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ANTECEDENTES, ALCANCE Y OBJETIVOS DEL ESTUDIO

Entre los desafios mas importantes de la salmonicultura, se encuentra la implementacion de medidas de
prevenciony control de enfermedades de alto riesgo para salmoénidos. Actualmente, para muchas enfermedades
bacterianas se usan diversos productos con accion desinfectante y antimicrobiana, las que han sido
ampliamente utilizadas para mejorar el estado sanitario de las poblaciones de peces en centros productivos.
Mas aun, el continuo uso de antimicrobianos ha contribuido a la aparicion de bacterias menos susceptibles,
afectar la microbiota de los peces y facilitar la diseminacion de patdégenos en el ecosistema. De igual forma,
muchos de los patdégenos bacterianos que producen brotes de enfermedades en los sistemas de cultivo
poseen una serie de mecanismos de virulencia asociados a la formacion de biofilm, tales como presencia de
capsula, formacion de abundante lipopolisacaridos, sistemas de secrecion y toxinas, entre otros. El biofilm o
biopeliculas corresponde a la formacion de comunidades estructuradas, que le confiere a las bacterias y
especialmente a microorganismos patdégenos una diversidad de mecanismos de resistencia tales como:
generacion de enzimas que degradan compuestos antibacterianos, intercambio de genes intra- e inter-especies
bacterianas, regulacion de la actividad metabdlica y tasa de crecimiento, entre otros. Estas caracteristicas son
de gran impacto, ya que les permiten a las bacterias resistir a condiciones ambientales hostiles e incrementar
Su resistencia al estrés ambiental y a los agentes antibacterianos, favoreciendo la permanencia de estos
patdégenos en una forma latente en los sistemas de cultivo y sus estructuras. El presente documento compila
diversos estudios realizados por investigadores del Centro Incar, generando recomendaciones especificas
acerca del rol de la formacion de biofilm en la resistencia antibidtica y persistencia de las bacterias patdgenas
en ambientes acuaticos en torno a los centros de cultivo de salmonidos.

Crédito fotografia: Fotobanco
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Formacion de biofilm

El biofilm ha sido definido como un agregado de microorganismos en una matriz autoproducida conformada
por ADN, ARN, proteinas, lipidos y sustancias poliméricas extracelulares y adheridas entre ellas y/o a una
superficie, incluyendo también a las bacterias. Este es un sistema dindmico autoestructurado que se
encuentra en constante remodelacidén y que puede adaptarse internamente a cambios ambientales.
La matriz confiere proteccion a las bacterias contra condiciones medioambientales desfavorables como la
desecacion, radiacién UV, metales, antibiéticos, agentes oxidantes y durante la infeccién, evadir y/o bloquear
los mecanismos del sistema inmune del hospedero. También puede contener una subpoblacion de bacterias
plancténicas, es decir, bacterias de vida libre que alin no son parte de la matriz. Estas se movilizan por tuneles
o0 canales que existen al interior de la estructura, los que ademas permiten aumentar la disponibilidad de
nutrientes y disminuyen el gradiente de sustancias daninas para las bacterias y el biofilm.

La formacion de biofilm constituye un proceso complejo, continuo y multifactorial, que surge en respuesta a
condiciones ambientales que varian segun cada microorganismo; los que pasan de un estado plancténico o
de vida libre a un estado sésil (biofilm) adherido a una superficie bidtica o abidtica. Para esto, se requiere de
la activacion de un tipo particular de sefalizaciéon y la transcripcidon de diferentes conjuntos de genes en
comparacion a los de vida libre. En el mecanismo de formacion del biofilm (Figura 1) se pueden distinguir
cuatro etapas fundamentales: i) unién inicial de la bacteria a una superficie; ii) formacién de una microcolonia;
iii) maduracion del biofilm;y iv) dispersion de células plancténicas, las cuales abandonan el biofilm para colonizar
nuevamente y comenzar nuevamente el ciclo.

Fase Planctonica
(libre)

Figura 1.
Pasos esenciales en la formacién de Biofilm bacteriano (Tomado de “Bacteria Biofilm”, Dr. Yousef Elshrek).

Este documento es una contribucion de INCAR a las Politicas Publicas (N°16) - Junio 2024 - www.centroincar.cl



ANTECEDENTES, ALCANCE Y OBJETIVOS DEL ESTUDIO

Adhesién y colonizacién inicial, la bacteria plancténica se adhiere a una superficie utilizando apéndices
celulares como pili, fimbria o flagelo y por la secreciéon de adhesinas. La bacteria se enfrenta a fuerzas
atrayentes y repelentes dependiendo de las propiedades del medio, niveles de nutrientes, fuerza idnica, pH,
temperatura y caracteristicas propias de la composicion de su superficie. Es un proceso reversible y dindmico
debido a las débiles interacciones entre la superficie y los apéndices de la bacteria, constituyendo una etapa
clave en el proceso de inicio del biofilm. La adhesidon a una superficie provoca cambios en la expresion de
genesy regulacion positiva de factores que mantienen la adherencia. Una vez establecida la adhesion, se inicia
la Formacion de una microcolonia o multiplicacion bacteriana originando agregados celulares comUnmente
llamados microcolonias que secretan pequefias cantidades de sustancias poliméricas extracelulares que
conforman y estabilizan el biofilm. Estas microcolonias pueden corresponder a una o diversas especies
bacterianas. En la etapa de Maduracidn, las bacterias se contactan entre si mediante la produccion de moléculas
autoinductoras, que activan genes necesarios clave para la formacion y estabilizacion de la matriz, y por
consecuencia la diferenciacion a macrocolonias. Asimismo, se liberan polisacaridos que le confieren estabilidad
a la estructura. El biofilmm maduro se caracteriza por presentar microcolonias en una compleja estructura
tridimensional con canales de agua y abundante produccién sustancias poliméricas extracelulares. En fase de
Dispersion, las bacterias en estado sésil toman forma plancténica y se desprenden del biofilm, para colonizar
nuevas superficies o areas y dar origen a nuevas biopeliculas. Ocurre una dispersiéon pasiva y a su vez, algunas
bacterias se desprenden de forma activa. A medida que el biofilm madura, ocurre acumulacion de productos
toxicos, fluctuacion en las concentraciones de oxigeno, y los nutrientes se tornan limitados. Estos cambios son
censados por las bacterias, se activan genes especificos, facilitando la dispersion ante condiciones estresantes
y terminan conformando una biopelicula que otorga proteccidon a la comunidad bacteriana contra agentes
antimicrobianos. Asi, las bacterias sésiles entran transitoriamente en un estado metabdlico inactivo,
disminuyendo la eficacia de los antibiéticos y causando la recurrencia de enfermedades, debido a que el
patdégeno bacteriano se mantiene latente en el medio que habita su hospedero. También surge tolerancia, a
través de la inactivacion o atrapamiento de antimicrobianos por la matriz de las bacterias, a través de la
formacion de complejos con los sustancias poliméricas extracelulares, o bien son degradados por enzimas de
la matriz.
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Il Metodologia

Previo al trabajo con los diferentes aislados de campo de Piscirickettsia salmonis y la cepa tipo LF-89 [ATCC
VR-1361], estas fueron recuperadas de infecciones in vitro en la linea celular SHK-1, actividad que tuvo como
objetivo la recuperacion de la virulencia de cada P. salmonis. Posteriormente, las bacterias fueron cultivadas en
medio CASO modificado. Cada cultivo de medio liquido se incubd en un agitador a 18°C hasta alcanzar una
densidad ¢ptica de 0,6-0,8 a longitud de onda de 600 nm. Se confirmdé como pertenecientes a P. salmonis por
GCram y PCR confirmatorio.

Cultivo bacteriano en medio liquido: EI cultivo bacteriano de cepa tipo LF-89, y otros aislados de campo fue
desarrollado en caldo de soja triptico modificado con NaCl, y suplementado con los nutrientes propios para
esta especie bacteriana. Se tomaron tres alicuotas de bacterias del medio liquido y se extrajo ARN total para
ensayos de gPCR.

Formacion y cuantificacion de biofilm: Todos los aislados de P. salmonis y la cepa tipo se crecieron
sucesivamente en medio CASO. Después de un segundo y tercer pasaje de cultivo se evalud la formacion de
biofilm en el primer y tercer pasaje de cada P. salmonis. Para la determinacion cuantitativa de biofilm se
emplearon placas de microtitulo de 96 pocillos con el protocolo modificado de Christensen (1985), incubando
durante 3 dias a 18°C. Luego, se retird el medio de cultivo y se lavd con tampdn fosfato estéril, incubandose a
37°C por 60 min para fijar el biofilm a la placa multipocillos y luego se realizd la tincion con soluciéon de cristal
violeta al 0,1% y se incubd durante 15 min. De acuerdo con los criterios descritos por Christensen (1985), la
formacién de biofilm es positivo cuando se ve una pelicula de color violeta en la pared y/o en el fondo del
pocillo. Posteriormente, se agrego acido acético glacial a cada pocillo para solubilizar el tinte. Las placas se
incubaron durante 15 min para finalmente registrar la ODeoonm. De forma similar, se determind la formacion de
biofilm en otro tipo de superficies tanto bidticas como abidticas.

Crédito fotografia: Fotobanco
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El Biofilm y su posible impacto en salmonicultura

En la salmonicultura, la formacion de biofilm bacterianos genera un problema debido a la permanencia de
bacterias patdégenas después de aplicar los protocolos de desinfeccion y durante la aplicacion de tratamientos
antimicrobianos. Por ello, los biofilm constituyen un reservorio de microorganismos patdgenos que pueden
producir pérdidas econdmicas y que ponen en riesgo la sustentabilidad de la industria salmonera. En este
sentido, las investigaciones con Piscirickettsia salmonis, causante de pisciricketsiosis en la salmonicultura
chilena, han demostrado que la bacteria posee la capacidad de formar biofilms viables, estables y tolerantes al
mucus de la piel de peces, pero también en superficies abidticas como microplacas y otros materiales inertes
propios de la industria, asi como condiciones bidticas como en cultivo de células y mucus de salmonidos
(Levipany col, 2020; Santibafiezy col.,, 2020; Vidal y col., 2022). La formacién de biofilm en P. salmonis en los dos
genogrupos descritos para esta especie (LF-89 y EM-90), estd modulada diferencialmente en medios restrictivos,
regulando la expresion de genes asociados a virulencia. A su vez, la produccion de biofilm se ve
significativamente aumentada por condiciones tales como, medios de cultivos restrictivos en algun
componente, salinidad cercana a condicidon de estuario y/o mar, bajas concentraciones de hierro (Santibafiez y
col., 2020).

Por su parte, concentraciones sub-inhibitorias de florfenicol, el antibidtico mas utilizado para el control de la
piscirickettsiosis incrementa la formacion de biofilm en P. salmonis (Oliver y col.,, 2023). Por lo tanto, el biofilm
producido por este patdégeno, podria considerarse un importante factor que puede influir en virulencia y cuya
modulacion tendria efectos relevantes sobre los mecanismos de persistencia ambiental y resistencia a la
exposicion de florfenicol.

Santibanezy col. (2020), utilizaron aislados pertenecientes a los genogrupos EM-90y LF-89 de P. salmonis para
estudios de infecciones in vitroy demostraron que el estado planctonico y sésil de P. salmonis, genera diferentes
patrones de virulencia y expresion de genes que, aparentemente, depende de cada aislado y condiciones
bacterianas evaluadas, lo que habia sido reportado previamente por Levipan y col. (2020). Aungue el rol
especifico que cumple el biofilm en la virulencia no esta del todo claro, la presencia y abundancia de biofilm
sugiere que cumple una funcidén bioldgica importante mediante la interacciéon con proteinas del hospedador
y modula su respuesta inmune, quedando por demostrar el efecto en la patogénesis bacteriana en el hospedador
(Santibanez y col., 2020).

Las diferencias de la produccion de biofilm por parte de bacterias de ambos genogrupos, se podrian relacionar
con la expresion diferencial de genes involucrados en el proceso de quimiotaxis de P. sa/monis. Estudios
realizados en este sentido, sugieren que esta bacteria regula su crecimiento, metabolismo y virulencia,
reprogramando su fisiologia al interior del biofilm como una forma de supervivencia y persistencia ante
ambientes hostiles y probablemente en las primeras etapas de infeccion en el hospedero (Zuhigay col., 2020).
Por otro lado, la habilidad de P. salmonis para formar biofilm viable y tolerante a la accion antibacteriana del
mucus en superficies plasticas en agua de mar representa un importante mecanismo para la persistencia y
diseminacion de la piscirickettsiosis en los peces de cultivo (Levipan y col, 2020). En este sentido, Vidal y col.
(2022) reportan la formacion de biofilm en superficies abidticas nylon, acero inoxidable, policarbonato vy
polietileno de alta densidad por parte de P. salmonis pertenecientes a ambos genogrupos. Los resultados
obtenidos demuestran que la formacion de biopeliculas en nylon fueron significativamente mayor que en
acero inoxidable, policarbonato y polietileno de alta densidad. De esta forma, los materiales empleados en en
los utensilios y estructuras de cultivos podrian ser un reservorio de la bacteria si no se limpian adecuadamente.
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Por dltimo, en este patdégeno se ha identificado que la bacteria produce vesiculas que contienen toxinas y
proteinas claves para la supervivencia, pili y otras proteinas relevantes (Sanchez y col,, 2018), todos ligados a
procesos de adhesion a la superficie celular y la produccion de biofilm, lo que da cuenta del establecimiento
de una matriz que permite una alta interacciéon bacteriana mono o multi-especie. De igual manera, existen
otros ejemplos de la produccidn y participacion del biofilm en otras bacterias patdgenas de salmonidos, tales
como Tenacibaculum maritimum (Levipany col, 2019), Yersinia ruckeri, Vibrio sp, Aeromonas spy Edwardsiella
tarda. Por tanto, es fundamental considerar el papel de los biofilm en enfermedades infectocontagiosas que
poseen una alta persistencia en la salmonicultura chilena y que afectan la sustentabilidad de este sector

Factores que
condicionan el medio

productivo.

e antibioticos

en el agua

Presenciade s _ Persistencia de
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patégenasen reincidencia de
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y pontones de centros de
cultivo

Conchas de mitilidos
de granjas cercanas

Superficies para Redes de jaulas en
generar Biofilm centros de cultivo

Figura 2.
Factores que influyen en la capacidad de las bacterias de formar biofilm en diversas superficies bidticas y abidticas y
persistencia de bacterias en el medio acuatico marino.

La figura 2, evidencia en forma fragica el rol que puede tener la formacién de biofilm en la persistencia de
los patdégenos que son capaces de formarlo como estrategia de supervivencia. Lo anterior, no sélo influiria
en las caracteristicas propias de virulencia de las bacterias antes mencionadas, las que se relacionan a la
adhesion a superficies de diversos materiales constituyentes de estanques, sistemas de flujo de agua y
mallas, sino que también a estrategias de persistencia ambiental, reservorios naturales en peces nativos y
otros organismos de cultivo masivo como Mitilidos y mecanismos de resistencia a desinfectantesy agentes
antibacterianos. En este sentido, la matriz de poliméricas extracelulares de bacterias juega un rol clave
en la estabilidad estructural del biofilm y actla como barrera frente a diversos antibidticos debido a la
inactivacion o atrapamiento de éstos por la matriz, otorgando tolerancia y resistencia. Los componentes de
la matriz pueden “quelar” o “atrapar” los antibidticos formando complejos inactivos. Polisacaridos como
alginato y glucanos presentes en el biofilm pueden unirse o secuestrar antibidticos aminoglucoésidos.
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Ademas, los antibidticos pueden ser degradados e inactivados por las enzimas presentes en la matriz.
Como resultado, los antibidticos no alcanzan una concentracion efectiva para matar las bacterias, generando
supervivencia de éstas aun después de la exposicion. Asimismo, la tasa de crecimiento de las bacterias
gue residen en el biofilm va disminuyendo, asociada a una gradiente de oxigeno descendiente hacia la
profundidad de la matriz.

Finalmente, el biofilm producido por P. salmonis y otros patdégenos bacterianos marinos, podria
considerarse un importante factor de virulencia, asi como un buen candidato para el futuro desarrollo de
nuevos y mejores agentes antimicrobianos. Ademas, la regulacion de la expresion génica por P. salmonis

plancténicoy sésil in vitro, podria considerarse un componente clave que afecta la respuesta inmune de los
peces.

CONCLUSIONES

» Se puede establecer que la produccién de biofilm en bacterias patédgenas de salmdnidos, puede constituir

un mecanismo de persistencia en el ambiente, con importantes repercusiones econémicas asociada a
mortalidad y gastos en tratamientos.

» Una amplia variedad de condiciones ambientales determina la formacién de biofilm en el hospedero y
materiales utilizados comidnmente en salmonicultura, segun lo cual, las bacterias patégenas incluidas en

esta revisidon son capaces de adherirse, constituir micro colonias y formar un biofilm estable en el tiempo y
resistente a tratamientos de antibidticos.

> La forma sésil bacteriana constituye una fuente de persistencia ambiental y diseminacién de agentes

bacterianos patégenos a flujos de agua natural, pudiendo repercutir de manera indirecta a la vida silvestre
acuatica y terrestre.
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Recomendaciones para Politicas PuUblicas
y Gestidn de Bioseguridad

» Se deben tomar los resguardos necesarios en procesos que impliquen la limpieza, reemplazo y cambio de
redes y estructuras de jaulas y superficies marinas de granjas y en pisciculturas de agua dulce, por la alta
posibilidad de liberar al ambiente bacterias establecidas como biopeliculas en todo tipo de superficie.

» Ampliar el estudio de los reservorios naturales de estas bacterias, junto a su patogenia, mecanismos de
infeccion y los factores de virulencia asociados, para permitir mejorar significativamente las estrategias de
control y tratamiento de los brotes en los sistemas productivos.

» Desarrollar nuevas estrategias para la prevenciéon y tratamiento antibacteriano, dirigidos a reducir y/o inhibir
la produccién de biofilm. Ello deberia mejorar la accidén de los antibiéticos que actualmente son utilizados
en la salmonicultura disminuyendo la resistencia antimicrobiana y optimizando la calidad del salmén para
el consumo humano.
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