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RESUMEN. El presente trabajo describe protocolo sobre la aplicacion del desinfectante Buffodine® y un mix
de antibacterianos para obtener alevines axénicos de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss). Este protocolo
permitidé obtener y mantener alevines axénicos de trucha por un periodo de 26 dias. Este periodo permite
aplicaciones como ensayos con organismos gnotobiodticos, una herramienta fundamental en los estudios para el
entendimiento de la interaccion bacteria-hospedero o parasito-hospedero.
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Protocol for obtaining rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) axenic fingerlings

ABSTRACT. In this paper a protocol based on the application of Buffodine® disinfectant and a mix of
antibacterials for obtaining rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) axenic fingerlings is described. This allowed
to obtain and maintain axenic trout fingerlings for a period of 26 days. This time allow to achieve a gnotobiotic
organism, a fundamental tool in studies of the understanding bacteria-host interaction or host-parasite

interaction.
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Las investigaciones en organismos gnotobioticos (com-
posicion bacteriana conocida), buscan demostrar la
influencia que pueden ejercer las bacterias de la
microbiota sobre el hospedero en varios aspectos como
inmunidad, nutricion, entre otros (Husebye, 1997;
Rawls et al., 2004; Bates et al., 2006; Swaim et al.,
2006; Pham et al., 2008; Nayak, 2010; Forberg et al.,
2012; Situmorang et al., 2014). Previo al trabajo con
organismos gnotobioticos, es necesario la obtencion de
un organismo axénico (libre de microorganismos); esta
estrategia es util para esclarecer el mecanismo de
interaccion que se genera entre la bacteria y el
hospedero, a nivel celular y molecular, y asi comprender
una serie de procesos a nivel in vivo (Bates et al., 2006;
Smith et al., 2007; Pham et al., 2008; Forberg et al.,
2011; Situmorang et al., 2014).

Uno de los primeros grupos de investigacion en
obtener peces axénicos fue el de Rawls ef al. (2004),
quienes observaron que la microbiota intestinal en mono-
asociacion con el pez cebra (Danio rerio) axénico,
influia en la regulacion de la expresion significativa en
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aproximadamente 212 genes, relacionados con la
estimulacion de la proliferacion epitelial, del
metabolismo de nutrientes y la respuesta inmune innata
a nivel intestinal, indicando que la interaccion que se
genere con el hospedero es dependiente del tipo de
bacteria que lo colonice.

Bates et al. (2006), observaron la importancia que
ejerce la microbiota intestinal en el desarrollo y funcion
del tracto digestivo. Estos autores determinaron en
peces cebra (D. rerio) axénicos, que la ausencia de
bacterias de la microbiota intestinal en el hospedero,
disminuia la actividad de la enzima fosfatasa alcalina
(enzima asociada con la detoxificacion bacterial por la
endotoxina lipopolisacarido, para controlar la
inflamacion intestinal) y reducia la cantidad de células
de la mucosa en el borde en cepillo, inhibiendo Ila
absorcion de proproteinas en el intestino distal. Sin
embargo, al reintroducir la microbiota en estos peces
estos cambios se revertian.

Rekecki et al. (2009, 2012), cuestionaron la
utilizacion del pez cebra como modelo de estudio para
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peces de cultivo, ya que la mayoria de éstos, son
marinos y se encuentran filogenéticamente distantes de
los peces cebra. Forberg et al. (2012), se motivaron para
estudiar un protocolo para obtener larvas axénicas de
bacalao comun (Gadus morhua), logrando desarrollar
un sistema de alimentacion de las larvas con rotiferos
gnotobidticos, que permite ingresar los microor-
ganismos al tracto digestivo y prolongar las fases del
estudio en estado gnotobidtico. Con esto pudieron
observar larvas de bacalao en mono-asociacion con
algunas bacterias intestinales (vivas y muertas), las que
lograron inducir diferencialmente la expresion signifi-
cativa de algunos genes como farnesil difosfato
sintetasa (fdps) y glutatioén peroxidasa (gpx), indicando
que la respuesta del hospedero es dependiente de la
viabilidad microbiana y no de las interacciones con
bacterias como particulas (bacterias muertas).

En Chile la exportacion de salmonidos es la mas
importante actividad acuicola. Esta actividad es
amenazada por enfermedades de origen bacteriano que
afectan a las principales especies cultivadas, Salmo
salar, Onchorynchus mykiss y Onchorynchus kisutch.
Por esta razdn, este trabajo busca generar un protocolo
para obtener alevines axénicos de trucha arcoiris (O.
mykiss), como parte de una estrategia para estudiar las
relaciones hospedero-bacteria y hospedero-patogeno.
Esto permitiria aumentar nuestro conocimiento acerca
de las relaciones y efectos que podrian ejercer algunas
de las bacterias de la microbiota pertenecientes al tracto
intestinal sobre el hospedero, en particular algunas
sefialadas como abundantes y comunes, por ejemplo,
Shewanella y Lactococcus (Navarrete et al., 2010). De
esta forma, se podra proponer posibles probiodticos que
promuevan la proteccion contra patogenos. Se debe
considerar que la trucha arcoiris y otros salmoénidos
cultivados en Chile tienen un proceso de desarrollo a
baja temperatura (8-10°C), lo cual impone una
dificultad adicional dado que la absorciéon del saco
vitelino conlleva mucho mas tiempo que en otros
modelos y contrasta con los modelos de pez cebra
(26°C; Rawls et al., 2004) y con las investigaciones
realizadas en otros peces como la lubina (Dicen-
trarchus labrax) (16°C, Rekecki et al., 2012). En
salménidos como la trucha arcoiris (O. mykiss), la
absorcion del saco vitelino toma entre 50 a 70 dias post-
eclosion, a una temperatura de 10°C, considerada
optima para su desarrollo (Kraus, 1999).

En este estudio se describe un protocolo para
obtener alevines axénicos de trucha arcoiris hasta la
reabsorcion del saco vitelino. Esto permite promover a
esta especie como modelo de estudio para las otras
especies de salmdnidos, contribuyendo con la inves-
tigacion para el mejoramiento de la calidad y
competitividad de la produccion de salménidos.

Para este trabajo se utilizaron 500 ovas de trucha
arcoiris, con 280 Unidades Térmicas Acumuladas
(UTAs), provenientes de la Piscicultura Huililco, Pucon,
Chile. Las ovas se encontraban libres de virus (ISAv e
IPNv) o de cualquier otra enfermedad de origen
bacteriano. Las ovas se incubaron en oscuridad, a
temperatura de 10 + 1°C y aireacion continua. Las ovas
de trucha arcoiris presentaron una carga bacteriana
inicial promedio de 2,9x10°> UFC (Unidades Formadoras
de Colonias) por ova. Esta cifra que se asemeja a los
resultados obtenidos por Barker et al. (1989), Romero
& Navarrete (2006) y Wagner et al. (2012), quienes
observaron que las ovas de salmonidos alcanzaban una
carga bacteriana promedio de 1x107 UFC ova™, debido
a la presencia de componentes del corion que proveen
nutrientes que favorecen el establecimiento o crecimiento
bacteriano (Romero & Navarrete, 20006).

La estrategia para conseguir peces axénicos se basa
en tratar las ovas y enfocarse en la reduccion de la carga
bacteriana presente en el corion. En consecuencia, para
disminuir la carga bacteriana del corion de las ovas de
trucha, se utilizo el desinfectante Buffodine®, en una
relacion 1:100, solucion en la cual las ovas con 280
UTAs fueron sumergidas por 10 min. Este tratamiento
se realiz6 diariamente y se extendid por cuatro dias
(320 UTAs), manteniendo siempre las ovas a una
temperatura de 10°C. Segiin Trust (1974) y Salvesen &
Vadstein (1995), este desinfectante logra reducir
considerablemente las bacterias de la ova, coincidiendo
con lo observado en el presente estudio, en que la carga
bacteriana de las ovas disminuyé 10.000 veces,
llegandose a niveles de solo 6,7 UFC por ova (Fig. 1).
No obstante, este tratamiento no logréd conseguir el
estado axénico de las ovas.

Al alcanzar las 330 UTAs, las ovas comenzaron el
proceso de eclosion de manera natural.
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Figura 1. Recuento bacteriano en ovas con ojo de trucha
arcoiris, a) Previo a desinfeccion, b) post-desinfeccion con
Buffodine®.
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Los restos de corion fueron removidos prontamente
apenas se produjo la eclosion. Luego, los alevines
fueron lavados con Buffodine® en una relacion 1:1000,
por 1 min y luego distribuidos en botellas de cultivo
celular con capacidad para 200 mL. Estas botellas
contenian un medio llamado APT (agua previamente
tratada) que consiste en agua con una dureza de 60 mg
L' de CaCOs, filtrada por microporo de Micropore®
de 0,22 pm y autoclavada a 121°C por 20 min. A este
medio se agregd, un mix de antibacterianos, que
contenia 5 pug mL™' de kanamicina, 100 pg mL™"' de
ampicilina, 100 ug mL™' de ceftazidima y 10 pg mL"!
de cloranfenicol.

Los antibacterianos kanamicina y ampicilina fueron
utilizados siguiendo el protocolo utilizado por Rawls et
al. (2004) y Bates et al. (2006). La ceftazidima y el
cloranfenicol fueron preparados seglin Li et al. (1999).
Algunos de estos antibacterianos como la ampicilina
han sido utilizados en estudios para obtener larvas
axénicas de lubina (D. labrax), bacalao comun (G.
morhua) y tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus)
(Dierckens et al., 2009; Rekecki et al., 2009, 2012;
Forberg et al., 2011; Situmorang et al., 2014). Sin
embargo, existen bacterias Gram negativas resistentes
a los antibacterianos ampicilina y kanamicina Yy,
ademas, se ha evidenciado que esta clase de bacterias
(Gram negativas), es la que predomina en las ovas de
salmoénidos, de acuerdo a observaciones realizadas
previamente por Romero & Navarrete (2006). Con base
a esto, se escogieron ceftazidima y cloranfenicol, como
antibacterianos complementarios que poseen acciones
equivalentes al mix ampicilina y kanamicina en el mix
de antibacterianos y la dosis a utilizar se basé en un
estudio de susceptibilidad realizado por Li et al. (1999).

A vpartir del dia de la eclosion (330 UTAs), los
alevines de trucha arcoiris se mantuvieron con aireacion
continua, temperatura de 10 £ 1°C y fotoperiodo
controlado (12:12 h luz:oscuridad) (Serensen & Weber,
1995; Aegerter & Jalabert, 2004). Cada tres dias, se
trataron con Buffodine® (1:1000 por 1 min) y un mix
antibacteriano que se cambiaba a diario, durante un
periodo de 35 dias post-eclosion (dpe). Sin embargo, se
observo crecimiento bacteriano tanto en alevines como
en el medio durante los 35 dpe. En alevines, la carga
bacteriana promedio vari6 entre 1 y 14 UFC alevin™,
no obstante, se observaron algunos dias en que la carga
bacteriana resultdé 0, indicando la persistencia de
bacterias a pesar de los tratamientos (Fig. 2). Por otra
parte, en el medio APT, donde se encontraban los
alevines de trucha arcoiris, la carga bacteriana
promedio fue baja, oscilando entre 1 y 5 UFC mL"!. Sin
embargo, se registraron mas dias en los cuales no hubo
presencia bacteriana, indicando que las bacterias
detectadas estarian asociadas a los alevines mas que al
medio (Fig. 3).
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Figura 2. Tratamiento con antibacteriano post-eclosion.
a) Recuento bacteriano en alevin de trucha arcoiris (UFC
alevin®).

Figura 3. Tratamiento con antibacteriano. a) Recuento
bacteriano en el medio donde estaban los alevines de
trucha arcoiris (UFC mL™).

Al determinar que la presencia bacteriana fue
persistente tanto en alevines como en el medio, se
procedié a aislar y caracterizar las bacterias que se
observaron en los recuentos. Se lograron aislar cinco
colonias diferentes, entre cocos y bacilos Gram
positivos, posiblemente estas bacterias correspondian a
epibiota de las ovas (Romero & Navarrete, 2006).
Posteriormente, se determinoé la susceptibilidad de estos
microorganismos a los antibacterianos citados
anteriormente mediante la prueba de concentracion
minima inhibitoria-CMI (Andrews, 2001). La dosis
utilizada en el CMI fue de 5, 10, 20 y 40 ug mL™! de
kanamicina, 200, 400, 800 y 1600 pg mL™' de
ampicilina, 200, 400, 800 y 1600 pg mL"' de
ceftazidima y 20, 40, 80 y 160 ug mL"' de cloran-
fenicol. Se encontrd que los cinco aislados bacterianos
fueron susceptibles a 10 ug mL™! de kanamicina, 400
pg mL™! de ampicilina, 400 ug mL™!' de ceftazidima y
20 pg mL™! de cloranfenicol (Tabla 1).
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Tabla 1. Susceptibilidad a los antibacterianos de los
aislados bacterianos constantes tanto en medio como en
alevin. CMI para los aislados bacterianos (colonias
diferentes), presentes en el medio y alevines de trucha
arcoiris.

Antibacterianos Aislados bacterianos

(ng mL™) 1 2 3 4 5
Kanamicina 20 10 20 10 10
Ampicilina 400 400 400 400 400
Ceftazidima 400 400 400 400 400
Cloranfenicol 20 20 40 20 40

Seglin los resultados obtenidos en la prueba de CMI
se puede determinar que para obtener alevines axénicos
de trucha arcoiris, se necesita el doble o hasta cuatro
veces mas de antibacteriano (kanamicina y ampicilina)
en comparacion con la dosis utilizada por otros trabajos
para obtener larvas axénicas de algunas especies de
cultivo (Dierckens et al., 2009; Rekecki et al., 2009,

2012; Forberg et al., 2011; Situmorang et al., 2014).
Con el proposito de lograr la obtencion de organismos
axénicos, es indispensable realizar un seguimiento en
los dias posteriores a la eclosion, de la carga bacteriana
tanto de alevines como del medio, y mediante la prueba
de CMI, estimar la concentracion de antibacteriano a
administrar para erradicar aquellos microorganismos
resistentes (Situmorang ef al., 2014).

Por consiguiente, se reajustd la dosis de antibac-
teriano a utilizar en alevines a partir de los 36 dpe. El
tratamiento con el mix de antibacterianos con la
modificacion de dosis consistio en 10 pg mL™!' de
kanamicina, 400 pg mL™' de ampicilina, 400 pg mL!
de ceftazidima y 20 pg mL™' de cloranfenicol. Este
tratamiento se altern6 con la aplicacion del desinfec-
tante Buffodine® (1:1000 por 1 min). Esto permitio
reducir la carga bacteriana promedio del medio de 2 a 0
UFC mL' y en alevines la carga bacteriana se mantuvo
en 0 UFC alevin™! por un periodo de 26 dias (Fig. 4).
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Figura 4. Tratamiento con antibacteriano después del CMI, comenzado a partir a los 36 dpe. Recuento bacteriano en el

medio (UFC mL™) y alevin de trucha arcoiris (UFC alevin?).

Ova con ojo

Alevin con saco

Alevin 1ra alimentacion

230-280 320 330 660 9?0 LT:‘
Dias
Dil 1<_pre-eclosi6:-_) D:al N D;! 1 ID,aI 36 Dia 61 Dias b
post-eclosion
Eclosion
Tratamientos
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Figura 5. Secuencia protocolo para obtencién de alevines axénicos de trucha arcoiris. pre y post-concentraciéon minima

inhibitoria (CMI).
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1) Ova con ojo (280-290 UTAs)

Mantenera 10 = 1°C

aireacion continua

Fotoperiodo 12h:12h luz:oscuridad
2) En un tubo eppendorf de 1,5 mL con 3500 pL de buffer PBS esténl,
colocar 1 ova con ojo. Moler con ayuda de 1 jennga de 5 mLy
homogenizar. Realizar diluciones seriadas hasta -3. Tomar de cada
muestra 100 pL y sembrar por rastrillo en placas de TSA, bajo
mechero. Realizar por triplicado. Incubar placas a 28°C por 48 h.

n
o

3) Lavar ovas con Buffodine®. en una relacion 1:100 por 10 min.
Inmediatamente enjuagzar dos veces con abundante APT.

4) Repetir procedimiento punto 3, todos los dias previo a
eclosion (pre-eclosion). Hasta alcanzar aproximadamente entre
2003 i

5) Retirar prontamente el corion a penas se da el proceso de eclosion)
(330 UTAs). Lavar alevines con Buffodine®, en una relacion 1:1000
por 1 min. Inmediatamente enjuagar dos veces conabundante APT.

6) Previo a la distribucion las botellas deben contener medio APT.
Ademas, agregar Mix antibacteriano: 5 pg mL! de kanamicina, 100
pg mL- 1de ampacxhna, 100 pug mL! de ceftazidima y 10 pg mL™! de

7) Alevines (330 UTAs). Mantener a 10 = 1°C. Fotopeniodo 12h:12h
luz:oscuridad.

8) Cada tres dias, tratar alevines con Buffodine® (punto ) y un mix
antibacteriano (punto 6) el cual se cambiaba a diario. durante un
periodo de 35 dias post-eclosion (dpe). Alrededor 650 UTAs.

9) Si se observacrecimiento bacteriano persistente, entre 330 y 650
UTAs (apromwdameﬂte) tanto en alevines como en medm Aislar i
tes alas dife 1

ar
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Revisar carga
\ bacteriana
| o _
¥ * Di carga

_— Revisar carga bactenana.
Mismo procedimiento punto 2.
P Eclosion

Distribuir alevines en
botellas de cultivo celular
con capacidad para 200
mL

Todos los procedimientos

de manipulacion de ovas
. con ojo y alevines, realizarlo
bajo campana y mantenerlos
con hielo para evitar shock
térmico.

Cada tres dias. Revisar carga bacteriana (Alevin
ymedio). Mismo procedimiento punto 2.

» Pri ia bacteriana persistente

observadas enplacas. Reahza.r tincion Gram. Realizar prueba de
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI).

10) Al tener resultados CMI. Cada tres dias, tratar a.lennes con
Buffodine®. Realizar mix . utilizar segin
CMI. Cambiar antibacteniano a dianio.

N

11) Realizar procedimientos punto 10 e ir constatando que no hay
crecimiento bacteriano durante un periodo de 20 dias consecutivos. St
existe crecimiento bacteriano persistente, realizar mismo procedimiento
punto 9 y ajustar concemntraciones de anubtoucos De no haber creci-
miento bacteriano, hasta reab leta del saco vitelino
(930980 UTAs).C con proced: gnotobiotico.

P

r’\\i ‘

" tanto en alevines como en el
medio

Post-CMI
Cada tres dias. Revisar carga bacteriana

(Alevin y medio). Mismo procedimiento
punto 2.

Figura 6. Esquema protocolo para obtencién de alevines axénicos de trucha arcoiris.

En conclusion, se logro obtener un protocolo de
desinfeccion con Buffodine® y tratamiento con anti-
bacterianos que permitieron mantener a los alevines
axénicos de trucha arcoiris (O. mykiss) por un periodo
de 26 dias (Figs. 5, 6). Esto permitiria utilizar a esta
especie, como modelo bioldgico para las especies de
salmonidos de importancia para la acuicultura chilena.
Asimismo, la obtencion de organismos axénicos
permitirian aplicaciones como ensayos con organismos
gnotobidticos, una herramienta fundamental en los
estudios para el entendimiento de la interaccion
bacteria (probiotico)-hospedero o parasito (patégeno)-
hospedero.
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