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RESUMEN

Aeromonas salmonicida y Yersinia ruckeri son bacterias patdgenas de Trucha
arcoiris; su deteccion temprana mediante el uso de pruebas de diagnostico es
fundamental para evitar la propagacion bacteriana y la mortalidad excesiva en los
sistemas de produccion. Sin embargo, el uso de pruebas de diagnostico no se realiza
debido a que son costosas, requieren de laboratorios sofisticados y se realizan en
ciudades alejadas de los centros de produccion. Por ello, este trabajo tuvo como
objetivo estandarizar la técnica de Amplificacion Isotérmica Mediada por Bucle
(LAMP), una prueba de diagnostico molecular rapido altamente sensible y de bajo
costo, para detectar simultaneamente A. salmonicida y Y. ruckeri en cepas aisladas
de Trucha arcoiris. Se disefio primers LAMP para la deteccion de A. salmonicida y
Y. ruckeri mediante los genes vapA y rucC-rupB, respectivamente. Se elabor6 un
protocolo LAMP DUPLEX corrido a 60°C durante 60 min y detenido a 80°C por
10 min. Los primers fueron especificos para A. salmonicida y Y. ruckeri, no
observandose reacciones cruzadas con Aeromonas hydrophila, Virus de la Necrosis
Pancredtica  Infecciosa, Flavobacterium  psychrophilum,  Renibacterium
salmoninarum, especies relacionadas con enfermedades infecciosas de Trucha
arcoiris. Ademas, de Staphylococcus aureus, Echerenchia coli, Pseudomonas
aeruginosa y Yersinia enterocolitica, especies bacterianas relacionadas con la
contaminacion ambiental y de manipulacion. Finalmente, la sensibilidad analitica

de LAMP fue superior a la técnica gold estandar PCR.

Palabras claves: Amplificacion isotérmica, deteccion, Yersinia ruckeri y

Aeromonas salmonicida, Onchorynchus mykiss



ABSTRACT

Aeromonas salmonicida and Yersinia ruckeri are pathogenic bacteria of rainbow
trout; Its early detection through the use of diagnostic tests is essential to avoid
bacterial spread and excessive mortality in production systems. However, the use
of diagnostic tests are not implements because they are expensive, require
sophisticated laboratories and are carried out in cities far from production centers.
Therefore, this work aimed to standardize the Loop Mediated Isothermal
Amplification (LAMP) technique, a highly sensitive and inexpensive rapid
molecular diagnostic test, to simultaneously detect A. salmonicida and Y. ruckeri in
isolated strains of rainbow trout. LAMP primers were designed for the detection of
A. salmonicida and Y. ruckeri through the vapA and rucC-rupB genes, respectively.
A LAMP DUPLEX protocol was developed, running at 60°C for 60 min and
stopped at 80°C for 10 min. The primers were specific for A. salmonicida and Y.
ruckeri, not observing cross-reactions with Aeromonas hydrophila, Infectious
Pancreatic Necrosis Virus, Flavobacterium psychrophilum, Renibacterium
salmoninarum, species related to infectious diseases of rainbow trout. In addition,
Staphylococcus aureus, Echerenchia coli, Pseudomonas aeruginosa and Yersinia
enterocolitica, bacterial species related to environmental contamination and
handling. Finally, the analytical sensitivity of LAMP was superior to the gold

standard PCR technique.

Key words: Isothermal amplification, detection, Yersinia ruckeri and Aeromonas

salmonicida, Onchorynchus mykiss.



I.  INTRODUCCION
Oncorhynchus mykiss “Trucha arcoiris” es la especie dulceacuicola mas importante
de la acuicultura peruana, fue introducida en la Oroya en 1952 por la empresa Cerro
de Pasco Copper Corporation, quien inicio el proceso de reincubacién y cultivo por
primera vez en Peri (FONDEPES, 2014) desde ese entonces, el cultivo se empezd

a masificar en la sierra peruana.

Hasta el momento, esa especie ha logrado posicionarse en los mercados de Estados
Unidos, Japon y Rusia (PromPeru, 2018). De ellos el mercado Estadunidense ha
sido el principal importador de la produccion nacional. Sin embargo, se espera tener
mayor presencia en el resto de paises europeos y asiaticos. De la misma manera se
espera que la poblacion nacional opte por incluir dicha especie en su dieta

alimentaria, con mayor frecuencia.

Por lo antes expuesto, el cultivo de trucha arcoiris se ha convertido en una actividad
econdmica activa que crece cada afio y nuevos emprendedores estan dispuestos a
invertir en ella. No obstante, en la cadena productiva de Trucha arcoiris aun existen
problemas que obstaculizan la eficiencia del cultivo. En ese sentido, el principal
problema que se identifica es el porcentaje alto de mortalidad causado por bacterias
nocivas como: Yersinia ruckeri, Aeromonas salmonicida, Flavobacterium
psychrophilum, Renibacterium salmoninarum y Piscirickettsia salmonis,
declaradas presentes en los sistemas de cultivo (FONDEPES, 2014). Sin embargo,
no son consideradas en la lista de patdgenos de reporte obligatorio de la

Organizacién Mundial de Sanidad Animal (OIE, 2000).



En los dltimos tiempos se reportan problemas sanitarios, principalmente
ocasionados por la presencia de A. salmoniciday Y. ruckeri (Téavara, 2019). Donde
el control y manejo acarrean altos costos de produccion, ademas del uso
inapropiado de antibidticos que generan dafio ambiental en los cuerpos de agua.
Para enfrentar el problema, se recomienda incluir en el Plan de Manejo Sanitario,
el monitoreo constante de la presencia de bacterias patdgenas a fin de aislar y tratar
lotes contaminados, y asi evitar la proliferacion bacteriana en todo el sistema
productivo. Pero esto no se realiza debido a que, el monitoreo y la deteccion

bacteriana incurre en aumentar costos de produccion.

Los métodos de deteccién que cominmente usan los laboratorios son: ensayos
microbioldgicos, técnicas de deteccion de anticuerpos monoclonales ligados a
enzimas, o0 técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), presentan
algunos inconvenientes como: tiempo prolongado en los analisis microbiolégicos,
sensibilidad limitada en la deteccidn de anticuerpos en portadores asintomaticos, y
alto costo de los analisis por PCR, son puntos criticos que deben superar las técnicas

de diagnostico para ser eficientes.

En ese contexto, Notomi et al., (2000) crearon la Amplificacion Isotérmica
Mediada por Bucle (LAMP). Es un ensayo de deteccidn rapida que ofrece superar
las dificultades identificadas en las técnicas de deteccion antes mencionadas.
LAMP se enfoca en la deteccion acidos nucleicos en condiciones isotérmicas, y
afianzada en el uso de seis cebadores, responsables de la sensibilidad y
especificidad. De esta manera LAMP convierte en una de las mejores opciones en

el desarrollo de pruebas rapidas.



El método fue creado, patentado y aceptado por la comunidad cientifica en Japon,
y debido a sus ventajas ha sido reproducida en diferentes paises, para la deteccion
de diversos agentes infecciosos en salud humana, animal y vegetal. Asi mismo, ha
sido desarrollado para la deteccion de A. salmonicida (Kulkarni et al., 2009) y Y.
ruckeri (Saleh et al., 2008). Ambos trabajos fueron desarrollados para la deteccion

individual y en realidades diferentes al cultivo nacional.

Kulkarni et al., (2009) desarrollo LAMP para la deteccidon de A. salmonicida en
Bacalao atlantico en piscigranjas de Noruega y Saleh et al., (2008) desarrollo
LAMP para la deteccion de Y. ruckeri en salmén, especies y sistemas de cultivos
distintos a las de Perd, y eso limita la reproduccién de la técnica para su uso, ya
que la OIE 2018 en su Capitulo de Principios y Métodos de Validacion de la
Pruebas de Diagnostico de las Enfermedades Infecciosas indica que las pruebas
deben desarrollarse para la especies en que se va utilizar, ya que cada especie
acuatica mantiene caracteristicas genéticas propias que lo hacen mas 0 menos
resistente a aun patdgeno y éste Gltimo puede crear diversas rutas de la invasion
entonces, las secuencias diana que se usen en una deteccion pueden ser Utiles o no,
en otras zonas de cultivo. En ese sentido, es necesario desarrollar pruebas de

deteccidn propias para la especie objetivo.

Por ello, este trabajo de investigacion se propuso estandarizar la técnica LAMP en
una version duplex para la deteccion simultanea de A. salmonicida y Y. ruckeri en
cepas aisladas de Trucha arcoiris. Esto es muy ventajoso pues, permite evaluar la
viabilidad de una técnica de diagnostico rapido para la deteccion de dos agentes

bacterianos en una sola reaccion, y a la vez obtener informacion sobre posibles



casos de coinfecciones, ademas de llegar a ser una herramienta auxiliar a las pruebas

microbioldgicas.

Con este trabajo también se espera promover el desarrollo, validacion y uso de
métodos de deteccion molecular, que sean faciles de ejecutar e implementar, y asi

hacer uso de pruebas de deteccion con mayor frecuencia, en los centros de cultivo.



II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aeromonas salmonicida y Yersinia ruckeri son bacterias cocobacilares gram
negativas, patdgenas de Trucha arcoiris. La sintomatologia que se observa en
organismos infectados es indiferenciable en estadios tempranos de crecimiento. Por
ello, la deteccion rapida y monitoreo de esas bacterias es indispensable para evitar
brotes significativos. Sin embargo, las técnicas de deteccion de ambas bacterias son
laboriosas, toman tiempo, son costosas y muchas de ellas se realizan en laboratorios
sofisticados, entonces es necesario buscar técnicas de deteccion rapida que superen

las limitaciones de las pruebas convencionales.

En ese sentido, diversas técnicas han sido creadas para superar aspectos logisticos
y econdémicos. La técnica de Amplificacién Isotérmica Mediada por Bucle (LAMP)
duplex, es una técnica promisoria, desarrollada para la deteccion molecular de uno
0 mas bacterias, virus, hongos, parasitos haciendo uso de equipos basicos de
laboratorio. En el sector acuicola ain no se ha registrado la estandarizacion de ese

tipo de técnica que determinen su factibilidad.

De acuerdo a ello el problema de investigacion fue analizar si con la estandarizacion
de la Amplificacion Isotérmica Mediada por Bucle (LAMP) duplex se logra
detectar simultaneamente Aeromonas salmonicida y Yersinia ruckeri, en cepas

aisladas de Oncorynchus mykiss “Trucha arcoiris”.



IIl. MARCO TEORICO

3.1. Aeromonas salmonicida
El género Aeromonas son bacterias gran negativas, anaerobias facultativas, pueden
presentar motilidad o no, algunas son meséfilas o psicrofilas. Se encuentran en
aguas dulces y marinas, y han sido aisladas de especies acuéticas, animales de
sangre caliente y poiquilotermo. Dentro de ese género se ubica la especie A.

salmonicida una bacteria sin motilidad y psicrofila (Dallaire-Dufresne et al., 2013).

De la especie se han identificado 5 subespecies: salmonicida, masoucida, smithia,
achromogenes y pectinolytica (Beaz-Hidalgo et al., 2010). De ellas Austin et al,
1998 considerd la subespecie A. salmonicida subsp. salmonicida, como una cepa
tipica y el resto de especies las consider6 como "atipicas" debido a sus diferentes

caracteristicas fenotipicas entre cepas.

Responsables de la infeccion llamada Aeromoniasis o Forunculosis en salmoénidos,
y caracterizada por generan septicemias, Ulceras en la piel y hemorragias en peces

(Beaz-Hidalgo y Figueras, 2012).

3.2. Yersinia ruckeri
Y. ruckeri, es una bacteria Gram negativa que pertenece a la familia
Enterobacteriaceae, no forman esporas y no tienen capsula, y algunas cepas
presentan flagelo (Ross et al., 1966). Se clasifica por biotipo, serotipo y por

proteinas presentes en la membrana externa.

Segun el biotipo tenemos al biotipo 1 y Il. Las cepas del biotipo | son moviles y
secretoras de lipasa (Tween 20); por el contrario, las cepas del biotipo II, son

negativas a ambas caracteristicas (Tobback et al., 2007; Kumar et al., 2015). Segun



Romalde et al., (1993) la clasificaron a Y. ruckeri en cuatro sertotipos: serotipo O1,
el cual es predominante a nivel mundial, subdividido en dos subgrupos Ola (serovar
1) y O1b (serovar Il1); serotipo O2 (serovar Il), subdividido en tres subgrupos (O2a,
0O2by O2c); serotipo O3 (serovar V) y serotipo O4 (serovar VI). Segun el perfil de
proteinas de membrana externa (OMP), Davies (1991) clasificd a Y. ruckeri en
cinco perfiles de OMP (OMP-1 al OMP-5). Lo que generan alta variabilidad

genética entre cepas de una misma especie.

Distribuida en Norteamérica, Europa, Medio Oriente y Sudamérica; asi como
algunos paises de Asia, Africa y Oceania (Tobback et al., 2007; Barnes, 2011).
También ha sido aislada en: anguilas, carpas, esturiones, goldfish, lenguados,
bagres, entre otros (Barnes, 2011; Austin y Austin, 2016). Asi mismo, el patdgeno
se ha encontrado en animales terrestres como: ratas almizcleras, halcones, gaviotas,

tortugas, lombrices de tierra (Tobback et al., 2007; Kumar et al., 2015).

En el Perd, la primera vez que se reportd Y. ruckeri fue en un cultivo de Trucha
arcoiris, procedentes del departamento de Junin (Bravo y Kojagura, 2004);
subsiguientemente, se han dados casos de Yersiniosis en diversas regiones del pais
como: Lima, Huancavelica, Ancash y Puno (Sirvas et al., 2011; Flores; 2013;
Sandoval et al., 2016) y desde el 2017 se ha notificado su presencia en Pasco,
Cajamarca y Amazonas (Cerro et al., 2017; Castro et al., 2017). Esto indica que

dicha bacteria se encuentra altamente difundida.

En ese sentido, Busch y Lingg (1975) demostraron que el 25% de una poblacién de
truchas que pasaron por un proceso de infeccién, portaban la bacteria en sus

intestinos y eran asintomaticas. Por su parte Rodgers (1992) demostré que. Y.



ruckeri es capaz de seguir siendo infeccioso después de un brote. Sin embargo,
influye para esto también influye las condiciones del ambiente acuatico y la

condicidn saludable de las truchas (Hunter et al., 1980).

3.3. Sintomatologia de Furunculosis y Yersiniosis
La sintomatologia clinica de las enfermedades en peces es indiferenciable en etapas
tempranas de crecimiento y en fase aguda de la enfermedad. Tanto la Furunculosis
y Yersiniosis se detecta en larvas, alevines y adultos de Trucha arcoiris y
particularmente en etapa juvenil-adulto se registra la fase cronica de la enfermedad
y desde alli se puede identificar la sintomatologia caracteristica. En peces adultos
con Furunculosis se observan lesiones ulcerosas en la piel, que llegan a penetrar la
musculatura (OIE, 2000). En peces adultos con Yersiniosis, se ha observado
hemorragias subcutaneas dentro y alrededor de la boca, garganta y ojos (Tobback

et al., 2007; Barnes, 2011).

Los sintomas comunes de ambas enfermedades son: la letargia, la falta de apetito,
la hiperpigmentacion cutanea, exoftalmia, petequias en visceras, esplenomegalia,
palidez branquial y ascitis. No obstante, no todos los peces afectados por estas
enfermedades presentan todos los sintomas clinicos, incluso peces que no
demuestran sintomas pueden generan brotes bajo condiciones de estrés o medios
propicios (Gonzales, 2002; Buchmann et al., 2003; Raida et al., 2003; Avci y
Birincioglu, 2005; Arias et al., 2007; Tobback et al., 2007; Tobback et al., 2009;
Tobback et al., 2010a; Tobback et al., 2010b; Austin y Austin, 2007; Bernoth et al.,

1997; Hiney y Olivier, 1999; Wiklund y Dalsgaard, 1998).



3.4. Amplificacion Isotérmica Mediada por Bucle
El método de Amplificacion Isotérmica Mediada por Bucle (LAMP) fue creado por
Notomi et al., (2000), con el objetivo amplificar material genético rdpidamente sin
la necesidad de equipos sofisticados. Esta ventaja se logré gracias al uso de la
enzima Bst polimerasa, que tiene la capacidad de amplificar el material genético
bajo condiciones isotérmicas, para el mismo fin también suele utilizarse la enzima
Bsm polimerasa; estas enzimas han sido aisladas de Bacillus stearothermophilus. y
Bacillus smithii, respectivamente. La actividad enzimética de las enzimas antes
mencionadas ocurre a 60 - 65°C, ademas poseen la capacidad similar de una
helicasa; por lo que son capaces de abrir la cadena de ADN, y desnaturalizarse sobre
los 70°C. Por estas caracteristicas no requieren cambios continuos de temperatura

como ocurre con las enzimas de las técnicas de PCR.

La reaccion LAMP ocurre bajo condiciones isotérmicas, generalmente entre los 60
y 65°C de temperatura y el tiempo puede variar entre 45 a 60 min, ulteriormente se
aumenta 80°C por 2 min para finalizar la reaccién (Notomi et al., 2000). Como
resultado se observan la formacion de un precipitado blanco, que puede tomar color
o producir de fluorescencia, en presencia de aditivos quelantes (Takada et al.,

2005).

La técnica LAMP utiliza 4 primers con diferentes etapas de amplificacion en
comparacion a las de PCR. La primera etapa es la union y elongacion del primer en
la region blanco, y la segunda es la amplificacion a partir de la formacion de bucles
en el extremo 3". El disefio de estos primers tiene caracteristicas exclusivas y estan
dirigidos a distintas regiones dentro de una secuencia objetivo, a partir de ello se

tiene un primer en sentido externo (F3), un primer en sentido externo reverso (B3);



un primer en sentido interno (FIP) y un primer en sentido interno reverso (BIP).
Estos 4 primers reconocen 6 regiones distintas en un gen de interés. Ademas, cabe
resaltar el disefio particular de los primers FIP y BIP, pues el primero presenta una
region F2 mas un espaciador de timina (TTTT) seguido de la region F1C, y el
segundo se forma por una region B2 mas un espaciador de timina (TTTT) seguido
de la regién B1C, dicho juego o set de primers es indispensable para amplificacion

correcta de las secuencias de ADN.

A partir de la publicacion de LAMP, se ha propuesto modificaciones para mejorar
su desempefio y dentro ello se halla la adicién de 2 primers denominados primer
bucle externo (FLP) y un primer de bucle interno (BLP), que se ubican entre las
regiones F1 - F2 y B1 - B2, respectivamente. Esto origina bucles, que producen
partidas adicionales para la sintesis del ADN, que logran disminuir el tiempo de

amplificacion (Nagamine et al., 2002).

El producto final amplificado por LAMP es visualizado por la deteccion de la
turbidez generada en la reaccion. La turbidez se produce por la polimerizacion, es
decir cuando se incorporaciéon de desoxinucle6tidos trifosfatados (ANTPs) y se
forma el pirofosfato (Mori et al., 2001). No obstante, para facilitar su visualizacion,
se ha comprobado el buen desempefio de colorantes, que producen cambios de color
o fluorescencia. Por ejemplo, el Azul de hidroxinaftol (HNB), el cual cambia de
color violeta a azul cielo por la quelacion de iones Mg2* de los dNTPs (Goto et al.,
2009).

La calceina tambien se ha usado, ya que en combinacién con iones de manganeso
libres tiene un efecto quelante. A medida que, el manganeso se une fuertemente al

pirofosfato recién formado, la calceina se libera y se une al magnesio libre, dando
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como resultado una fluorescencia verde brillante después de la excitacion con luz
visible o UV (Tomita et al., 2008). La adicién de intercalantes del ADN como
SYBR Green, Eva Green o Berberina, puede hacerse durante o después del termind

de la reaccion de LAMP siendo facil de visualizar bajo la luz UV (Goto et al., 2009).

Este método ha sido aplicado en diferentes patdgenos. En la acuicultura LAMP ha
sido desarrollado en paises como EE.UU, Taiwan, Alemania, Japon para la
deteccidn de bacterias, virus o parasitarios. En la actividad truchicultura ha sido
desarrollada para la deteccion viral de Septicemia Hemorragica Viral (SHV),
Necrosis Pancreatica Infecciosa (NPI), Necrosis Hematopoyetica Infecciosa (NHI)
(Soliman y El-Matbouli 2006; Gunimaladevi et al., 2005; Soliman et al., 2009), y
bacterianas como Enfermedad Entérica de la Boca Roja, Forunculosis, Enfermedad
Bacteriana del Rifion y Enfermedad del agua fria (Saleh et al., 2008; kulkarni et al.,
2009; Gahlawat et al., 2009; Fujiwara-Nagata y Eguchi, 2009). En dichos trabajos
confirman que el ensayo LAMP supera la sensibilidad, desventajas logisticas y

metodoldgicas de las técnicas de PCR.

En los dltimos afios se viene investigando nuevas formas para la deteccién o
descarte de dos a mas patdgenos con una solo muestra y en una sola corrida. En esta
ultima adaptacion son muy pocas las investigaciones que se han realizado dentro
del sector acuicola y hasta el momento solo se ha desarrollado, para la deteccion de
Nodavirus y Virus Extra Pequefio en Macrobrachium rosenbergii (Lin et al., 2018)
en la deteccion de Virus del Sindrome de la Mancha Blanca, Vibrio harveyi, Vibrio
anguillarum, Vibrio alginolyticos en algunos peces y crustaceos (Yu et al., 2013)

para el Virus de la Necrosis Hipodérmica y Hematopoyética en Penaeus vannamei.
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(He et al., 2011). Todos ellos demuestran que el ensayo LAMP tiene cualidades

para ser usado como una técnica de deteccion mdaltiple.

3.5. Proceso de amplificacion LAMP
Para iniciar el proceso de amplificacion en LAMP, primero la Bst polimerasa abre
la cadena de ADN y la amplificacién empieza en el extremo 5” con el ingreso de
F2-F1C a su region complementaria, seguido empieza amplificar el F3, posterior a
ello en el extremo 3" ingresa B2-B1C y B3, para amplificar su region
complementaria. Por la caracteristica de los primers; en sus extremos cuentan con
regiones complementarias que se unen formando bucles, luego de esto el amplicon
se convierte en la secuencia madre a clonar. Posteriormente el primer FLP empiezan
amplificar y elongar a partir del bucle en el extremo 5° y BLP realiza lo mismo,
pero en el extremo 3" e inicia la amplificacién exponencial que entrega como
resultado estructuras en forma de coliflor y de diferentes tamafios; motivos por el

cual, en la revelacion de electroforesis se observa bandas de diversos tamafios.
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IV. JUSTIFICACION
La exigencia en el desarrollo de pruebas de diagnostico eficientes y accesibles, es
un reto que se apronta en los Ultimos tiempos. En acuicultura peruana las técnicas
diagndstico convencionales no son muy usadas por acuicultores, porque son poco
accesibles, ofrecen resultados tardios y se realizan en lugares alejados de los centros
de produccién. Entonces, es necesario hacer uso de técnicas de deteccion rapida que
ofrezcan resultados fidedignos a costos asequibles y se puedan implementar en

laboratorios basicos de las regiones.

Con la estandarizacién de la Amplificacion Isotérmica Mediada por Bucles Duplex
para la deteccion simultanea de Aeromonas salmonicida y Yersinia ruckeri en cepas
aisladas de Trucha arcoiris se espera demostrar la factibilidad de la técnica para
detectar ambas bacterias en una sola reaccién, disminuyendo asi gran porcentaje de
los tiempos de trabajo, tiempos de entrega de resultados y haciendo uso de equipos
basicos de laboratorio. De obtener resultados satisfactorios se podria proponer la
validacién del protocolo para ser utilizado como una herramienta apoyo a las
pruebas de aislamiento microbioldgico y asi reducir el tiempo que se requiere para
realizar las pruebas extras para identificar la especie objetivo. Ademas, de ser viable
esta técnica queda un precedente para continuar con el proceso de validacién, a fin

de que sea Util para todos los agentes involucrados en la sanidad acuicola.
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V. HIPOTESIS

La estandarizacion de la técnica de Amplificacion Isotérmica Mediada Por Bucles

Duplex logra detectar simultaneamente Aeromonas salmonicida y Yersinia ruckeri

en cepas aisladas de Oncorynchus mykiss “Trucha arcoiris”.
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VI. OBJETIVOS
6.1. Objetivo general
Estandarizar la técnica de Amplificacion Isotérmica Mediada Por Bucles (LAMP)
Duplex para la deteccion simultanea de Aeromonas salmonicida y Yersinia ruckeri

en cepas aisladas de Oncorynchus mykiss “Trucha arcoiris”

6.2. Objetivos especificos
1. Disefiar un protocolo LAMP DUPLEX para la deteccion simultanea de
Aeromonas salmonicida y Yersinia ruckeri en cepas aisladas de

Oncorynchus mykiss “Trucha arcoiris”.

2. Optimizar LAMP DUPLEX para la deteccion simultanea de Aeromonas
salmonicida y Yersinia ruckeri en cepas aisladas de Oncorynchus mykiss

“Trucha arcoiris”.

3. Evaluar la especificidad analitica de LAMP DUPLEX para la deteccion
simultanea de Aeromonas salmonicida y Yersinia ruckeri en cepas aisladas

de Oncorynchus mykiss “Trucha arcoiris”.

4. Evaluar la sensibilidad analitica LAMP DUPLEX para la deteccion
simultanea de Aeromonas salmonicida y Yersinia ruckeri en cepas aisladas

de Oncorynchus mykiss “Trucha arcoiris”.
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VIl. METODOLOGIA

7.1. Disefio de estudio

El disefio de investigacion es experimental de tipo descriptivo transversal.

7.2. Metodologia de trabajo

7.2.1. DISENO Y SELECCION DE CEBADORES LAMP DUPLEX
7.2.1.1. Disefio de primers para LAMP Duplex
Los primers LAMP fueron disefiados para la deteccion de Aeromonas salmonicida
y Yersinia ruckeri, para ello se analiz6 genes candidatos en ambas bacterias, para
A. salmonicida se analizo los genes vapA, fstA, Asl5, con n° de acceso: M64655,
X87995, X64214, respectivamente y para Y. ruckeri se consider6d: 16S rRNA, gnlA,
Yrpl, YhIA, rucC-rupB, Yrul, YruR con n° de acceso en Genbank: X75275,
AY333067, MG0208371, AY576533, AY576530, respectivamente. De los genes

candidatos se evalu6 el tamafio apropiado y regiones altamente conservadas.

En el caso de A. salmonicida se selecciono el gen vapA con N° de acceso M64655.1
y en el caso de Y. ruckeri se eligié el gen rucC-rupB con N° de acceso AY576530.1.
Las secuencias fueron analizadas con la herramienta Blast del portal web NCBI,
para obtener un resumen de las secuencias relacionadas a cada gen; luego los
resultados fueron alineados en el programa Clustal X2 con la finalidad de identificar
zonas altamente conservadas y apropiadas para una posible amplificacion. La
secuencia consenso de cada especie objetivo fue guardada en formato fasta,

extension necesaria que requiere el programa PrimerExplorerV5.

Las secuencias mencionadas anteriormente fueron cargadas al programa online

PrimerExplorerV5 (http://primerexplorer.jp/lampv5e/index.html)  que generd
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primers candidatos para cada secuencia objetivo, teniendo en cuenta los criterios

establecidos para el disefio y seleccion de primers LAMP.

7.2.1.2. Criterios para el disefio y seleccion de primers LAMP
Para desarrollar el ensayo LAMP se debe cumplir con algunas especificaciones,

tales como las que se mencionan a continuacion:

Concentracion 6ptima de Mg igual a 4 mM.

= Concentracion optima de Na igual 50 mM.

= Porcentaje de GC de 40 — 60%.

= LaTmde F1Cy B1C deben ser ligeramente superior a la Tm del LOOP.

= LaTmde F3y B3 debe ser inferiores ala Tm de F2 y B2.

= dG Menor o igual a -4 Kcal/mol en los extremos 5"y 3".

= Elegir el set de primers con el mas alto dG.

= Evitar que una base se repita mas de tres veces.

= Evitar la formacion de estructuras secundarias en el extremo 3°de los

primers FIP y BIP.

Se resalta la importancia de dG, pues esta podria avizora la estabilidad de los
primers en la reaccion, esta acotacion es requerida especificamente en el extremo
3" del primer F2, el extremo 5' del primer Flc, el extremo 3' del primer B2 y el
extremo 5' del primer Blc, ya que son las posiciones iniciales de la replicacién
génica. Adicionalmente, sugiere rangos en tamafios de primers, temperatura de

hibridacion y distancias entre primers tal como se muestran en las Tablas 1y 2.
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Tabla 1. Especificaciones técnicas para el disefio primers LAMP: tamafio y Tm.

PRIMERS | TAMANO Tm
F1C/B1C 15-25 64 — 66

F2/B2 15-25 59-61
F3/B3 15-25 59 -61
FL/BL 15-22 64 - 66

Tabla 2. Especificaciones técnicas para el disefio de primers LAMP: distancia
entre primers.

PRIMERS | DISTANCIA
F2/B2 120 - 180
F1C/F2 40 -60
F2/F3 0-60
F1C/B1C 0-100

7.2.1.3. Andlisis de especificidad in silico de primers LAMP
El andlisis de especificidad in silico fue realizado utilizando el programa Primer-
BLAST, herramienta que utiliza algoritmos de alineacion global, que alinea el
primer en la secuencia objetivo; siendo altamente predecible para detectar targets
en todas las secuencias génicas existentes en el banco de secuencias genéticas. Con
este programa bioinformatico se verifico los primers correspondan a las especies
bacterianas en estudio y asi se fue discriminando primers que tengan relacion
cercana con género o familias de especies implicadas en enfermedades de Trucha

arcoiris o que sean causantes de contaminacion.

7.2.1.4. Analisis de estructuras secundarias de los primers
Posteriormente los sets de primers seleccionados fueron analizados con el programa
Multiple Primer Analizer de TermoFisher

(https://www.thermofisher.com/pe/en/home.html) para identificar la formacion de
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dimeros y autodimeros entre primers, luego se eligio dos sets de primers apropiados

para cada especie bacteriana. Los cuales fueron mandados a sintetizar en Macrogen.

7.2.2. OBTENCION DE MUESTRAS ADN CONTROL

7.2.2.1. Reactivacion de cepas bacterianas
Para la etapa de pruebas se usé el ADN de cepas control ATCC 33658 y 29473
correspondientes a A. salmonicida y Y. ruckeri, respectivamente. Dichas cepas
fueron reactivadas en caldo Brain Heart Infusion BHI (Liofilchem, USA) durante
24 h. Después cultivados y purificados en agar Agar Tripticasa de Soya TSA
(Liofilchem, USA), mediante el sembrado por agotamiento, la temperatura de

incubacion fue de 22 °C.

7.2.2.2. Extraccion de ADN bacteriano
Las colonias de A. salmonicida se colocaron en caldo BHI y se incubaron a 22°C
durante 24 horas, luego se centrifugaron a 5 000 rpm por 5 min, el pellet bacteriano
recuperado fue lavado con Solucién Salina Tamponada (PBS), de igual forma se
procedio con las colonias de Y. ruckeri. Posteriormente se procedié a la aplicacion
del kit de extraccion de ADN DNeasy Blood & Tissue Kits (QIAGEN, EE. UU.),
siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentracion y pureza del ADN
bacteriano fue medido por espectrofotometria a 260 nm en un Nanodrop (Thermo

Scientific, USA).

7.2.2.3. Confirmacién de cepas control por PCR Técnica Gold Estandar
La identificacion molecular PCR de A. salmonicida se desarroll6 segun el protocolo
de Hoie et al., (1997). Donde el volumen final de la reaccion fue de 20 pL

conteniendo: 10 pL de 2X del buffer PCR (1.5 mM MgCl2, 0.2 mM dNTP mix, 0.5
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U Platinum Tag DNA polimerasa) (Invitrogen), 1 puL de cada primer (F: 5'-
CGTTGGATATGGCTCTTCCT-3'y R: 5'-CTCAAAACGGCTGCGTACCA-3),
7 uL de agua ultra pura libre de DNAsas (AppliChem, Alemania) y 1 uL de ADN.
El control positivo fue la cepa tipo de ATCC 33658 y como blanco se us6 agua ultra
pura libre de DNAsas (AppliChem, Alemania). Luego los tubos de reaccion se
colocaron en el termociclador (Eppendorf-Mastercycler, USA), bajo las siguientes
condiciones: desnaturalizaciéon inicial sera de 94 °C por 4 min, seguido de 30 ciclos
de desnaturalizacion a 94 °C por 1 min, alineamiento a 50 °C por 1 min y extension

a 72 °C por 1 min, finalmente la extension final a 72°C por 10 min.

Los productos de PCR se detectaron en geles de agarosa al 1.5%, en buffer TAE
1X, el cual fueron sometidos a un campo eléctrico de 80 V/cm por 60 minutos. La
cantidad de producto amplificado por PCR para la corrida de electroforesis fue de
10pL y 3pL de marcador de peso molecular Perfect DNA Ladder de 100 pb
(Novagen, EE. UU.). Seguidamente el gel fue tefiido con 0.5 pug/mL de bromuro de
etidio (Merck Millipore, Alemania) por 20 minutos, y revelado bajo un
transiluminador (DNR Bio-Imaging Systems, EE. UU.). La presencia de una banda

de 271 pb confirmo el resultado esperado.

Siguiendo el protocolo de Gibello et al., (1999), se detectd la presencia de Y.
ruckeri. Para ello el volumen final de reaccion fue de 20 pL conteniendo: 10 pL de
2X del buffer PCR (1.5 mM MgCI2, 0.2 mM dNTP mix, 0.5 U Platinum Tag DNA
polimerasa) (Invitrogen), 1 pL de cada primer (F: YER8 5’-
GCGAGGAGGAAGGGTTAAGTG-3’ y R: YER10 5-

GAAGGCACCAAGGCATCTCTG-3’), 7 uL de agua ultra pura libre de DNAsas
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(AppliChem, Alemania) y 1 pL de ADN. EI control positivo fue ATCC 29473 y
como blanco se us6 agua ultra pura libre de DNAsas (AppliChem, Alemania).
Luego los tubos de reaccion fueron colocados en un termociclador (Eppendorf-
Mastercycler, USA), bajo las siguientes condiciones: desnaturalizaciéon inicial a 92
°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de 92 °C por 1 minuto, 57 °C por 1 minuto,

72 °C por 1 minuto; y una extension final a 72 °C por 5 minutos.

Los productos obtenidos por PCR se detectardn mediante gel de agarosa al 1.5%,
en buffer TAE 1X, el cual fueron sometidos a un campo eléctrico de 80 V/cm por
90 minutos. La cantidad de producto PCR para la electroforesis fue de 10uL y 3pL
de marcador de peso molecular Perfect DNA Ladder de 100 pb (Novagen, EE.
UU.). Seguidamente el gel fue tefiido con 0.5 pg/mL de bromuro de etidio (Merck
Millipore, Alemania) por 20 minutos, y revelado bajo un transiluminador (DNR
Bio-Imaging Systems, EE. UU.). La presencia de una banda de 575 pb confirmo el

resultado esperado.

7.2.3. PROCESO DE LA REACCION TIPICA LAMP
Para establecer la metodologia del ensayo se inicié un protocolo LAMP simple para
la deteccion separada de ambas bacterias y asi evaluar el desempefio de cada set de

primers en una reaccion tipica de LAMP.

Este estudio se baso en la experiencia y el protocolo de Trangoni et al., (2017).
Inicialmente se reconstituyd los primers disefiados en un volumen final de 100uL
(Tabla 3), luego se planted la solucién madre de LAMP Mix a una concentracion
2X para un volumen de 100uL (Tabla N° 4). Posteriormente se establecio las

concentraciones para la reaccion Master Mix para un volumen final de 10uL, el
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ADN control fue el proveniente de cepas ATTC y como blanco agua libre de

nucleasas. (Tabla N°5).

Tabla 3. Reconstitucion de los primers disefiados a una concentracion 10X.

SET PRIMERS SOLUCION STOCK | VOLUMEN
(pmol/pL) pL
F3 100 2
B3 100 2
FIP 100 16
AER1 BIP 100 16
LR 100 8
Agua Libre de
- 56
Nucleasas
F3 100 2
B3 100 2
FIP 100 16
AER2 BIP 100 16
LR 100 8
Agua Libre de
- 56
Nucleasas
F3 100 2
B3 100 2
FIP 100 16
YER1 BIP 100 16
LR 100 8
Agua Libre de
- 56
Nucleasas
F3 100 2
B3 100 2
FIP 100 16
YER2 BIP 100 16
LR 100 8
Agua Libre de
- 56
Nucleasas

Tabla 4. Reactivos, volumenes y concentraciones finales de los reactivos para una
solucion madre de LAMP MIX 2X.

REACTIVOS SOLUCION STOCK VOLUMEN pL LAMP MIX 2X
Agua Libre de Nucleasas 248

Betaina 5M 320 16 M
Datp 100 Mm 28 2.8 mM
dTTP 100 mM 28 2.8 mM
dCTP 100 mM 28 2.8 mM
dGTP 100 mM 28 2.8 mM
MgSO4 100 mM 120 12 mM
ThermoPol Buffer 10 X 100 1X
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Tabla 5. Formulacion planteada en una reaccion tipica de LAMP, en un volumen

final de 10 pL.

REACTIVOS VOLUMEN pL
Agua Libre de Nucleasas 2.6
LAMP MIX 2X 5
PRIMER MIX 10X 1

Bst 2.0 ADN polimerasa 0.4

ADN 1

Syber Green 1.5%

*El reactivo fue colocado en la parte interna de las tapas de los tubos.

Los tubos de reaccién en un volumen final de 10 uL fueron corridos a 60°C durante
60 min y detenidas a 80° por 10 min como fase de terminacion. Al finalizar la
incubacion se invirtio los tubos para que el Syber Green se mezcle con el producto
de la amplificacion y tome una coloracion. Si fuera una coloracién verde
corresponde a un resultado positivo, en cambio si es anaranjado corresponde a un
resultado negativo. Los amplicones resultantes fueron analizados por electroforesis
al 1 % de agarosa en TAE 1X, bajo 70 V durante 115 min, el transiluminador UV

usado fue de la marca MiniBis Pro (DNR Bio-imaging System, Israel).

7.2.4. DESARROLLO DE UN PROTOCOLO PARA LAMP
DUPLEX
Al evaluar el desempefio de cada set de primers se puede identificé condiciones
apropiadas y comunes para amplificar ambos materiales genéticos en una sola
reaccion. En el ensayo duplex se usé las combinaciones de primers: AER1-YER1
AER1-YER2 AER2-YER1 AER2-YER2 en un volumen final de 10 pL,
conteniendo el mix de primers para A. salmonicida y Y. ruckeri, ThermoPol buffer
(New England Biolabs, Alemania), betaina (Sigma-Aldrich), Bst 2.0 ADN
polymerase (New England Biolabs, Alemania), dNTPs (Promega), Syber Green y

las muestras de ADN control, los voliumenes usados se muestra la Tabla N° 6. La
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condicion de amplificacion fue de 60°C durante 60 min e inactivada a 80° por 10

min.

Tabla 6. Formulacion para en una reaccion LAMP duplex, en un volumen final de

10 pL.
REACTIVOS AER1-YER1 | AERI-YER2 | AER2-YERL | AER2-YER?2

(L) (L) (L) (L)
Agua Libre de Nucleasas 2.6 2.6 2.6 2.6
LAMP MIX 2X 5 5 5 5
PRIMERS para A. Salmonicida 0.5 0.5 0.5 0.5
PRIMERS para Y. Ruckeri 0.5 0.5 0.5 0.5
Bst 2.0 ADN polimerasa 0.4 0.4 0.4 0.4
ADN de A. Salmonicida 0.5 0.5 0.5 0.5
ADN de Y. Ruckeri 0.5 0.5 0.5 0.5
Syber Green 1.5* 1.5* 1.5* 1.5*

*El reactivo fue colocado en la parte interna de las tapas de los tubos.

7.25. OPTIMIZACION DEL PROTOCOLO LAMP DUPLEX

7.2.5.1. Optimizacion de las condiciones de amplificacion LAMP Duplex

Se establecio paneles de control positivo, para ejecutar el proceso de estandarizar

en tres variables criticas de la amplificacion:

= Concentraciéon de Bst 2.0 ADN polimerasa: se determind evaluar

concentraciones de 4U/Rx, 8U/Rx, 16U/RX.

= Temperatura de amplificacidn: de acuerdo a las especificaciones técnicas

de la enzima se consider0 evaluar reacciones a los 60, 61, 62, 63, 64 y 65°C.

= Tiempo de incubacion: se evaluaron el resultado de la reaccién a los 15,

30, 45, 60 min.

De esta manera logramos determinar reacciones eficientes en corto tiempo a una

temperatura estable y con la concentracién necesaria de la enzima.
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7.2.4.3. Evidencia de targets con enzimas de restriccion

Mediante el programa Nebcutter V2 (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/), se maped y

analizo las enzimas de restriccion que realizasen cortes adecuados para evidenciar
los targets objetivo de la amplificacion dlplex. La enzima de restriccion
seleccionada fue Alul, prediciendo fragmentos de los siguientes tamafios: 126 y

91pb en A. salmonicida y 186 y 51pb en Y. ruckeri.

La digestidn enzimatica fue aplicada a los amplicones resultantes de amplificacion
de cada set de primers, luego se procedio con la digestion de amplicon resultante
de la reaccién daplex. La digestion de esta ultima también se realizd a los
amplicones obtenidos a 60, 61, 62, 63, 64 y 65°C. Por otro lado, se aplico la
digestion enzimatica a los amplificados de los primers forward (F3) y reverse (B3)

de LAMP corridos bajo las condiciones de la técnica gold estandar PCR.

7.2.6. EVALUACION DE ESPECIFICIDAD Y SENSIBILIDAD

ANALITICA DE LOS PRIMERS LAMP

7.2.5.1. Determinacion de la especificidad analitica
La especificidad analitica se evalu6 incluyendo muestras de ADN de 9 cepas:
Echerenchia coli (ATCC 25922), Vibrio vulnificus (ATCC 27562) Flavobacterium
psychrophilum (ATCC 49418T) y Aeromonas hidrophila (ATCC 7966T),
Aeromonas caviae (ATCC 15468), Yersinia enterocolitica (ATCC 23715),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), Renibacterium salmoninarum (ATCC
33209), Staphylococcus aureus (ATCC 23235) y se incluyé una muestra de ADNc

secuenciada del Virus de la Necrosis Pancreatica (IPN), dicha muestras fueron
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corridas bajo las condiciones optimizadas para A. salmonicida y Y. ruckeri en

LAMP simple.

7.2.5.2.  Determinacion de la sensibilidad analitica
De las cepas ATCC de A. salmonicida y Y. ruckeri se extrajo el ADN, y se tomd
una concentracion inicial de 20 ng/pL de ADN de A. salmonicida y 20 ng/uL de Y.
ruckeri. Dichas concentraciones iniciales fueron diluidas hasta 10 por triplicado,
luego cada panel fue procesado segun la técnica gold estdndar PCR y el método
LAMP optimizado en una reaccion tipica. Los resultados de este ultimo fueron

comparados con la sensibilidad analitica hallada en la técnica gold estandar.

7.2.7. RESULTADOS DE LA DETECCION DE PCR vs LAMP
DUPLEX EN CEPAS PRESUNTIVAS
7.2.7.1.  Aplicacion de PCR en la deteccion de cepas presuntivas de A.
salmonicida y Y. ruckeri
Se proceso 28 cepas presuntivas de A. salmonicida y Y. ruckeri (las cepas fueron
asiladas de Trucha arcoiris y conservadas en el cepario del Laboratorio de
Parasitologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de UPCH). Tanto
la reactivacion bacteriana, extraccion de ADN vy la técnica diagnostica de deteccién
PCR se realizaron bajo los protocolos que se usaron con las cepas control, antes

descritas.

7.2.7.2.  Aplicacion de LAMP duplex en la deteccion de cepas
presuntivas de A. salmonicida y Y. ruckeri
Las 28 cepas presuntivas de A. salmonicida y 28 cepas presuntivas de Y. ruckeri

fueron procesadas inicialmente en una reaccion simple de LAMP, con el objetivo
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de evaluar la deteccion individual de cada muestra, luego se procedi6 a procesarlas

en una reaccion duplex.

7.2.8. PLAN DE ANALISIS DE DATOS
Se avalu6 ambos métodos mediante la comparacion de resultados, que también se

presentan en una tabla de Excel.
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VIilIl. RESULTADOS

8.1. Andlisis in silico de primers LAMP candidatos
De los 1000 sets de primers arrojados por PrimerExplorerV5 se seleccionaron 2 sets
candidatos para cada secuencia objetivo, elegidos segun las condiciones de disefio
anteriormente descritas. En la Tabla N° 7 se muestra los primers seleccionados con

sus respectivas caracteristicas.

8.2. Analisis de estructuras secundarias
El andlisis de estructura secundarias del programa MultiplePrimerAnalizer de
TermoFisher no detecté la formacion de dimeros y autodimeros en las
combinaciones AER1-YER, AER1-YER2 y AER2-YER1, pero si detecto la

formacion de un dimero en la combinacién AER2-YER2 (Figura N° 1).
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Results for primer dimer detection. To export the results: sslect all (Ctrl-A), copy (Ctrl-C) and paste (Ctrl-\).
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Figura 1. Analisis de las estructuras secundarias de los sets AER2-YER2
resultados de Multiple Primer Analizer.
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Tabla 7.. Caracteristicas de los sets de primers sintetizados: A. salmonicida
(AER1 - AER2) Y. ruckeri (YER1 - YER?2)

PRIMER Secuencia 5- 3 5'pos | 3'pos | Tam | Tm | 5'dG 3'dG GC dG
F3 AAGCCTTTAAGCTGACCTCC 389 | 408 | 20 | 59 | -558 | -5.69 0.5
B3 GCAGAAATATTCGCATCA 582 | 602 | 21 | 59 | -5.26 | -6.19 0.48
FIp GCAACCGGATCAGCAGTGTAAGA- 43
AGGTACAGTAGCTCTGACCG
BIP CGCTGTTCAAACTGGGTAAGCTGT- 45
AER1 TCAAGAAACCTTCGGAAACCA 161
F2 AGGTACAGTAGCTCTGACCG 417 | 436 | 20 | 60 | -4.57 | -6.19 0.55
Flc GCAACCGGATCAGCAGTGTAAGA 457 | 479 | 23 | 65 | -6.01 | -3.59 0.52
B2 TCAAGAAACCTTCGGAAACCA 551 | 571 | 21 | 60 | -4.27 | -467 0.43
Blc CGCTGTTCAAACTGGGTAAGCTGT 488 | 511 | 24 | 66 | -6.57 | -5.63 0.5
LB TCCAGTTGAGTTTGACTAAC 512 | 534 | 23 | 62 | -525 | -6.07 043 | -1.43
F3 ACCAAGCCTTTAAGCTG 386 | 405 | 20 | 60 -5 -5.35 0.5
B3 GCAGAAATATTCGCATCA 582 | 602 | 21 | 59 | -5.26 | -6.19 0.48
FIp CGGATCAGCAGTGTAAGAAGCGT- 45
TCTCAAGGTACAGTAGCTCTGA
BIP CGCTGTTCAAACTGGGTAAGCTGT- 45
TCAAGAAACCTTCGGAAACCA 202
AER2 F2 TCTCAAGGTACAGTAGCTCTGA 412 | 433 | 22 | 60 | -4.27 -4.6 0.45
Flc CGGATCAGCAGTGTAAGAAGCGT 452 | 474 | 23 | 65 | -553 | -6.07 0.52
B2 TCAAGAAACCTTCGGAAACCA 551 | 571 | 21 | 60 | -4.27 | -4.67 0.43
Blc CGCTGTTCAAACTGGGTAAGCTGT 488 | 511 | 24 | 66 | -6.57 | -5.63 05
LB TCCAGTTGAGTTTGACTAAC 512 | 534 | 23 | 62 | -5.25 | -6.07 043 | -1.43
F3 TGACCCACGTTCTATCTCCA 78 | 101 20 | 60 |-6.87 -5.40 | 045
B3 TGGCCTTTGTTACCACCTT 245 | 264 19 | 59 | -5.06 -6.10 | 0.57
FIp GGTTCTGGTCCGAACAGCACGA M
ACGTGCAGAAGACTTCCTG
BIP ATTCGCTTTGGCAGCAGCATCAT a1
GCGCCTTCGATATCATCG -
YERL 2.45
F2 ACGTGCAGAAGACTTCCTG 100 | 122 | 19 | 60 | -4.65 -4.52 | 0.60
Flc GGTTCTGGTCCGAACAGCACGA 145 | 167 22 | 63| -6.30 |[-4.00 | 048
B2 GCGCCTTCGATATCATCG 232 | 250 | 18 | 61| -4.82 |-465 | 057
Blc ATTCGCTTTGGCAGCAGCATCAT 188 | 211 23 | 64| -6.20 |-484 | 055
LB CGTGGCTCCCACGTTGCTAT 230 | 250 20 | 60| -6.98 |-450 | 0.65 -1.91
F3 GCGCATCGAAGTATAAAAACCG 79 100 | 22 | 60 | -6.97 | -5.44 0.45
B3 ATCGACCAGATCCTGACGG 297 | 315 | 19 | 60 | -5.08 | -6.19 0.58
FIp TCGACGCCTGTAATGCACTAAGGTA- m
GGGAATTGCGGAGCGAATC
BIP ACGGACAGTCACAGCCGATTG- 40
TAGCTGAGTGGCCTGAGTC -2.04
YER2 F2 GGGAATTGCGGAGCGAATC 102 | 120 | 19 | 61 | -485 | -4.69 0.58

Flc TCGACGCCTGTAATGCACTAAGGTA 148 172 25 | 66 | -6.37 -4.08 0.48

B2 TAGCTGAGTGGCCTGAGTC 249 267 19 | 60 | -4.82 -4.76 0.58
Blc ACGGACAGTCACAGCCGATTG 203 223 21 | 65 | -6.18 -4.84 0.57
LB TCGGGGTGTTCCCCTTTG 227 244 18 | 61 | -6.98 -4.61 061 | -2.38
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8.3. Obtencion de muestras de ADN control
El ADN bacteriano extraido de las cepas ATCC de A. salmonicida y Y. ruckeri
alcanzaron una concentracion de 506 y 184.6 ng/uL, respectivamente. Mientras el
grado de pureza se encontr6 en 1.89 + 0.0092. Esas concentraciones fueron

disueltas y trabajadas a 20 ng/uL.

8.4. Proceso de la reaccion tipica LAMP
En esta etapa los cuatro sets de primers demostraron resultados esperados en la
colorimetria final. El blanco de la reaccion y el control positivo mostraron un viraje
anaranjado y verde, respectivamente (Figura N° 2) mientras los resultados en la

electroforesis mostraron las bandas de amplificacion (Figura N° 3).

Figura 2. Desempefio de los sets de primers en una reaccion
tipica de LAMP: Al+ (AER1 control positivo), Al- (AER1
blanco), A2+ (AERL1 control positivo), A2- (AERL1 blanco),
Y1+ (YERL1 control positivo), Y1- (YER1 blanco), Y2+
(YER2 control positivo), Y2- (YERZ2 blanco).
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M A1- A1+ A2- A2+ Y1- Y1+ Y2- Y2+

Ll

Figura 3. Revelacion de la amplificacion de primers LAMP: Al- (AERL1 blanco),
Al+ (AERL1 control positivo), A2- (AER1 blanco), A2+ (AERL1 control positivo),
Y1- (YERL1 blanco), Y1+ (YER1 control positivo), Y2- (YER2 blanco),
Y2+(YER2 control positivo).

8.5. Desarrollo de un protocolo para LAMP daplex
De la combinacion de primers AER1-YER1, AER1-YER2, AER2-YER1 y AER2-
YER?2 solo se observo amplificacion en las combinaciones AER2-YER2 (Figura
N° 4, 5y 6), de acuerdo a ello se selecciono el set de primers AER2-YER2 para el

proceso de optimizacion.

AER2-YER1 AER2-YER1 AER2-YER2 AER2-YER2
+

Figura 4. Desempefio de la combinacién de sets de primers
AER2-YER1y AER2-YER2 en un protocolo de reaccion
LAMP duplex.
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AER1-YER1 . AER1-YER1 AER1-YER2 AER1-YER2

Figura 5. Desempefio de la combinacion de sets de primers
AER1-YER1, AER1-YER2 en un protocolo de reaccion
LAMP duplex.

M AZY1- A2V1+ A2

Figura 6. Revelacion de la amplificacion de los primers LAMP en una
reaccién duplex: A2Y1-( blanco), A2Y 1+ (control positivo), A2Y2-
(blanco), A2Y2+ (control positivo), A1Y1- (blanco), AlY1+ (control
positivo), A1Y2- (blanco), A1Y2+ (control positivo).
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8.6. Optimizacion de un protocolo para LAMP duplex

= Concentracion de la enzima Bst 2.0 ADN polimerasa
Se observo productos amplificados al ensayar la concentracion a 8U y 16U mas no,

en una concentracion de 4U (Figura N° 7).

-
AER2-YER2 AER2-YER2 AER2-YER2  AER2-YER2
+ -

+

16U/Rx

o/
AER2-YER2 AER2-YER2
- +

Figura 7. Concentracion de la enzima Bst 2.0 ADN
polimerasa ensayadas en una reaccion LAMP duplex.

= Temperatura de amplificacion
Se identificando temperaturas Optimas desde 60 hasta 65°C (Figura N° 8).

A2Y2+ A2Y2-

60°c @ o

. &

Figura 8. Temperaturas de amplificacion
evaluadas en una reaccion LAMP duplex con
la combinacion de primers AER2-YER2.
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= Tiempo de incubacion:
El rango de tiempo de amplificacion en LAMP simple fue de 15, 30, 45 y 60 min,
observando resultados desde los 45 min en A. salmonicida y Y. ruckeri. Sin

embargo, 60 min fue el tiempo més adecuado (Figura N° 9).

AER2- ’ AER2+ YER2+

___‘ﬂr

evaluadas en una reaccion LAMP simple
para los sets de primers AER2 y YER2.

8.6.1. EVIDENCIA DE TARGETS CON ENZIMAS DE
RESTRICCION
De la digestion enzimatica se obtuvieron amplicones de 126 y 91 pb en A.
salmonicida y 186 y 51 pb en Y. ruckeri, pero con fragmento inespecificos en los
amplicones duplex de Y. ruckeri (Figura N° 10). La amplificacion de los primers
LAMP forward (F3) y reverse (B3) amplificaron A. salmoniciday Y. ruckeri en una
reaccion PCR, de ello se obtuvo un amplicon de 214 bp para A. salmonicida y 236

bp para Y. ruckeri (Figura N° 11).
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AER2 YER2 60 61 62 63

Figura 10. Digestién enzimatica de amplicones LAMP: AER2 (digestion de
amplicones de AER2), YER2 (digestion de amplicones de YER2), digestion de
amplicones LAMP dlplex AER2-YER?2 resultantes de la amplificacion a 60, 61.
62, 63, 64, 65°C.

PCR LAMP LAMP LAMP LAMP
Yr BA As BY Yr

250bp

Figura 11. Desempefio de los primers LAMP forward (F3) y reverse (B3) en
reaccion PCR: PCR As (primers PCR para A. salmonicida), PCR Yr (primers
PCR para Y. ruckeri), LAMP BA (blanco primers de AER2), LAMP As (control
positivo primers de AER2), LAMP BY (blanco primers YER2), LAMP Yr
(control positivo primers de YER2)
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8.7. Evaluacion de especificidad y sensibilidad analitica de los primers

LAMP

8.7.1. ESPECIFICIDAD ANALITICA

Se evalud la especificidad analitica de los primers con cepas bacterianas
relacionadas con Yersina Ruckeri y Aeromona salmonicida. El set AER1 mostrd
amplificacion con ADN de A. caviae, F. psychrophilum, S. aureus y P. aeruginosa.
El set AER2 amplificd para A. caviae, V. vulnificus. El set YER1 amplifico para A.
caviae, A. hydrophila, E. coli, Y. enterocolitica por altimo el set YER2 amplificd

para A. caviae y V. vulnificus los resultados se muestran en la Figura N° 12.

8.6.1. SENSIBILIDAD ANALITICA

Los resultados demostraron que la Técnica Gold Estandar PCR, logré detectar hasta
10* en A. salmonicida y 102 en Y. ruckeri (Figura N° 13). En cambio, la
sensibilidad analitica del set de primers AER2 para Aeromonas salmonicida detectd

hasta 10"% y el set de primers YER2 logré detectar hasta 10° (Figura N° 14).
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Figura 12. Especificidad analitica de los sets de primers: AER1, AER2, YER1y YER?2 con, A. caviae, A hydrophila, E.coli, Virus de
la Necrosis Pancreatica Infecciosa, F. psychrophilum, R. salmoninarum, S. aureus, P. aeruginosa, V. vulnificus, Y. enterocolitica
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- -

250bp

Figura 13. Sensibilidad analitica de la técnica Gold Estandar PCR (107%9): a. Panel
de dilucion de A. salmonicida b. Panel de dilucion de Y. ruckeri

AER2

YER2

Figura 14. Sensibilidad analitica del set de primers AER2 y YER2 (101%): B
(blanco), 1-10 (diluciones)

Figura 15. Sensibilidad analitica revelada mediante electroforesis: (a)
Sensibilidad analitica de set de primers AER2 para A. salmonicida, (b)
Sensibilidad analitica del set primers YER2 para Y. ruckeri.

38



8.7. Resultados de la deteccién de PCR vs LAMP duplex en cepas

presuntivas

8.7.1. APLICACION DE PCR EN LA DETECCION DE CEPAS
PRESUNTIVAS DE A. SALMONICIDA Y Y. RUCKERI
Mediante la Técnica Gold Estandar PCR se evaluaron 28 cepas presuntivas de
Aeromonas salmonicida y de Yersinia ruckeri, obteniendo resultados positivos para

todas las muestras y en ambos casos (Tabla N°8).

8.7.2. APLICACION DE LAMP DUPLEX EN LA DETECCION DE
CEPAS PRESUNTIVAS DE A. SALMONICIDA Y Y. RUCKERI

En esta etapa se procesd las mismas cepas presuntivas que se utilizaron en la

deteccion por PCR. Inicialmente se procesd cada muestra en una reaccion simple,

obteniendo resultados positivos de las 28 cepas de ambas especies bacterianas.

Posteriormente, las muestras de las cepas bacterianas fueron corridas en una

reaccion duplex, donde también se observaron resultados positivos en todas las

muestras procesadas (Tabla N°8).
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Tabla 8. Resultados de las pruebas de deteccion de las cepas presuntivas de A.
salmonicida y Y. ruckeri, ensayadas en PCR, LAMP simple y LAMP duplex.

PCR LAMP LAMP DUPLEX
N COD. A._ . COD. Y. . COD. A._ . COD. Y. X COMBINACION RESULTADO
CEPAS salmonicida CEPAS ruckeri CEPAS salmonicida CEPAS ruckeri DE CEPAS COLORIMETRICO
AS PCR YR PCR AS LAMP Y.R LAMP PRESUNTIVAS
1 ci2B + PR2 + C128 + PR2 + C12B-PR2 +
2 Ci8B + PR5 + C18B + PR5 + C18B-PR5 +
3 Ci8R + PR4 + C18R + PR4 + C18R-PR4 +
4 DEIB + 3B + DEIB + 3B + DEIB-3B +
5 19BM + 12B + 19BM + 12B + 19BM-12B +
6 19RB + Al8B + 19RB + Al18B + I9RB-A18B +
7 T12B + F2B + T12B + F2B + T12B-F2B +
8 F16 + F8B + F16 + F8B + F16-F8B +
9 P8B + DE4B + P8B + DE4B + P8B-DE4B +
10 P24B + PB11 + P24B + PB11 + P24B-PB11 +
11 P23B + R18R + P23B + R18R + P23B-R18R +
12 C15R + F10R + C15R + F10R + C15R-F10R +
13 6R + F11R + 6R + F11R + 6R-F11R +
14 5B + F12B + 5B + F12B + 5B-F12B +
15 DE3B + F12R + DE3B + F12R + DE3B-F12R +
16 D3 + F14B + D3 + F14B + D3-F14B +
17 K5B + F17B + K5B + F17B + K5B-F17B +
18 K6P + F18R + K6P + F18R + K6P-F18R +
19 K7R + F18B + K7R + F18B + K7R-F18B +
20 K14R + T20B + K14R + T20B + K14R-T20B +
21 K16P + ABR + K16P + ABR + K16P-A6R +
22 K16R + F2R + K16R + F2R + K16R-F2R +
23 K198 + F4R + K198 + F4R + K19B-F4R +
24 KI19R + F6R + KI19R + F6R + K19R-F6R +
25 K21B + F8R + K21B + F8R + K21B-F8R +
26 K22P + F14R + K22P + F14R + K22P-F14R +
27 K23B + F17R + K23B + F17R + K23B-F17R +
28 K29B + 2R + K29B + 2R + K29B-2R +
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IX. DISCUSION

El campo de la salud exigio que las pruebas de deteccién molecular sean lo
mas eficientes, rapidas y de interpretacion facil (Bodulev y Sakharov, 2020).
En cambio, en el campo de la sanidad acuicola son poco usadas y
desarrolladas. Sin embargo, hay investigaciones importantes para
incrementar el interés en el desarrollo de nuevas pruebas alternativas que
superen las desventajas técnicas, logisticas y econdmicas de las pruebas de
deteccion tradicional. Esta investigacion apunta a la base del estudio de
pruebas répidas enfocada en la deteccion multiple.

Siendo el objetivo principal estandarizar la Amplificacion Isotérmica
Mediada por Bucles duplex para la deteccion simultanea de Aeromonas
salmonicida y Yersinia Ruckeri en cepas aisladas de Trucha arcoiris; uno de
los puntos criticos en la ejecucion de este trabajo fue seleccionar el gen
adecuado para disefiar los primers LAMP, pues son responsables de la
especificidad que puede ofrecer el ensayo, donde también compromete la
alta diversidad genética entre cepas de la misma especie, y en vista de eso
se optd por elegir genes con alta conservacién génica y evitar genes
propensos a mutaciones. Considerando los genes cromosomales como los
mas estables y contrariamente los plasmidicos ya que, ceden facilmente a
las mutaciones de sus bases geneticas. Cabe recalcar que LAMP ya ha sido
desarrollada individualmente para la deteccion de A. salmonicida y Y.
ruckeri. No obstante, las especies acuicola y las condiciones ambientales de

cultivo son diferentes a los lugares donde se realiza la truchicultura en Perd.
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La investigacion de LAMP en la deteccion de A. salmonicida, fue aplicada
en el cultivo de Bacalao del Atlantico basada en la deteccion del gen gyrB
(Kulkarni et al., 2009); un gen housekeeping que codifica la subunidad B
del ADN girasa, enzima responsable de la topologia en el proceso de
replicacion, transcripcion y recombinacion y ha demostrado gran utilidad en
la diferenciacion taxonémica e identificacion de especies dentro del género
Aeromonas (Soler et al., 2004).

En este trabajo para, la deteccion de A. salmonicida se eligio el gen vapA,
un gen que codifica la capa A de la membrana celular de la bacteria que se
encuentra en contacto directo con las defensas del hospedero (Chart et
al.,1984) y también tiene la capacidad de aumentar la hidrofobicidad, la
adherencia a los macréfagos, la resistencia a la citotoxicidad de los
macrofagos (Gardufio et al., 2000), y la proteccion contra el sistema del
complemento (Munn et al., 1982).

Si bien ambos genes son buenos candidatos, pero se desestimo el uso de
gyrB por ser un gen plasmidico en cambio, vapA es un gen cromosomal que
adicionalmente puede brindar informacion sobre, la presencia de un gen de
virulencia que podria estar expresandose o no en el hospedero.

Con respecto a la deteccién de Y. ruckeri que, realizaron Saleh et al., 2008
basaron su deteccién en los genes yrul/yruR, que codifican parte del sistema
gourum sensing de la bacteria y es un apoyo para la invasion celular.

En este trabajo se inclind por el gen rucC-rupB uno de los genes

cromosomales implicados en la absorcion de hierro que, el patégeno utiliza
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del huésped (Ferndndez et al., 2007). En este caso ambos son genes de
virulencia ubicados en el cromosoma, pero se opto por el gen rucC-rupB.
Las Técnicas Gold Estandar elegidas se basan en la deteccion en el gen
ARNIr 16S, este gen no fue considerado en este trabajo porque, a pesar de
ser un gen altamente conservado no permite la separacion correcta entre
especies estrechamente relacionadas (Vipiny Prasun, 2015). Basado en esta
premisa los resultados del BLASTn confirmaron que el gen ARNr 16S
agrupa especies de las mismas familias.

Por otro lado, durante la etapa de disefio de primers LAMP se detecto in
silico la formacion de un dimero entre el primer FIP de AER2 y el primer
FIP de YER2. Sin embargo, no se observo un resultado falso positivo en la
etapa de pruebas duplex.

La especificidad evaluada para A. salmonicida en el trabajo de Kulkarni et
al., 2009 no mostr6 amplificacion con muestras de Y. ruckeri, Vibrio.
anguillarum, Pseudomonas sp., Francisella piscicida y Psychrobacter sp.
por otro lado Saleh et al., 2008 confronté la especificidad para Y. ruckeri
con Yersinia. aldovae, Yersinia. enterocolitica, Yersinia. frederiksenii,
Yersinia. intermedia, Yersinia. kristensenii, Aeromonas. salmonicida,
Aeromonas  sorbia, Pseudomonas  aeruginosa,  Renibacterium
salmoninarum y Flavobacterium columnare, las cuales no mostraron
reacciones cruzadas.

En cambio, la especificidad analitica de este estudio fue analizada frente A.
caviae, A hydrophila, E. coli, Virus de la Necrosis Pancreatica Infecciosa,

F. psychrophilum, R. salmoninarum, S. aureus, P. aeruginosa, V. vulnificus,
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Y. enterocolitica. De las cuales no se observO reacciones cruzadas, a
excepcion de las muestras de A. caviae y V. vulnificus, tanto en la deteccion
de A. salmonicida y Y. ruckeri. Teniendo en cuenta que, en el analisis de
PrimerBlast no se observd afinidad de los primers con dichas especies; de
esto se infiere que siempre habrd un margen de error predispuesto en la
herramienta bioinformética PrimerBlast.

Con respecto a, A. caviae es una especie bacteriana considerada no
patdgena, debido al bajo porcentaje de mortalidad que genera; un estudio
experimental reportd tan solo un 3.3% de mortalidad frente a otras especies
de Aeromonas (Zepeda-Velazquez et al., 2017). Otro estudio analizo este
género dentro el microbiota del intestino de Trucha arcoiris y no
evidenciaron esta especie, pero si A. hydrophila 'y A. sobria (Sugita et al.,
1994). Por ende, se puede inferir que esta especie es candidata en convertirse
en una bacteria oportunista si se presentaran condiciones éptimas para su
crecimiento. En ese caso, este estudio se limitaria a la deteccion de
Aeromonas sp.

Asimismo, se reportd V. vulnificus, bacteria de aguas marinas aislado en
granjas de trucha en Dinamarca (Pedersen et al., 2008), tampoco fue
considerada como un patégeno de Trucha arcoiris, pero si una especie
oportunista ya que, se presento bajo cuadro de estrés frente a un aumento de
la temperatura que se dio después del cambio de ambientes de cultivo. En
el Peru el cultivo de Trucha arcoiris se realiza en aguas dulces, por lo cual

no se veria limitado la aplicacion de este ensayo de deteccion.

44



La sensibilidad analitica en este estudio fue de 10° y 10° para A.
salmonicida y Y. ruckeri, respectivamente y los ensayos desarrollados por
Kulkarni et al., 2009 y Saleh et al., 2008, demostraron sensibilidad de hasta
1 picogramo de ADN. En cambio, la sensibilidad analitica obtenida por la
técnica de PCR solo detectd hasta 10 * para A. salmonicida y hasta 10
para Y. ruckeri. Estos resultados confirman la alta sensibilidad del ensayo
LAMP.

Para evidenciar que la técnica LAMP duplex puede amplificar las dos
muestras de ADN de manera efectiva y discriminante entre A. salmonicida
y Y. ruckeri. Se opto por realizar digestion enzimatica, cortando regiones
dentro de las secuencias amplificadas. No obstante, se encontr6 bandas
inespecificas en los resultados de la digestion enziméatica de amplicon de
LAMP duplex, esto se debe a la cantidad alta de amplificados que la enzima
no logré cortar. Sin embargo, se logro observar el tamafio de los fragmentos

esperados.
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X.  CONCLUSIONES
Al finalizar este trabajo se logré estandarizar la técnica de Amplificacion
Isotérmica Mediada Por Bucles Duplex para la deteccion simultanea de
Aeromonas salmonicida y Yersinia ruckeri en cepas aisladas de
Oncorynchus mykiss “Trucha arcoiris”, el cual aporta un ensayo alternativo
a los métodos de deteccion de bacteriana.
Se logro disefiar un protocolo LAMP duplex para la deteccion simultanea
de Aeromonas salmonicida y Yersinia ruckeri, en base a los genes vapA de
Aeromonas salmonicida y rucC-rucB de Yersinia ruckeri.
De la optimizacion en la temperatura, LAMP demostrd ser un ensayo no
restrictivo, por lo tanto, garantiza su uso de equipos basicos de temperatura.
La especificidad analitica de los primers disefiados para LAMP duplex logré
discriminar entre principales patégenos de Trucha arcoiris, contaminacion
ambiental y manipulacion.
La sensibilidad analitica de la técnica LAMP fue superior a la prueba de

PCR convencional en Aeromonas salmonicida y Yersinia ruckeri.
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Xl. RECOMENDACIONES
Se recomienda continuar el ensayo en un proceso de validacion con el
objetivo de detectar los agentes microbianos a partir de muestras biologicas.
Proponer el uso tiras reactivas cromatograficas como medio de observacion

de resultados multiplex a fin de visualizar resultados facilmente.
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