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ANTECEDENTES, ALCANCE Y OBJETIVOS DEL TEMA

Antecedentes, Alcance y Objetivos del Tema

Piscirickettsia salmonis, una bacteria facultativa intracelular, es reconocida como el agente causante de la
Piscirickettsiosis o SRS, sigla que se refiere a la Septicemia Rickettsial Salmonidea. Histéricamente, esta
enfermedad ha ocasionado pérdidas econdmicas significativas en la salmonicultura chilena, estimadas en 700
millones de ddlares. A pesar de la implementacion del Programa Sanitario Especifico de Vigilanciay Control de
Piscirickettsiosis y otras medidas, se anticipa que los costos asociados con la mortalidad, prevencién y control
del patdégeno sean aun mayores. Ademas, el impacto ambiental y social en la salmonicultura es considerable
debido al uso intensivo de antibidticos durante la etapa de engorde para controlar P. salmonis.

Los estudios microbiolégicos y genéticos en P. salmonis han revelado la existencia de diversidad intraespecifica,
con dos grupos genéticos principales denominados LF-89 y EM-90. Estos genogrupos se han relacionado
tanto con brotes en centros de cultivo de salmdnidos, con diferencias en la severidad de las mortalidadesy la
susceptibilidad de los aislados de P. salmonis al tratamiento con florfenicol y oxitetraciclina, los principales
antimicrobianos empleados para su control. Desde principios de la década de 2000 hasta 2020, los aislados del
genogrupo EM-90 se consideraron de alta virulencia en comparacion con el genogrupo LF-89. No obstante, la
informacidén mas reciente indica que esta situacion se ha invertido, siendo el genogrupo LF-89 el que presenta
una mayor virulencia.

El centro INCAR ha realizado esfuerzos significativos para generar conocimiento cientifico de excelencia, Util
para la formulacion de politicas publicas y el diseflo de herramientas para la vigilancia epidemiolégica de
P. salmonis y el desarrollo de nuevos productos para la prevencion de la enfermedad. Los investigadores del
centro han sido pioneros en el desarrollo de los primeros medios de cultivo liquido y en placa libres de sangre
(1), lo que ha facilitado el desarrollo de vacunas (2), metodologia de MICs (3) y el aislamiento de cepas puras.
Esto ha permitido aislar el ADN de cepas aisladas de colonia Unica y obtener informacion gendmica
mediante la secuenciacion de 80 aislados chilenos de P. salmonis (4), confirmando la existencia de los dos
distintos genogrupos LF-89 y EM-90 y su asociacion con variaciones en la virulencia (5). Esta informacion ha
posibilitado proponer inicialmente un esquema de Multilocus Sequence Typing (MLST), Unico para P. salmonis
y considerado un estandar de oro para el seguimiento epidemiolégico de los aislados causantes de la
Piscirickettsiosis, mediante la secuenciacion de 7 genes de cada cepa (6). Recientemente, se ha divulgado una
técnica de identificacion y genotipificacion basada en la Reaccion en Cadena de la Polimerasa Multiple o
PCR-multiplex, que proporciona informacion rapida y precisa sobre la presencia de cada genogrupo en los
centros de cultivo (7). Una ventaja del PCR-multiplex es que puede emplearse directamente con material
gendmico obtenido de distintos tejidos de salmodnidos, sin requerir el cultivo microbiolégico de P. salmonis 'y
solo necesita la amplificacion de un gen especifico de cada genogrupo. Comparativamente con el MLST, esta
técnica es menos costosa y mas facil de implementar y adoptar por las autoridades sanitarias como técnica
estandarizada para los laboratorios de referencia. En la publicacion se incluyen al menos 3 genes Unicos para
cada genogrupo que pueden ser utilizados por cada laboratorio, evitando que cada uno realice disefos
erréneos de genes Unicos de los genogrupos de P. salmonis (4).
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ANTECEDENTES, ALCANCE Y OBJETIVOS DEL TEMA

Dada la importancia de clasificar la mortalidad segun la causa, como en el caso de la Piscirickettsiosis, y de
diagnosticar a su agente mediante diversas metodologias disponibles en los laboratorios de diagndstico de la
red del Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura, es esencial también reconocer y asignar el genotipo asociado
al cuadro infeccioso en salmaénidos en el centro de cultivo. Esta informacién permitira comprender mejor el
potencial patogénicoy generar conocimiento para el desarrollo u optimizacion de métodos de prevencion. En
este contexto, la presente propuesta tiene como objetivo implementar una plataforma genética que permita

identificar a P. salmonis y discriminar entre los genogrupos LF-89 y EM-90. La implementacion masiva de
estas metodologias permitird una discriminaciéon rapiday precisa, contribuyendo a una mejor comprension de
la epidemiologia de la enfermedad y facilitando la toma de decisiones para la prevenciéon y control de los
brotes. Ademas, estas técnicas pueden ser cruciales para identificar la fuente de la infeccion y las posibles rutas
de transmision.

Crédito fotografia: Edgardo Vera
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METODOLOGIA

Il Metodologia

Genotipificacion de los Aislados Chilenos por MLST

Para la genotipificacion de los aislados chilenos de Piscirickettsia salmonis mediante la técnica de MLST, se
procede inicialmente con la extraccion del ADN cromosomal. Esta se realiza a partir de colonias bacterianas
puras, obtenidas de un cultivo microbiolégico del patégeno en placas desarrolladas y patentadas por nuestro
laboratorio. EI ADN extraido se utiliza como plantilla para la amplificacion mediante la técnica de PCR,
empleando siete genes constitutivos del patdégeno: dnak, rpoD, fumcC, epf, murG, troBy glyA (Tabla1). El proce-
so de amplificacion se lleva a cabo mediante ciclos que incluyen la separacion de la doble hebra a 95°C, la
unién de los cebadores o partidores a las regiones del ADN que seran amplificadas a 60°C, y la sintesis de
nuevas cadenas a 72°C. Este proceso se repite 35 veces, permitiendo una amplificacion exponencial de cada
segmento de ADN del patdgeno.

Los productos de PCR obtenidos son secuenciados para identificar variaciones en las secuencias de los genes,
lo que permite asignar codigos Unicos denominados Secuencias Tipo o ST. La informacidn genética obtenida
para cada muestra de ADN analizada se comypara con la informaciéon previamente disponible en la base de
datos internacional de acceso publico PubMLST (http:/oubmlst.org/psalmonis) (6). Este recurso, administrado
por nuestro grupo de investigacion, contiene informacion relevante para cada muestra analizada, incluyendo
la fecha de obtenciéon de la muestra, la ubicacion geogréafica y el nombre del organismo hospedero (Figura 1).

Tabla 1. Secuencia de partidores utilizados para MLTS de P. salmonis

NOMBRE PARTIDOR PARTIDOR 1 PARTIDOR 2

ATGGTGATAAACCGCGTGTG TCTTCACCACCTAAGTGCGT

rpoD TTGAAGAGATCGTTGCAATG CGATCATATTGGGCTTTAGG

CGATAGAAATCGCGGGTGGA ATCATTGCCCATCACCTGCA

TACCAGTGAATTTAAGGGCG GAACAAATAATGGCACACGC

AGCAGAAATTGTACCTGAGG CTTTGATGATCATCCACAGC
glyA GCAGGTAAGCGTTACTATGG CCATTGCTTCTTTAAACGCC
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METODOLOGIA

Diagndstico de Genogrupo LF-89 y EM-90 por PCR-multiplex

El ADN cromosomal de los aislados de Piscirickettsia salmonis puede ser extraido tanto a partir de colonias
bacterianas puras obtenidas de un cultivo microbiolégico del patdégeno como directamente de tejidos de
6rganos de peces infectados con P. salmonis. Este ADN se somete a un PCR-multiplex utilizando cebadores
especificos para el genogrupo LF-89 0 EM-90 (Tabla 2), esperando obtener una amplificaciéon de un gen unico
con un tamano de 131 0 177 pares de bases (pb), respectivamente (4). El PCR-multiplex se ha desarrollado de
manera flexible para que pueda ser implementado tanto en laboratorios que cuentan con equipos de PCR
convencional como en aquellos con gPCR. La amplificacion exponencial del ADN sigue las etapas menciona-
das previamente en el analisis de MLST. La técnica de PCR-multiplex permite diagnosticar la presencia de cada
genogrupo en una muestra pura o reconocer una coinfeccion de ambos genogrupos (Figura 2).

Tabla 2. Secuencia de partidores para PCR-multiplex

NOMBRE PARTIDOR PARTIDOR 1 PARTIDOR 2

LF-89 ACACCTGTAGTTGCTGCTGG GCAGCTTCAATGCCATTAGCC

EM-90 TGACGAAGCGTATTGTTGCG ACGCTATCGCCACATCATCC
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Figura 2.
Esquema de trabajo para implementar
PCR-multiplex de P. salmonis
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RESULTADOS RELEVANTES

I Resultados
Relevantes

Diversidad Genética de los Aislados Chilenos por MLST

El desarrollo de la base de datos se basé en el andlisis de 43 muestras de campo de Piscirickettsia salmonis,
recuperadas de salmon del Atlantico (n=27), salmdén coho (n=9) y trucha arcoiris (n=7) cultivados en centros
ubicados entre Puerto Montt y Aysén durante los afios 2008 a 2015 (6) (Figura 3). Los resultados indicaron que
las 43 muestras de ADN de P. salmonis analizadas se clasificaron en 23 secuencias tipo o ST, distribuidas princi-
palmente en los ST1,ST2 y ST5. EI STTincluye al primer aislado de P. salmonis obtenido en 1989 de salmon coho,
denominado cepa LF-89 (6). Ademas, como se observa en la Figura 3, las muestras clasificadas en el ST1 se
obtuvieron en diferentes regiones geograficas de la Region de los Lagos y la Region de Aysén del General
Carlos Ibanez del Campo.

Adicionalmente, los resultados sugieren que los aislados de P. salmonis estarian filogenéticamente relacionados
con los genogrupos LF-89, EM-90 y con un grupo hibrido que compartiria informacién genética de ambos

genogrupos (6).

REGION DE LOS LAGOS REGION DE AYSEN
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Figura 3.
Distribucion geografica de cepas
analizadas en el estudio.

@ circulo rojo: genogrupo LF-89;
@ circulo naranja: genogrupo EM-90;
@ circulo verde: cepas Hibridas.
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RESULTADOS RELEVANTES

Diagndstico de Genogrupo LF-89 y EM-90 por PCR-multiplex

El analisis del ADN gendmico extraido de 48 aislados puros de Piscirickettsia salmonis reveld un producto de
amplificacion de 131 pares de bases en 23 muestras de ADN, correspondientes al genogrupo LF-89. Por otro
lado, 25 muestras presentaron un producto de amplificacion de 177 pares de bases, asociado al genogrupo
EM-90 (Figura 4). Es importante seflalar que, en caso de coinfeccion con las cepas LF-89 y EM-90 en un mismo
pez, se observarian ambas bandas en el gel de agarosa (4).

Sample_1 Sampe 2 Sample 3 Sample_4 Sample 5 Sample 6 LF89  EM-90  Negative
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Recomendaciones para Politicas Publicas

» Promover la adopcién de técnicas genotipicas avanzadas como el MLST (Multilocus Sequence Typing) y el
PCR-multiplex en los laboratorios de diagndstico para la genotipificacién de P. salmonis, para permitir una
identificacion precisa y rapida de los genogrupos de Piscirickettsia salmonis, lo que es crucial para la
deteccién temprana de brotes y la implementacién de medidas de control especificas.

» Desarrollar y mantener una plataforma de seguimiento epidemiolégico que integre datos genéticos y
geograficos de los aislados de P. salmonis, para facilitar la comprensién de la dindmica de transmisién de la
enfermedad y la identificacion de patrones espaciales y temporales en la aparicién de brotes.

» Las autoridades sanitarias deben fortalecer el programa de vigilancia y control de la Piscirickettsiosis,
incorporando las tecnologias genotipicas mencionadas como herramientas estandar en el diagndstico y

seguimiento de la enfermedad, lo cual contribuird a una gestién mas efectiva de los brotes y a la reduccién
de las pérdidas econdmicas asociadas.
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Recomendaciones para Politicas Publicas

» Es crucial establecer sistemas de seguimiento y monitoreo continuo para rastrear la diseminacién de la
Piscirickettsiosis entre las poblaciones de salmdnidos. Lo que implica la vigilancia de los centros de cultivo
afectados, y la evaluacién de posibles vias de transmisidn, incluyendo movimientos de peces, practicas de
manejo y factores ambientales.

» Promover programas de capacitacion para el personal de los laboratorios de diagnéstico en el uso y la inter-
pretacién de las técnicas de MLST y PCR-multiplex, para incentivar la actualizacién tecnoldgica de los labo-
ratorios para asegurar la implementacion exitosa de estas metodologias.

» Fomentar la colaboracién entre universidades, centros de investigacion, el sector publico y el sector privado
de la salmonicultura, para compartir informacién relevante sobre la epidemiologia de la Piscirickettsiosis y
coordinar acciones conjuntas para su control y prevencion.
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