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Piscirickettsia salmonis es un patógeno 
Gram negativo, intracelular facultativo 
que produce Piscirickettsiosis o SRS 
(Septicemia Rickettsial del Salmón), 
por lejos la enfermedad infecciosa más 
relevante de la salmonicultura nacional. 
Los brotes frecuentes de esta enfermedad 
constituyen un desafío sanitario 
permanente debido a las pérdidas 
económicas derivadas. Se calcula que 
los costos producidos por mortalidad, 
vacunación y tratamientos asociados con 
SRS estuvieron cerca de US$ 450 millones 
de dólares en el 2012 (Camussetti y 
col., 2015). Al comparar este valor con 
el total de salmón exportado para el 
mismo periodo (US$ 2.890 millones de 
dólares FOB), observamos que los costos 
debidos a brotes de SRS representaron 
casi el 16% del salmón exportado. Esta 
estimación requiere actualización, ya que 
la tendencia indica que hay una relación 
directa entre el aumento de producción 
y los brotes de SRS. Un problema anexo 
es el uso frecuente y dosis elevadas de 
antibióticos, necesarios para controlar 
los brotes y evitar la diseminación del 
patógeno (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 está recién revirtiéndose. 
Dada la magnitud de las pérdidas y los 
costos ambientales, la Piscirickettsiosis 
es, sin duda, una seria amenaza para la 
competitividad, sustentabilidad y, en 
último término, el desarrollo futuro de la 
salmonicultura nacional.

En años recientes, se ha producido un 
avance sustancial en la genómica de P. 
salmonis. Se han dado a conocer varios 
borradores de secuencia de genomas de 
distintos aislados (Eppinger y col., 2013; 
Yañez y col., 2014). En este contexto, 
ADL Diagnostic Chile contribuyó con 
borradores de genomas de dos aislados 
de linajes diferentes, muy prevalentes: A1-
15972 (tipo EM-90) y B1-32597 (tipo LF-89) 
(Bohle y col., 2014). Más tarde, se publicó 
la secuencia completa de la cepa tipo LF-
89T (Pulgar y col., 2015). Para sorpresa 
nuestra, P. salmonis contiene varios 
plásmidos, elementos que se replican 
de manera autónoma y que pueden 
contener genes de virulencia, resistencia 
a antibióticos, o bien ser importantes para 
persistir bajo condiciones adversas como 
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Figura 1. Estrategia de mutagénesis por integración. Las manipulaciones se hacen en E. coli, la cual transfiere el plásmido a la cepa de P. salmonis B1-32597 por 
conjugación. El plásmido contiene, además de un marcador de antibióticos (kanamicina, Km), una región ori que permite su movilización. La región homóloga es 
idéntica en secuencia a una región del gen blanco (wcaJ), lo que permite la inserción del plásmido por efecto de recombinación homóloga. La inserción interrumpe el 
marco de lectura del gen, produciendo a su vez una alteración en la expresión y producción de la proteína 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 creía 
era hasta el momento un dogma; P. 
salmonis es refractaria a la introducción 
de material genético (Berger, 2014).

P. salmonis fue aislada por primera vez 
hace más de 25 años (Fryer y col., 1992). 
Sin embargo, el estudio de su biología 
está aún en una etapa temprana. Un 
paso importante para esclarecer la 
naturaleza patogénica de P. salmonis 
es disponer de herramientas genéticas 
para su manipulación. El objetivo de este 
estudio fue desarrollar un método para 
la mutagénesis dirigida de P. salmonis, 
no sólo con el propósito de avanzar 
en el conocimiento, sino que además, 
con la intención de generar un insumo 
microbiológico que pueda utilizarse 
como modelo para el desarrollo de una 
vacuna viva atenuada.

Aprovechando las características de un 
plásmido que se utiliza para mutagénesis 
de diversas especies bacterianas (Quandt 
y Hynes, 1993), se generó un fragmento de 
ADN por PCR de una secuencia parcial de 
un gen, el cual se clonó en dicho plásmido 

en Escherichia coli. El gen codifica para 
una enzima que participa presuntamente 
en la biosíntesis del exopolisacárido 
(EPS) de P. salmonis B1-32597, hipótesis 
que proviene del análisis del respectivo 
borrador de genoma publicado 
previamente (Bohle y col., 2014). Debido 
a que el plásmido no se replica en P. 
salmonis y a que contiene una secuencia 
homóloga al ADN de la bacteria, es 
esperable un evento de recombinación 
homóloga que conduzca a la integración 
de dicho plásmido en el cromosoma. 

Este mecanismo es tan específico, que la 
integración se producirá en el gen blanco 
definido previamente. La consecuencia 
directa de este evento es la disrupción 
del gen en estudio y, por lo tanto, una 
cepa mutante (Figura 1). Los aislados 
de P. salmonis manifiestan resistencia 
intrínseca 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 selección de cepas mutantes se realiza 
utilizando medios de cultivo selectivos 
que contiene una combinación de 
antibióticos que es tolerada solamente 
por bacterias que han integrado el 
plásmido (polimixina B, kanamicina). 
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Figura 2. 
Colonias mutantes 

de P. salmonis wcaJ. 
A) Placa de agar 

ADL-PSA conteniendo 
mezcla de polimixina 

B-kanamicina. B) 
Caracterización por 

PCR utilizando distintas 
parejas de partidores 

(M13, partidores 
plásmido; wcaJ, 

partidores gen de P. 
salmonis). 

El genotipo del mutante es fácilmente 
rastreable por PCR, generándose 
fragmentos específicos producto del 
apareamiento de partidores dirigidos a 
la secuencia del plásmido y secuencias 
flanqueantes del gen en estudio. Una 
vez aisladas las colonias (Figura 2A), se 
procedió a la confirmación del genotipo 
mediante PCR, donde se amplifican 
fragmentos únicos para la cepa mutante 
(Figura 2B). La falta de amplificación con 
partidores flanqueantes al gen, sugiere 
la mutación de esa secuencia producto 
de la integración del plásmido (Figura 
2B). El resultado negativo se explica por 
el tamaño de la secuencia integrada, la 
cual supera el tamaño convencional para 
reacciones de PCR de este tipo.

Los EPS en bacterias son moléculas 
importantes que median interacciones 
con el medio externo y/o con el hospedero 
(Schmid y col., 2015). Las mutaciones 
que afectan la ruta de biosíntesis 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 
afectar el ensamble o destinación del EPS. 
El EPS conforma una capa muy expuesta 
y en estrecha relación a membranas 
bacterianas resultando ser, generalmente, 
un antígeno inmunodominante, así 
como también un factor de virulencia 
para patógenos. La presencia de EPS en 
P. salmonis ha sido demostrada,  la cual 
estaría 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 infección no se ha estudiado 
aún. La mutante de P. salmonis que se 
generó en este estudio tiene interrumpido 
artificialmente un gen ortólogo a wcaJ de 
Edwardsiella tarda (Yu y col., 2015), el cual 
codifica presumiblemente para la enzima 
que cataliza el inicio de la síntesis del 
EPS de P. salmonis. La figura 3 muestra 
la morfología y coloración de colonias 
mutantes. Como era de esperarse, las 
mutantes presentaron forma irregular y 
mayor afinidad por el colorante presente 
en el medio, tornándose oscuras al cabo 
de varios días. Aunque este resultado 
sugiere un defecto de membrana externa, 
probablemente sobre el EPS, falta 
aún confirmar este hallazgo mediante 
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Figura 3. Fenotipo de colonia de la mutante wcaJ de P. salmonis sobre medio ADL-PSA. Nótese la forma 
irregular de las colonias. Las flechas blancas indican colonias que han experimentado un cambio de 
coloración.

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 espectrofotómetro de microplacas EPOCH2, Biotek. Los inóculos 
correspondieron a 30 µl de una dilución 1:10 de suspensión bacteriana ajustada a A600 = 1,0 en volumen final 
de 150 µl de caldo.

otro tipo de análisis como formación 
de biopelícula, o bien adherencia al 
hospedero. 

A la caracterización parcial anterior, 
se sumó la determinación de la 
alteración del crecimiento producto de 
la mutación introducida (Figura 4). De 
hecho, la inspección de las cinéticas 
de crecimiento indica que la mutante 
B1-32597 wcaJ creció más rápido que 
la cepa parental, ya a inicios de la fase 
logarítmica. Un cambio en la curva 
de crecimiento no necesariamente 
se relaciona con un defecto en la 
virulencia de un patógeno bacteriano, 
sino más bien responde a la supresión 
de una ruta metabólica probablemente 
necesaria para la infección. Ya que 
la virulencia representa una medida 
cuantitativa de la patogenicidad, para 
evaluar esta propiedad, se requiere 
de experimentación en el animal vivo. 
No obstante, un buen predictor del 
comportamiento in vivo suele ser la 
capacidad de infectar células y/o producir 
una infección activa in vitro.  Para ello, se 
requiere de un modelo celular adecuado. 

En el caso de P. salmonis, existen varias 
líneas celulares derivadas de peces que 
se han utilizado tanto para diagnóstico, 
como investigación (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 razón de 10 bacterias por célula 
(multiplicity of infection, MOI = 10), 
monitoreamos la progresión de la 
destrucción de la monocopa infectada 
por un lapso de 14 días. Con el propósito 
de hacer más objetiva esta medición, se 
utilizó qPCR para cuantificar el ADN de la 
bacteria, cantidad que es proporcional a 
la multiplicación del patógeno. 

En efecto, en la figura 5 se registró una 
reducción de la capacidad infectiva de la 
cepa mutante, no así la cepa parental cuya 
multiplicación anotó incluso un repunte al 
finalizar el ensayo. Este resultado sugiere 
que el EPS de P. salmonis juega un papel 
importante en la interacción hospedero-
patógeno. Por supuesto, si queremos 
confirmar la hipótesis de reducción de 
la virulencia, deberemos completar la 
investigación con ensayos en el modelo 
in vivo.
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Figura 5. 
Cinéticas de 

multiplicación de 
cepas bacterianas 

en células CHSE-214 
obtenidas por qPCR. 
El gráfico representa 
el valor recíproco del 

cociente entre el Ct 
SRS normalizado por 

el valor de Ct de ELF 
(Sepúlveda y col., 2013) 

a diferentes tiempos, 
posterior a una infección 

con cepa parental o 
cepa mutante. Las 

monocapas de células 
se sembraron a una 

MOI (multiplicidad de 
infección) = 10.

la biosíntesis del EPS, probablemente 
esencial para la virulencia del patógeno. 
Sin embargo, se requiere más 
investigación para verificar esta hipótesis. 
Finalmente, y no menos importante 
hemos demostrado que la manipulación 
genética de P. salmonis es factible.
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