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Resumen

La virulencia de las cepas de
Renibacterium salmoninarum, agente
etiolégico del BKD, ha sido relacionada
al contenido de hemaglutinina p57
a nivel de membrana. El objetivo de
este estudio fue estudiar la virulencia
de aislados chilenos del patogeno
en una prueba de desafio en salmon
Atléntico pre-smolt 'y correlacionar
el nivel de dicha propiedad con
caracteristicas  fenotipicas in vitro
de las bacterias. La mayoria de los
aislados, excedieron la capacidad
de autoglutinacion de la cepa ATCC
33209 (cepa virulenta) y se observé
que la capacidad de aglutinacién
esta directamente relacionada
con la velocidad de crecimiento.
No se encontraron diferencias
significativas en el contenido de p57.
En la experimentacion in vivo, se pudo
constatar que aquellos aislados con
baja capacidad de autoaglutinacion, a
su vez, mostraron un nivel de virulencia

menor.
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Introduccion

Renibacterium  salmoninarum es un
diplobacilo Gram positivo y patégeno
intracelular facultativo, causante de
la Enfermedad Bacteriana del Rifion
o BKD (del inglés bacterial kidney
disease) (Sanders y Fryer, 1980). BKD
es considerada una enfermedad
reemergente, cuya prevalencia ha ido
en aumento, especialmente en salmoén
Atléntico. De hecho, segln cifras oficiales,
BKD es una de las causas mas comunes
de mortalidad adscrita a enfermedades
infecciosas (Sernapesca 2019). Aunque
la enfermedad es tan antigua como la
acuicultura de salmonidos, todavia no
existen vacunas efectivas que prevengan
la expresion clinica, las pérdidas
asociadas y el uso de antibidticos para el
tratamiento de la enfermedad.

La virulencia se define como el aspecto
cuantitativo de la patogenicidad, es
decir, designa el caracter patogénico

y nocivo de un microorganismo y su
capacidad para producir la enfermedad,
la que depende del agente y no de la
interaccién con el ambiente y hospedero.
Para determinarla, se requiere un modelo,
sea este in vitro o in vivo, que permita
establecer dicha expresion cuantitativa.
En el caso de BKD, la virulencia de las
cepas hasido relacionada al contenido de
hemaglutinina p57 a nivel de membrana,
un factor de virulencia relevante para la
bacteria (Daly y Stevenson, 1990).

Inicialmente, la capacidad de
autoaglutinacién de la bacteria, que
estd relacionada a la hidrofobicidad, se
consider6 como predictor de virulencia;
aquellos aislados con una alta capacidad
de autoaglutinaciéon son mas virulentos
(Bruno  1988).  Estudios  recientes
realizados sobre aislados de campo
chilenos de R. salmoninarum indican
una homogeneidad en cuanto a sus
propiedades bioquimicas y antigénicas,
con excepcion de su hidrofobicidad
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(Bethke y col, 2017). No obstante, no
se ha estudiado aldn en Chile si estos
aislados difieren en su capacidad de
autoaglutinaciéon ni en su potencial
virulento en una prueba in vivo.

Debido a la relevancia que tiene en la
epidemiologia de BKD, el objetivo de este
estudio fue ampliarel conocimiento sobre
los aislados chilenos de R. salmoninarum,
estudiando su virulencia en una prueba
de desafio en salmén Atlantico pre-
smolt y correlacionando el nivel de dicha
propiedad con caracteristicas fenotipicas
in vitro de las bacterias.

Tabla 1. Aislados de R. salmoninarum utilizados en el estudio.

ATCC 1974
Rs1 2013
Rs2 2013
Rs3 2013
Rs4 2013
Rs5 2013
Rs6 2015
Rs7 2015
Rs8 2015
Rs9 2015
Rs10 2016
Rs12 2017
Rs11 2017
Rs13 2017
Rs14 2017

Materiales y métodos

14 aislados de R salmoninarum,
recolectados entre 2013 y 2017, de
distintos origenes geograficos, especies,
tejidos y etapa de ciclo productivo (Tabla
1), se cultivaron en medio KDM-2, por 14
dias y a 18 °C. Como referencia se uso la
cepa ATCC 33209.

Para los experimentos de
autoaglutinacién, se prepararon en
triplicado suspensiones bacterianas en
buffer PBS y a DO, = 1,0. Las lecturas
se realizaron cada una horay por 6 h en

Rifidn Chinook alevin
Rifidn Coho adulto
Rifon Coho adulto
Rifion Coho adulto
Rifion Salar smolt
Rifion Salar juvenil
Rifion Salar smolt
Cerebro Salar adulto
Rifidn Salar adulto
Rifidn Salar adulto
Rifion Salar smolt
Rifion Salar adulto
Rifion Salar alevin
Rifion Salar alevin
Rifion Salar juvenil

Oregon, US

Region X, CL

Region X, CL

Region X, CL

Region X, CL

Region X, CL

Region X, CL

Region XI, CL

Region XI, CL

Region XI, CL

Region X, CL

Region XII, CL

Region IX, CL

Region X, CL

Region IX, CL

Sanders y Fryer
1980

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

Este estudio

US: Estados Unidos; CL: Chile.
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densitometro, a 18 °C. Cinéticas de cultivo

@~ e en KDM-2 se hicieron a partir del material
.- :sl descrito previamente, el que se utilizé para
_:_ R; inocular matraces de 250 ml conteniendo
- e 100 ml de caldo KDM-2, en una relacién
—O- ks 1:100. Los cultivos se incubaron a 18 °Cy
oD —m— R setomaron alicuotas de 1 mldiariamente,
600 —a— F7 las que se midieron con densitémetro.
—¥— rs8 Para comparar el nivel de produccién de
—— proteina p57, se llevd a cabo un Western
—o— Rs10 blot sobre una fraccién de proteinas de
=K - Rl membrana de aislados seleccionados,
- R con un anticuerpo monoclonal comercial
0- - - Rt (Ango).
0 1 2 3 4 5 6 -O- R
t (h) La virulencia se determiné en un
Figura 1: Ensayo de autoaglutinacién de aislados de campo de R. salmoninarum. experimento in vivo, utilizando alevines
de salmén Atlantico (Salmo salar). Cinco
grupos de 15 peces, por triplicado vy
con un peso promedio de 62 + 2,54 g,
15| [ s se mantuvieron en estanques de 250
’ —A— Rs7 [, a 10,3 °C y por 40 dias. Cada animal
- R recibi6é una dosis de 0,1 ml conteniendo
-@- aTcc ~10® unidades formadoras de colonias.
Un grupo control se inyectd con
oD,,, idéntico volumen de PBS. La mortalidad
acumulada se retir6 diariamente, de la
cual se extrajeron muestras de rifién para
deteccion de R. salmoninarum mediante
RT-PCR. Al mismo tiempo, se realizd
necropsia a cada pez para determinar
los signos clinicos compatibles con un
0 2 4 6 8 10 cuadro de BKD.

t(d)

Figura 2: Cinética de crecimiento en caldo KDM-2 de aislados escogidos.

Resultados

En los experimentos de autoaglutinacion,

se obtuvo una serie de curvas que indican

el comportamiento de esta propiedad
ATCC Rs9 Rs8 Rs10 Rsé6 Rs7 entre los distintos aislados (Figura 1).
' Podemos observar que hubo ciertos
aislados que se comportaron como la
cepa ATCC 33209, la cual se ha utilizado
como cepa virulenta en ensayos in vivo.
La mayoria de los aislados excedieron la
capacidad de autoglutinacién de la cepa
ATCC, aunque también hubo algunos
que casi se mantuvieron en suspension
durante el transcurso del ensayo (no
autoaglutinantes).

A partir de aislados seleccionados, se
realizaron cinéticas de crecimiento. Se
observé que aislados con una capacidad
de aglutinacién significativamente menor,
Figura 3: Analisis por Western blot de membranas de aislados de R. como Rs6 y Rs7, crecieron notoriamente

salmoninarum. Los nUmeros a la izquierda indican el tamafio molecular en kDa més lento, no asf aquellos similares o que

de bandas de proteinas de referencia. Las bandas que aparecen en los distintos ; ; .
carriles corresponden ambas a la hemaglutinina p57. excedieron la capacidad autoaglutinante
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de la cepa de referencia, tales como Rs9
(Figura 2). El contenido de p57 asociado a
membrana se comparo entre los aislados
anteriores, incluyendo también Rs8, el
cualtiene una capacidad autoaglutinante
levemente inferior a la referencia. Sin
embargo, el andlisis no arrojo diferencias
evidentes (Figura 3).

Porotrolado,enlaexperimentaciéninvivo,
se pudo constatar que aquellos aislados
con baja capacidad de autoaglutinacion,
a su vez, mostraron un nivel de virulencia
menor  (expresada en  mortalidad
acumulada). De hecho, los grupos de
peces inoculados con los aislados Rs6 o
Rs7 no superaron el 25% de mortalidad
transcurridos 40 dias post infeccion (16
y 24%, respectivamente, Figura 4). Por el
contrario, los grupos de peces inoculados
con aislados autoaglutinantes Rs8, Rs9 o
Rs10 mostraron mortalidades por sobre el
50%, en el mismo periodo (75, 69 y 54%,
respectivamente).

100 -

Rs6
Rs7

o
o
1

Rs8
Rs9
Rs10

Steits

Control

N
o

Mortalidad acumulada (%)
N
o

o
o 1
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Figura 4: Desafio bacteriano en alevines de salmén del Atlantico. Cada curva
representa el promedio de grupos de 15 peces, por triplicado, inoculados con un

Unico aislado.
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Cultivo de R. salmoninarum. Foto: José Saavedra.

Figura 5: Hallazgos de necropsia de la mortalidad obtenida durante el bioensayo (representativos). A)

Es importante mencionar que durante
la necropsia de peces y en el caso de
las mortalidades, independiente del
grupo, se encontraron signos clinicos
compatibles con la enfermedad (Figura
5).

Discusion

En el presente estudio, los datos sugieren
una correlacién entre la capacidad de
autoaglutinacion de los aislados de R.
salmoninarum y su correspondiente nivel
devirulencia. En efecto, se pudo constatar
que los aislados de menor capacidad de
autoaglutinacion, Rs6 y Rs7, produjeron
una mortalidad acumulada menor que

Esplenomegalia y granulomas en bazo.

aquellos aislados con autoaglutinacion
cercana a la cepa de referencia. Sin
embargo, esta relacion no tiene una base
molecular clara, ya que demostramos
que todos los aislados producen la
hemaglutinina p57, indistintamente del
grado de virulencia exhibido (Figura 3).

Lo anterior confirma un hecho descrito
en la literatura hace mas de 20 afios atras,
en donde se demostrd que aislados con
casi nula capacidad de autoaglutinacion
también producen la proteina (Senson
y Stevenson, 1999). En el citado trabajo,
se sugirié que la virulencia de un aislado
depende en cierta medida no sélo del
contenido de p57, sino también del grado
de asociacion de esta a la superficie
bacteriana a través de carbohidratos,
componente ausente en aislados de baja
capacidad autoaglutinante.

Llama la atencion la velocidad de
crecimiento de los aislados, la cual parece
estar relacionada con su capacidad
autoaglutinante. De hecho, los aislados
menos virulentos Rs6 y Rs7 resultaron
crecer claramente mas lentos que sus
contrapartes autoaglutinantes Rs9 'y
ATCC, en el medio estandar KDM-2
(Figura 2). Variantes de crecimiento lento
y fastidiosas han sido descritas en varios
patégenos, las que corresponderian

a subpoblaciones de aislados. Estas
suelen estar asociadas a cambios en la
morfologia de colonia, a cuadros crénicos
y recurrentes, representando versiones
mejor adaptadas a su hospedero (Proctor,
2006). Sin embargo, para el caso de los

Granulomas multifocales en higado y hepatomegalia. B)
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aislados de R. salmoninarum del presente
estudio, no observamos siquiera un
dimorfismo de colonia en aquellos de
crecimiento lento que pudiera soportar
tal conclusién.

Otro posible origen de este tipo de
aislados de virulencia reducida, es que
correspondan a mutantes metabdlicas
presentes en la naturaleza, cuyo
crecimientoin vitro muestre unavelocidad
particular 'y que dicha caracteristica
estd en directa relacion con el nivel de
mortalidad observado. Esperamos que
nuestro estudio de secuenciacion, que
estd en progreso, permita identificar
mutaciones que apoyen esta idea u otras
hipétesis alternativas.

Desdeelpuntodevistadelaepidemiologia
de la enfermedad, resultd interesante
comprobar que, al igual que en el
hemisferio norte, en Chile existen aislados
de R. salmoninarum con diferentes grados
de virulencia. Dada las limitaciones del
estudio y, especificamente, al tamafio
de la coleccién de aislados, no podemos
hacer una estimacién de las prevalencias
de los distintos aislados, ni extrapolar su
representatividad al contexto general. La
recuperacion de un mayor nimero de
aislados y su caracterizacién in vitro nos
ayudaran a responder la pregunta sobre
cuél es la cepa predominante en nuestro
pais.

Enunfuturocercano,esperamos proyectar
esta investigacion en el establecimiento
de un ensayo por cohabitacion, con
toda la complejidad técnica que ello
supone, el cual creemos propendera
a mejorar nuestra comprensién de la
enfermedad, a su vez facilitando el
desarrollo de una nueva generacion de
herramientas de control y tratamiento.
No obstante, nuestros resultados indican
que el modelo de desafio intraperitoneal
desarrollado en este trabajo, fue capaz
de producir mortalidades en un tiempo
relativamente breve para la biologia de R.
salmoninarum.

En base a nuestra experiencia, el modelo
es consistente y de alta reproducibilidad,
cualidades deseables para la evaluacion
de herramientas de control que ya estan
en desarrollo. En este contexto, hemos
llevado a cabo pruebas de seguridad y

eficacia de un prototipo de vacuna viva
atenuada para BKD bajo este modelo,
con resultados  preliminares  muy
satisfactorios. Esta y otras novedades
sobre esta relevante materia seran
reveladas durante el segundo semestre
delafioencursoe
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