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Inmunologia en teledsteos

La inmunologia es la especialidad que estudia el sistema inmune, sus componentes, funciones y las
alteraciones que pueden ocurrir en él. Este sistema es responsable de defender al organismo de
agentes patdégenos y mantener la homeostasis.

A pesar de la divergencia que ocurrid hace 320-350 millones de afnos, el sistema inmunitario de los
teledsteos contiene muchos componentes comparables a los conocidos en mamiferos. Al igual que el
modelo mamifero, el sistema inmunitario de los teledsteos se divide en dos ramas principales: el
sistema inmunitario innato y el adaptativo (Shawna and Dixon, et al.,2020).

El sistema inmunitario adaptativo es notablemente flexible, capaz de reconocer e iniciar respuestas
protectoras contra agentes extranos especificos. Tras exposiciones sucesivas, el sistema inmunitario
adaptativo recordara los antigenos de un invasor extrafo, lo que permite generar una respuesta
inmunitaria mas fuerte y eficiente (Flajnik et al., 2010). Aunque mas tardia en comparacidon con sus
homodlogos mamiferos, la especificidad del sistema inmunitario adaptativo de los teledsteos es esencial
para una memoria inmunologica duradera. Por lo tanto, esta rama del sistema inmunitario es crucial
para el disefo de vacunas, una tarea que esta en constante mejora en el rubro acuicola.



Anticuerpos en teledsteos

El desarrollo y la produccion de anticuerpos es de suma
importancia en la respuesta inmunitaria adaptativa humoral. Esta
defensa es particularmente importante al enfrentarse a amenazas
extracelulares, como ocurre con la mayoria de los patdgenos
bacterianos. Los anticuerpos previenen el crecimiento y la
colonizacion de patdgenos bacterianos mediante neutralizacion,
activacion del complemento y/o opsonizacion para mejorar la
fagocitosis (Forthal et al., 2014).

Hasta la fecha, se han estudiado principalmente tres clases de
anticuerpos en teledsteos: IgM, IgD e IgT (Sunyer et al., 2013). La
IgM fue el primer isotipo descubierto y se puede encontrar en las
células B, asi como secretarse al suero o mucus en forma de
tetramero (figura 1). La IgM es, por mucho, la inmunoglobulina
mas prevalente en el suero y es responsable de la inmunidad
sistémica en peces 6seos (Parra et al., 2015).
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Figura 1. Esquema IgM de
salmodn secretada al suero.



ADL

Inmunodeteccion : St 8
Diagnostic Chile ©

La inmunodeteccion se basa en la interaccidon especifica entre un anticuerpo y su antigeno
correspondiente, permitiendo su identificacion y cuantificacion. A través de diversas técnicas,
como ELISA, Western Blot, Inmunohistoquimica e Inmunofluorescencia, la inmunodeteccién
se utiliza en el diagnéstico clinico, investigacion, desarrollo y evaluacién de farmacos, como,

por ejemplo, vacunas.

Complejo
antigeno-anticuerpo

Antigeno Anticuerpo

Figura 2. Esquema interaccion antigeno — anticuerpo.
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La técnica ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), o enzimoinmunoanalisis de adsorcién, es
un método de laboratorio que detecta y cuantifica la presencia de sustancias como anticuerpos,
antigenos, proteinas y hormonas en muestras de fluidos corporales. Segun su funcionamiento, la
prueba ELISA se puede dividir en cuatro tipos principales: directa, indirecta, sandwich y competitiva
(figura 3).

1. ELISA Directo: Solo utiliza un anticuerpo primario marcado con enzima. El antigeno se inmoviliza en la
placa.

2. ELISA indirecto: Utiliza tanto un anticuerpo primario como un anticuerpo secundario. El segundo esta
marcado con enzima. El antigeno se inmoviliza en la placa.

3. ELISA Sandwich: Su principal O[S“sm
caracteristica es que un anticuerpo Or&mo /IL °
de captura se inmoviliza en la placa.

jugado ce Antigeno Sustrato
4. ELISA Competitivo: Es relativamente ® rsum JL\z‘:%;’Z JL "‘"""‘”/"\\ ®!
complejo, ya que implica el uso de ,JL\cwwm ,JL\ JL
un antigeno inhibidor, por lo que s \Ir‘“"”‘""“’"“"“‘“
también se conoce como ELISA de ELISAdirecto  ELISAindirecto  ELISA sandwich ELISA competitivo
inhibicion. . , ~—
Figura 3. Representacion tipos de ELISA
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Un ELISA estandar se ejecuta en cuatro etapas principales, con reiterados lavados entre cada una de

ellas:

1. Recubrimiento: Etapa en que la placa de ELISA (tipicamente de 96 pocillos) se trata con una
solucién de recubrimiento de antigeno o anticuerpo creando la primera capa.

2. Bloqueo: Todos los sitios de union libres se bloguean usando un tampdn que contiene proteinas
no relacionadas con la proteina de interés.

3. Deteccion: Es la etapa mas compleja del procedimiento, ya que se pueden usar multiples capas
de anticuerpos para amplificar la sefial. La placa se incuba con una solucion que contiene
anticuerpo de deteccidn conjugado con enzima que se une especificamente al antigeno o
anticuerpo diana.

4. Adicion del sustrato y analisis: En la etapa final, se aflade un sustrato colorimétrico a los pocillos
qgue forma una solucion coloreada en una reaccidn catalizada por enzima. El resultado se obtiene
usando un lector de microplacas.

Figura 4. Etapas del procedimiento de ELISA
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El analisis ofrecido por ADL Diagnostic Chile es un ELISA
indirecto que permite medir la cantidad de IgM
INDIRECTO - . : .
: Sustrato especifico contra un patégeno de interés presente en la
Antigeno problema AL (stiero +) muestra. Se utiliza, como antigeno de captura,

proteinas totales de un aislado bacteriano o proteinas
recombinantes generadas en el laboratorio. Las
proteinas del patdgeno son reconocidas por los
anticuerpos (IgM) presentes en el suero del pez y luego
INCUBARY LAVAR se utiliza un anticuerpo secundario monoclonal anti-
lgM de salmdn conjugado que permite, mediante una
reaccion colorimétrica, detectar la cantidad de IgM
especifico. Ello a través del valor de absorbancia
corregida a 450 nm.

Figura 5. Esquema de analisis ELISA
realizado en ADL.

Esta metodologia nos permite detectar en suero de peces la cantidad relativa de IgM
especifica de diversos patogenos bacterianos presentes en la industria, ya sea para evaluar
la respuesta del huésped o monitorear la eficacia de vacunas.
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mediante la técnica ELISA

”' . . . Figura 6. Respuesta seroldgica IgM anti - A.
salmonicida a través del valor de absorbancia
corregida a 450 nm en sueros de salmo salar
post vacunacion, férmula comercial hasta 815
UTA (Unidades Térmicas Acumuladas).
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Figura 7. Respuesta seroldgica de IgM anti- P,
salmonis a través del valor de absorbancia
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Western Blot

El Western Blot (WB), también conocido como
inmunotransferencia, es un método de biologia
molecular bien conocido que los bidlogos suelen
utilizar para investigar diversas caracteristicas de las
proteinas, desde el analisis proteico basico hasta la
deteccidon de enfermedades. El WB es una herramienta
sencilla, Unica, rapida y de uso generalizado, de facil
interpretacion y con resultados precisos. Se utiliza en
diversos campos de la ciencia, la investigacion y el
desarrollo, laboratorios de diagndstico y hospitales
(figura 8).

Se basa en la separacion de proteinas por tamafo
mediante electroforesis en gel, seguida de su
transferencia a un soporte sélido (membrana) vy
marcaje de la proteina diana mediante anticuerpo
primario y secundario adecuados para su visualizacion
(Mahmood et al., 2012).

ADL

Diagnostic Chile ©

uoneziisjoreieyo
Apoquuy

Figura 8. Aplicaciones del Western Blot. El
diagrama muestra diversas aplicaciones en los
campos cientifico y clinico. Imagen obtenida de
Begum et al., 2022.



Western Blot
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Como ya se indicd, para realizar la técnica WB primero se separan las proteinas presentes en el
lisado (etapa 1) por tamano y/o carga mediante una electroforesis en condiciones denaturantes
SDS-PAGE, generalmente en gel de poliacrilamida (etapa 2). Se realiza inmunotransferencia a
soporte soélido, por lo general membrana de nitrocelulosa o PVDF, segun la polaridad de la
molécula de interés. La membrana se bloquea (etapa 4) usando un tampdn que contiene proteinas
no relacionadas con la molécula de interés, se detecta con anticuerpos (etapas 5y 6) y, finalmente,
se aflade un sustrato colorimétrico que marca la molécula de interés (etapa 7).
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Figura 9. Etapas del procedimiento Western Blot. Imagen obtenida de Begum, 2022.




ADL

Ejemplos uso de WB en ADL Diagnostic Chile ®

Nuestro laboratorio utiliza la técnica WB, principalmente, en el area de Investigacion y Desarrollo
para comparar antigenos de membranas de patdgenos, genogrupos o variantes fenotipicas. Se
puede utilizar suero extraido de peces infectados o, para mayor sensibilidad, suero obtenido de
conejo hiperinmunizado con especificidad por un patégeno en particular.
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Figura 10. Perfiles de componentes de la membrana externa de aislados de A. salmonicida. (A) Perfiles de OMP.
(B) Western Blot de OMP con suero de un conejo hiperinmunizado contra A. salmonicida. (C) Patrones de LPS
en SDS-PAGE con tincién de plata. Las especies con bajo y alto peso molecular de LPS se indican con # y *,
respectivamente. D) Western Blot de LPS revelado con el mismo anticuerpo utilizado en (B). Los carriles 1 y 2
corresponden a aislados variante nueva, carriles 3 y 4 a aislados clasicos.
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