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Piscirickettsia salmonis es un patdgeno
Gram negativo, intracelular facultativo
que produce Piscirickettsiosis o SRS
(Septicemia Rickettsial del Salmon),
por lejos la enfermedad infecciosa méas
relevante de la salmonicultura nacional.
Los brotes frecuentes de esta enfermedad
constituyen  un  desafio  sanitario
permanente debido a las pérdidas
economicas derivadas. Se calcula que
los costos producidos por mortalidad,
vacunacion y tratamientos asociados con
SRS estuvieron cerca de USS$ 450 millones
de dolares en el 2012 (Camussetti y
col.,, 2015). Al comparar este valor con
el total de salmoéon exportado para el
mismo periodo (US$ 2.890 millones de
doélares FOB), observamos que los costos
debidos a brotes de SRS representaron
casi el 16% del salmén exportado. Esta
estimacion requiere actualizacién, ya que
la tendencia indica que hay una relacion
directa entre el aumento de produccion
y los brotes de SRS. Un problema anexo
es el uso frecuente y dosis elevadas de
antibidticos, necesarios para controlar
los brotes y evitar la diseminacién del
patégeno (Rozas y Enriquez, 2014). Lo
anterior ha impactado negativamente

la imagen de la industria, la cual se ha
visto afectada por una baja de precios de
mercado que esta recién revirtiéndose.
Dada la magnitud de las pérdidas y los
costos ambientales, la Piscirickettsiosis
es, sin duda, una seria amenaza para la
competitividad, sustentabilidad vy, en
Ultimo término, el desarrollo futuro de la
salmonicultura nacional.

En afios recientes, se ha producido un
avance sustancial en la gendmica de P
salmonis. Se han dado a conocer varios
borradores de secuencia de genomas de
distintos aislados (Eppinger y col., 2013;
Yafiez y col.,, 2014). En este contexto,
ADL Diagnostic Chile contribuy6 con
borradores de genomas de dos aislados
delinajes diferentes, muy prevalentes: Al-
15972 (tipo EM-90) y B1-32597 (tipo LF-89)
(Bohle y col., 2014). Mas tarde, se publico
la secuencia completa de la cepa tipo LF-
89T (Pulgar y col.,, 2015). Para sorpresa
nuestra, P salmonis contiene varios
plasmidos, elementos que se replican
de manera autbnoma y que pueden
contener genes de virulencia, resistencia
a antibioticos, o bien serimportantes para
persistir bajo condiciones adversas como
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Figura 1. Estrategia de mutagénesis por integracion. Las manipulaciones se hacen en E. coli, la cual transfiere el plésmido a la cepa de P. salmonis B1-32597 por
conjugacion. El plasmido contiene, ademds de un marcador de antibiéticos (kanamicina, Km), una region ori que permite su movilizacion. La region homologa es
idéntica en secuencia a una region del gen blanco (wcaJ), lo que permite la insercién del pldsmido por efecto de recombinacion homdloga. La insercién interrumpe el
marco de lectura del gen, produciendo a su vez una alteracion en la expresion y produccion de la proteina o enzima codificada. Lo anterior se traduce finalmente en un

cambio de fenotipo.

son las que imponen los mecanismos
de defensa del hospedero. Este hallazgo
sugiere al menos que la bacteria es
capaz de incorporar ADN desde fuentes
externas, contradiciendo lo que se creia
era hasta el momento un dogma; P
salmonis es refractaria a la introduccién
de material genético (Berger, 2014).

P salmonis fue aislada por primera vez
hace mas de 25 afios (Fryery col., 1992).
Sin embargo, el estudio de su biologia
esta aln en una etapa temprana. Un
paso importante para esclarecer la
naturaleza patogénica de P salmonis
es disponer de herramientas genéticas
para su manipulacién. El objetivo de este
estudio fue desarrollar un método para
la mutagénesis dirigida de P. salmonis,
no sélo con el proposito de avanzar
en el conocimiento, sino que ademas,
con la intencién de generar un insumo
microbiologico que pueda utilizarse
como modelo para el desarrollo de una
vacuna viva atenuada.

Aprovechando las caracteristicas de un
plasmido que se utiliza para mutagénesis
de diversas especies bacterianas (Quandt
y Hynes, 1993), se genero un fragmento de
ADN por PCR de una secuencia parcial de
un gen, el cual se cloné en dicho plasmido

en Escherichia coli. El gen codifica para
una enzima que participa presuntamente
en la biosintesis del exopolisacarido
(EPS) de P salmonis B1-32597, hipotesis
que proviene del andlisis del respectivo
borrador de  genoma  publicado
previamente (Bohle y col., 2014). Debido
a que el plasmido no se replica en P
salmonis y a que contiene una secuencia
homologa al ADN de la bacteria, es
esperable un evento de recombinacion
homologa que conduzca a la integracion
de dicho pléasmido en el cromosoma.

Este mecanismo es tan especifico, que la
integracion se producira en el gen blanco
definido previamente. La consecuencia
directa de este evento es la disrupcion
del gen en estudio vy, por lo tanto, una
cepa mutante (Figura 1). Los aislados
de P salmonis manifiestan resistencia
intrinseca a la polimixina B (resultados no
publicados), la cual excede varias veces
la tolerancia de E. coli que sirve como
dador de material genético. Por lo tanto,
la seleccion de cepas mutantes se realiza
utilizando medios de cultivo selectivos
que contiene una combinacién de
antibidticos que es tolerada solamente
por bacterias que han integrado el
plasmido (polimixina B, kanamicina).



Figura 2.

Colonias mutantes
de P. salmonis wcaJ.
A) Placa de agar
ADL-PSA conteniendo
mezcla de polimixina
B-kanamicina. B)
Caracterizacioén por
PCR utilizando distintas
parejas de partidores
(M13, partidores
plasmido; wcal,
partidores gen de P
salmonis).

I+D

Parental

PCR1&2

Mutante

<« 1.0kb
e < 0.5kb

El genotipo del mutante es facilmente
rastreable  por PCR, generandose
fragmentos especificos producto del
apareamiento de partidores dirigidos a
la secuencia del plasmido y secuencias
flanqueantes del gen en estudio. Una
vez aisladas las colonias (Figura 2A), se
procedié a la confirmacién del genotipo
mediante PCR, donde se amplifican
fragmentos Unicos para la cepa mutante
(Figura 2B). La falta de amplificacion con
partidores flanqueantes al gen, sugiere
la mutacion de esa secuencia producto
de la integracion del plasmido (Figura
2B). El resultado negativo se explica por
el tamafo de la secuencia integrada, la
cual supera el tamarfio convencional para
reacciones de PCR de este tipo.

Los EPS en bacterias son moléculas
importantes que median interacciones
con el medio externoy/o con el hospedero
(Schmid y col,, 2015). Las mutaciones
que afectan la ruta de biosintesis del
EPS generalmente producen cambios
en el fenotipo de colonia, lo que refleja
una pérdida de integridad de dicho
componente. Lo anterior se debe a que
alteraciones a distintos niveles pueden
afectarelensamble o destinacion del EPS.
El EPS conforma una capa muy expuesta
y en estrecha relacion a membranas
bacterianas resultando ser, generalmente,
un antigeno inmunodominante, asi
como también un factor de virulencia
para patégenos. La presencia de EPS en
P. salmonis ha sido demostrada, la cual
estaria conectada a la capacidad de la
bacteria de persistir bajo condiciones de
stress nutricional (Marshall y col., 2012).
Sin embargo, el papel que puede jugar
el EPS en la infeccién no se ha estudiado
aun. La mutante de P. salmonis que se
genero en este estudio tiene interrumpido
artificialmente un gen ortélogo a wcaJ de
Edwardsiella tarda (Yuy col., 2015), el cual
codifica presumiblemente para la enzima
que cataliza el inicio de la sintesis del
EPS de P salmonis. La figura 3 muestra
la morfologfa y coloracion de colonias
mutantes. Como era de esperarse, las
mutantes presentaron forma irregular y
mayor afinidad por el colorante presente
en el medio, tornandose oscuras al cabo
de varios dias. Aunque este resultado
sugiere un defecto de membrana externa,
probablemente sobre el EPS, falta
aun confirmar este hallazgo mediante
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otro tipo de anélisis como formacion
de biopelicula, o bien adherencia al
hospedero.

A la caracterizacion parcial anterior,
se sumé la determinacion de la
alteracion del crecimiento producto de
la mutacién introducida (Figura 4). De
hecho, la inspeccion de las cinéticas
de crecimiento indica que la mutante
B1-32597 wcaJ crecié mas rapido que
la cepa parental, ya a inicios de la fase
logaritmica. Un cambio en la curva
de crecimiento no necesariamente
se relaciona con un defecto en la
virulencia de un patégeno bacteriano,
sino mas bien responde a la supresion
de una ruta metabodlica probablemente
necesaria para la infecciéon. Ya que
la virulencia representa una medida
cuantitativa de la patogenicidad, para
evaluar esta propiedad, se requiere
de experimentacién en el animal vivo.
No obstante, un buen predictor del
comportamiento in vivo suele ser la
capacidad deinfectar células y/o producir
una infeccion activa in vitro. Para ello, se
requiere de un modelo celular adecuado.

En el caso de P. salmonis, existen varias
lineas celulares derivadas de peces que
se han utilizado tanto para diagnéstico,
como investigacion (Fryer y col.,, 1990;
Birkbeck y col., 2004; Rojas y col., 2009;
Smith y col,, 2015). Utilizando células
CHSE-214, las cuales se inocularon a
una razéon de 10 bacterias por célula
(multtiplicity of infection, MOl = 10),
monitoreamos la progresion de la
destruccién de la monocopa infectada
por un lapso de 14 dias. Con el propoésito
de hacer mas objetiva esta medicion, se
utilizé gPCR para cuantificar el ADN de la
bacteria, cantidad que es proporcional a
la multiplicacion del patogeno.

En efecto, en la figura 5 se registro una
reduccién de la capacidad infectiva de la
cepa mutante, no asfla cepa parental cuya
multiplicacion anotd incluso un repunte al
finalizar el ensayo. Este resultado sugiere
que el EPS de P. salmonis juega un papel
importante en la interaccién hospedero-
patogeno. Por supuesto, si queremos
confirmar la hipétesis de reduccién de
la virulencia, deberemos completar la
investigacion con ensayos en el modelo
in vivo.
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Figura 3. Fenotipo de colonia de la mutante wcaJ de P. salmonis sobre medio ADL-PSA. Notese la forma
irregular de las colonias. Las flechas blancas indican colonias que han experimentado un cambio de
coloracion.

0.7-
~—— PM-32597 wcaJ

06-— PM-32597

05-

0.4-

600 03-

02-

0.1-

0 10 20 30 40 50 60 70

Figura 4. Curvas de crecimiento de cepa parental (B1-32597) y mutante (B1-32597 wcaJ) a 18°C y en caldo
ADL-PSB. Las mediciones se realizaron con espectrofotometro de microplacas EPOCH2, Biotek. Los indculos
correspondieron a 30 ul de una dilucidn 1:10 de suspension bacteriana ajustada a A, = 1,0 en volumen final
de 150 pl de caldo.



Figura 5.

Cinéticas de
multiplicacion de
cepas bacterianas

en células CHSE-214
obtenidas por gPCR.

El grdfico representa
el valor reciproco del
cociente entre el Ct
SRS normalizado por
el valor de Ct de ELF
(Sepulveda y col., 2013)
a diferentes tiempos,
posterior a una infeccion
con cepa parental o
cepa mutante. Las
monocapas de células
se sembraron a una
MOI (multiplicidad de
infeccion) = 10.
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Si bien el método de mutagénesis
que describimos aqui representa un
gran avance, un problema que puede
presentarse, es la alteracion de la
expresiondegenesubicados “rioabajo”de
la mutacion. Por lo tanto, la interpretacion
de los fenotipos de las mutantes
debe realizarse cuidadosamente. Otra
desventaja es que para desarrollar
productos biotecnolégicos como vacunas
vivas atenuadas, se requiere de cepas que
no posean marcador de antibioticos. Lo
anterior, debido a que las autoridades
regulatorias cuestionan el uso de éstas
para formulacion de vacunas, por el
potencial peligro de diseminacion de
genes de resistencia entre la poblacion
silvestre de bacterias. Por ello, nuestra
investigacion en curso se enfoca en
desarrollar una metodologia que elimine
rastros de genes de resistencia. De esta
forma, dispondremos de una herramienta
potente de manipulacion genética que
permitira avanzar en la caracterizacion
de las bases de la patogenicidad de P
salmonis, junto con aportar material
biolégico Unico para su estudio. Ademas,
la metodologia mejorada abrira paso
al desarrollo de futuras soluciones
biotecnoldgicas necesarias para controlar
la Piscirickettsiosis.

En resumen, nuestros resultados nos
permiten concluir que hemos establecido
un método para la introduccion e
integracion de ADN exdgeno dentro del
genoma de células de P salmonis.

Ademads, con la aplicacion de este
protocolo pudimos obtener la primera
mutante de P salmonis en un gen de

la biosintesis del EPS, probablemente
esencial para la virulencia del patogeno.
Sin  embargo, se requiere mas
investigacion para verificar esta hipotesis.
Finalmente, y no menos importante
hemos demostrado que la manipulacion
genética de P. salmonis es factible.
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