ictiopatoldgicos, se evitd introducir en el método elementos tdxicos que pudiesen
perjudicar su uso. En consecuencia, se denaturd la doble hebra de RNA gendmico
de IPNV por calentamiento a méas de 100°C (Stephens y Hetrick, 1963)- Este estado
de denaturacion del RNA se mantuvo posteriormente enfriando rapidamente la
solucion a 0°C (Cohén et al., 1973). Para evitar la formacion de productos de
amplificacion inespecificos se realizo la reaccion de transcripcion reversa con los
dos partidores especificos de reaccion, permitiendo de esta forma obtener cDNA
complementarios al RNA inicial acotados en los extremos y terminal por el partidor
correspondiente, evitando el wuso de partidores hexaméricos o partidores
degenerados, los cuales aumentan la probabilidad de obtener productos
inespecificos amplificables en ciclos posteriores.

Una vez finalizada la etapa de transcripcién inversa, la enzima
transcriptasa inversa se denaturd para asi liberar el ¢cDNA gue permanece
asociado a ella y ademds para evitar la inhibicion que esta enzima ejerce al estar
activa, sobre la Tag DNA polimerasa (Mangan and Butcher, 1993). Por otro lado,
para evitar toda manipulacién innecesaria del producto, y asi prevenir posible
contaminacion en las distintas etapas de la  amplificacion, la reaccion de
transcripcion inversa y la reaccion de PCR se realizaron en un mismo tubo. Esto
fue posible por la semejanza existente entre los tampones descritos para ambas
reacciones, semejanza que permitié realizar la reaccion de amplificacion por PCR en
el tampon diluido de la reaccion de RT, sin necesidad de purificar o extraer el
cDNA previamente (Doherty et al., 1969, Fuqua et al., 1990). Posteriormente,
durante la reaccion de amplificacién por PCR, se tomaron precauciones para
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reducir la formacién de productos inespecificos, especialmente en el primer ciclo
de amplificacion. Para ello siempre se utilizé una estrategia térmica, la que
consistié en agregar la enzima Tag DNA polimerasa en forma separada de los otros
componentes necesarios para la amplificacion a una temperatura de mezcla de 94°C
(Ruano et al.,, 1991). A esta temperatura no existe ninguna interaccién partidor-
templado evitando asi la generacion de productos inespecificos originados de una
hibridacion no selectiva de los partidores al templado, lo que puede ocurrir a
temperaturas entre 30°Cy 60°C, rango en la cual la Tag DNA polimerasa presenta
una actividad parcial (Ruano et al., 1991). Este tipo de interacciones inespecificas
o bien aquéllas que involucran interacciones partidor-partidor se ven favorecidas
tanto por una muy baja concentracion de templado como por efectuar la reaccion
en un rango de temperaturas no restrictiva, en la cual la hibridacién partidor
templado pierde especificidad (Ruano, 1991, Hébert et al.,, 1993). De esta forma la
cantidad de producto inespecifico generado en los ciclos iniciales de la reaccion de
amplificacion se redujo, como se puede observar en las figuras 6 y 7, permitiendo
obtener s6lo un producto de amplificacion mayoritario. Por otro lado, para evitar
falsos positivos originados durante la reacciéon de amplificacién, por causa de
contaminacion debida a productos de reacciones de amplificacion previas, se
tomaron una serie de precauciones, como por ejemplo, incluir controles positivos y
controles negativos cuidadosamente seleccionados, de tal manera que fueran
representativos y permitieran dar cuenta de los resultados finales (Kwok y Higuchi,
1909, Ouetal., 1992, Belak, 1992, Prince y Andrus, 1992).

Los productos de amplificacién obtenidos por medio de la reaccién de
amplificacion RT-PCR, se sometieron finalmente a electroforesis en geles de
poliacrilamida al 12 %y se visualizaron con la técnica de tincion con nitrato de
plata descrita por Herring (1962), la que tiene una sensibilidad mayor que los
geles de agarosa tefiidos con bromuro de etidio (Sarkar et al.,, 1992). El tiempo
total requerido para realizar esta técnica de amplificacién y posterior identificacion
viral es de 6a 12 h.

A pesar de haber obtenido un producto Unico de amplificaciéon que
ademas presenta el tamafio esperado, se realizaron experimentos de hibridacién
(figura 10) y PCR anidado (figura 11) para confirmar que estos productos finales
de la reaccibn RT-PCR efectivamente correspondian a los productos de
amplificaciéon esperados. Los ensayos de hibridacién (figura 10) permitieron
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establecer que los productos tienen secuencias complementarias a la regién del
genoma de IPNV que codifica para la proteina VP2, secuencias que estan presentes
en la sonda de cDNA. Mas aun, el ensayo de PCR anidado (figura 11) reafirma lo
anterior, puesto que los productos de este ensayo presentan una migracion
electroforética idéntica a los productos originados al utilizar RNA gendmico de IPNV
como templado de reacciéon. Este resultado indica que la secuencia de los
partidores internos esta presente tanto en el genoma viral como también en los
productos de amplificacién, y ademas delimitan una zona que genera productos de
igual tamafio que probablemente presenta la secuencia nucleotidica esperada
para el producto de amplificacion.

En consecuencia, se logré desarrollar un método de deteccion especifico
para el virus IPN, basado en la reaccion RT-PCR y posterior reconocimiento del
producto unico de amplificacion. Ademas, se obtiene el mismo producto de
amplificacion al usar como templado de la reaccion el RNA genémico proveniente
de tres cepas diferentes de IPNV, Sp, Jasper y VR-299, las cuales pertenecen a
serotipos y genogrupos virales diferentes (figura 12 y 14). Este resultado es
importante ya que confirma que la regién gendmica de la cual se seleccionaron los
partidores, es una zona conservada entre las diferentes cepas virales. Mas aun,
permite suponer que la técnica de identificacién viral desarrollada seria util para
detectar diferentes cepas de IPNV sin importar al serotipo o subgrupo al cual
pertenecen. Por ultimo, los resultados en la figura 15 demuestran que la reaccién
RT-PCR es especifica para el IPNV, ya que al utilizar como templado de la reaccion
el material gendmico de otros patdgenos descritos como importantes para la
industria acuicola, como son Renibacterium samoninarum, el Virus de la necrosis
hematopoiética infecciosa (IHNV), Pislrickettsia salmonisy Yersiniaruckeri, no
se obtiene ningun producto de amplificacion (Conley, 1965)-

En cuanto a la sensibilidad de la técnica RT-PCR para IPNV, se logr6
detectar cantidades de RNA gendmico viral del orden de los picogramos, superando
la sensibilidad descrita para los métodos inmunolégicos tradicionalmente utilizados
para la confirmacién de la presencia del agente viral. Mediante un ensayo de
Elisa que utiliza anticuerpos monoclonales sélo se logra detectar 10 ng de virus
parcialmente purificado, lo que equivale aproximadamente a 1x109 particulas
virales o a IxIO6 particulas infectivas (PFU) (Hattori et al., 1964, Dominguez et al.,
1990) y al utilizar como método de deteccion viral una inmunotransferencia que
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utiliza anticuerpos policlonales sélo se logra detectar 0,65 ng de virus parcialmente
purificado lo que equivale aproximadamente a 1xlO8 particulas virales o bien a 1
xl105 PFU (Sanz y Coll, 1992). Otra técnica normalmente utilizada para la
identificacion del IPNV se basa en el reconocimiento del genoma viral por
electroforesis en geles de poliacrilamida, la que permite detectar 1 ng de RNA
gendmico viral, lo que equivale aproximadamente a Ix| 8 particulas virales o bien
a 1x105 PFU (Ganga et al, 1994). Sin embargo, el método RT-PCR que hemos
desarrollado permite detectar el DNA producido al amplificar el cDNA originado a
partir de 1pg de RNA viral (figura 16), lo que es equivalente aproximadamente a
1x105 particulas virales o bien a IxI2 PFU, es decir que es por lo menos tres
ordenes de magnitud mas sensible que los métodos de diagndstico de IPNV
actualmente en uso. Mas aun, cabe hacer notar que el limite de sensibilidad de
detecciéon del método RT-PCR no sélo depende de la cantidad de producto final de
amplificacién obtenido, sino que también depende, en este caso, del limite de
deteccion de la técnica de tincion de nitrato de plata en geles de poliacrilamida.
Por esto una alternativa para aumentar la sensibilidad del método RT-PCR, seria
optar por otro sistema de visualizacion de los productos de amplificacion que
tuviera una mayor sensibilidad que la presentada por electroforesis en geles de
poliacrilamida tefiidos con nitrato de plata. Por ejemplo, mediante una reaccion
colorimétrica o bien de electroquimioluminiscencia se puede aumentar la
sensibilidad de la técnica sin incrementar considerablemente el tiempo requerido
para efectuar el ensayo (Reynolds y Sensabaugh, 1991 Wages et al, 1993)- Otra
alternativa para aumentar la sensibilidad del PCR, sin modificar el sistema para
visualizar los productos, es someterlos a una segunda ronda de amplificaciones
como se observa en la figura 16 (Severini et al.,, 1993)- Hay que destacar, sin
embargo, que aun sin las modificaciones propuestas, el método de RT-PCR
sobrepasa la sensibilidad demostrada por todos los métodos hasta ahora descritos
para la identificacién y el diagndstico del agente viral.

Una vez establecida la especificidad y la sensibilidad de la técnica de
RT-PCR para la identificacion del virus IPN, ésta se utilizé para detectar el virus
directamente a partir de los tejidos de peces infectados. Para ello se sometieron al
ensayo RT-PCR homogeneizados de tejidos infectados, los que fueron tratados con
detergentes que no interfieren con la reaccién (Weyant et al., 1990), permitiendo
asi realizar la amplificacion sin la extraccion previa de los acidos nucleicos desde el
homogeneizado. Esta modificacién del método de tratamiento del tejido, evita
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manipulacién innecesaria de la muestra y disminuye el tiempo de realizacion del
ensayo, permite ademds utilizar en cada ensayo érganos completos (rifidn y/o
bazo) evitando asi, diluir la carga viral total del tejido. La alta sensibilidad de éste
método de deteccion de IPNV permito identificar el virus IPN directamente en
tejido, tanto de peces sintomaticos como asintomaticos para la enfermedad (figura
17). Por otro lado se determind que con un paso de reamplificacion se aumenta la
sensibilidad del ensayo sin afectar la especificidad de éste, permitiendo detectar el
Vvirus en peces con una carga viral muy baja en su tejido (figura 16). Finalmente,
también se sugiere en este trabajo que es posible detectar el agente viral
directamente desde las ovas infectadas en forma experimental, comprobandose
gue el material que las compone no interfiere con la reacciéon de amplificacion
(figura 17).

En la practica el diagnostico de IPNV se realiza en dos etapas, la
primera consiste en propagar el agente viral en cultivo celular y observar la
aparicion del efecto citopatico (ECP) esperado. La segunda etapa consiste en
confirmar la presencia viral a través de pruebas inmunoldgicas moleculares con el
objeto de determinar si el ECP corresponde al agente viral y no es producto del
efecto citotoxico producido por el inoculo sobre la monocapa celular (Sanz y Call,
1992). Esta dependencia de las técnicas de diagnostico del IPNV del cultivo
celular hacen que tengan un alto costo Yy requieren de una infraestructura
adecuada para la mantencién de las lineas celulares en uso. El alto costo junto con
el dificil manejo de la técnica de cultivo celular ha impedido que estas técnicas se
implementen en muchos laboratorios ictiopatolégicos. En consecuencia, un aporte
relevante del método de deteccion RT-PCR para IPNV desarrollado en esta tesis
es que independiza el diagnostico de este agente patdgeno de las complicaciones
propias de la técnica de cultivo celular, por lo tanto disminuye los costos y
permite reducir el tiempo de identificacion del agente desde algunos dias, a 6h.
Por otro lado, es una técnica facil de realizar y que entrega resultados claramente
interpretables, posibilitando su implementacién sin requerir de una gran
infraestructura ni personal tan especializado.

El método RT-PCR para la deteccion de IPNV presenta enormes
proyecciones en el area del diagndstico ictiopatolégico, puesto que al posibilitar el
diagnostico de IPN en 6 h., facilita la toma de medidas preventivas en caso de
un brote infeccioso. Ademas puede aplicarse a otras especies marinas tales como
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carpas, anguila y turbot. Finalmente, éste es un método altamente sensible que
permite pesquizar la existencia de portadores virales sanos. En consecuencia esta
técnica podra utilizarse para controlar en forma periédica un plantel de peces y
reproductores en cultivo que no presenten sintomatologia de la enfermedad. Asi,
la reaccion RT-PCR aqui descrita constituye una herramienta importante en el
control de la diseminacion del virus IPN.

Futuras modificaciones del método podrian permitir detectar el virus
desde muestras sanguineas del pez, evitando asi su sacrificio (Rodriguez et al.,
1991). Esto posibilitaria realizar estudios epidemioldgicos rutinarios
especialmente en los peces reproductores, sin afectar el nimero de ellos. Ademas,
la técnica de RT-PCR podra ser utilizada para identificar IPNV directamente en
ovas infectadas y controlar de esta manera las ovas que ingresen al pais, evitando
asi la introduccién y posterior diseminacién del virus IPN en las aguas nacionales.

En resumen, este método permitird asegurar una vigilancia
epidemiolégica continua y asi controlar la diseminacién e ingreso de este agente
patdgeno en cualquier lugar del mundo y especialmente en paises como Chile, cuya
produccion de especies cultivables depende en gran medida de la importacion de
ovas desde paises donde la enfermedad tiene cardcter de endémica (Mardones,

1993).
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5-1 CONCLUSIONES.

1- Cada uno de los pares de partidores seleccionados a partir desde una
region conservada de la secuencia nucleotidica que codifica para la proteina
mayoritaria de la capside, VP2, dieron origen a un producto Unico de amplificacion,
el cual, en cada caso, hibridé con una sonda de cDNA marcada radiactivamente
especifica para VP2.

2- El método es especifico para IPNV, permitiendo identificarlo de otros
patébgenos importantes para la acuicultura nacional, ya que soOlo se obtiene
producto de amplificacion cuando se utiliza RNA del virus IPN como templado.

3- El método permitié identificar IPNV de tres diferentes cepas virales
SP, VR-299 y Jasper, las cuales pertenecen a serotipos Yy genotipos diferentes.

4- La técnica de amplificacion desarrollada sobrepasa la sensibilidad y
rapidez de los métodos hasta ahora descritos para el diagnéstico de IPNV. El
limite de deteccion para el RNA gendmico viral es del orden de los picogramos y
su uso reduce el tiempo de identificacion del patégeno desde algunos dias (cultivo
celular) a 6 h.

5- El método permite identificar el virus IPN directamente desde tejido
infectado, tanto de peces sintomaticos como asintomaticos para la enfermedad,
evitando la propagacion viral por cultivos celulares.

6- Con futuras adaptaciones, este método podra ser utilizado para
identificar IPNV directamente de ovas infectadas, permitiendo de esta manera la
certificacion de ellas.

7- La posibilidad de contar con el método RT-PCR para detectar IPNV,
en pocas horas, directamente desde tejidos y ovas infectadas, permitird controlar
la diseminacion del virus la cual se ve favorecida por el movimiento de peces y
ovas, caracteristicos en las industrias acuicolas.
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