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RESUMEN

La piscirickettsiosis, enfermedad bacteriana que afecta a salmdnidos, es causada por
Piscirickettsia salmonis. En Chile, como consecuencia de las altas mortalidades, la baja
respuesta efectiva a los tratamientos y las restricciones en el &mbito productivo, se producen
pérdidas econdmicas significativas. Aunque la supervivencia del microorganismo fuera del
hospedero se desconoce, posibles reservorios se han propuesto (copépodos, bivalvos y peces
silvestres), pero no esta claro el mecanismo de transmision. Recientemente se evidencio la
adhesion de P. salmonis a superficies de ovas, branquias, piel de trucha arcoiris, conchas de
Mytilus chilensis y PTFE. Ademas, ha sido posible demostrar la formacion de biopelicula in
vitro sobre vidrio y plastico (placa de Petri y fondo de microplaca, respectivamente). Los
materiales utilizados para la acuicultura en el mar son principalmente polimeros sintéticos
(PS), y a su vez, también lo es la basura marina, lo cual representa una potencial superficie
de adhesion. Este trabajo expone una revision bibliografica y una propuesta de estudio
experimental de adhesion in vitro de la cepa EM-90 de P. salmonis sobre cinco tipos de
polimeros sintéticos representativos: HDPE, PA, PVC, PTFE y PP. La propuesta incluye
verificar la adhesion, mediante microscopia electronica de barrido, a diferentes tiempos de
interaccion, y evaluar la viabilidad bacteriana post adhesion, mediante la observacion del
efecto citopatico (ECP) sobre células CHSE-214. La propuesta pretende aportar antecedentes

sobre la supervivencia del agente fuera del hospedero.

Palabras claves: Piscirickettsia salmonis, salmonicultura, adhesion bacteriana, biopelicula,

polimeros sintéticos.



ABSTRACT

Piscirickettsiosis, a bacterial disease that affects salmonids, is caused by Piscirickettsia
salmonis. As a consequence of the high mortality, low effective response to treatment and
restrictions in the production area, significant economic losses are produced in Chile.
Although the survival of the microorganism outside the host is unknown, possible reservoirs
have been proposed (copepods, bivalves and wild fish) but the transmission mechanism is
not clear. The adhesion of P. salmonis to the surfaces of eggs, gills and skin of rainbow trout,
PTFE, as well as shells of Mytilus chilensis, was recently evidenced. In addition, it has been
possible to demonstrate in vitro biofilm formation on glass and plastic (Petri dish and
microplate bottom, respectively). The materials used for aquaculture in the sea are mainly
synthetic polymers (PS), and in turn, marine litter is made up mostly of PS, which represents
a potential adhesion surface. This paper presents a literature review and a proposal for an
experimental study of the in vitro adhesion of the EM-90 strain of P. salmonis on five types
of representative synthetic polymers: HDPE, PA, PVC, PTFE and PP. The proposal includes
verifying adhesion, by scanning electron microscopy, at different interaction times, and
evaluating post-adhesion bacterial viability, by observing the cytopathic effect (CPE) on
CHSE-214 cells. The proposal aims to provide information on the survival of the agent

outside the host.

Keywords: Piscirickettsia salmonis, salmon farming, bacterial adhesion, biofilm, synthetic

polymers.
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1. INTRODUCCION

Seguin el Informe Sanitario de Salmonicultura de Chile, para el afio 2021, la
piscirickettsiosis era la principal causa infecciosa que ocasiona mortalidad en salmén del
Atlantico (Salmo salar), especie que abarca el 69% de los centros operativos en el pais; a
su vez, era la primera causa para el uso de antimicrobianos como tratamiento, la cual
sobrepasa el 93% respecto a otras enfermedades. La mayor prevalencia de la enfermedad
mantiene un comportamiento estacional, concentrandose principalmente en las épocas de

verano y otofio en las Regiones de Los Lagos y de Aysén (SERNAPESCA, 2021).

La piscirickettsiosis tiene un gran impacto productivo y ecologico, ya que la manifestacion
de la enfermedad implica un gran costo econdémico, y ademas conlleva a un deterioro
ambiental inherente. Mediante el desempefio de programas especificos de SERNAPESCA,
entre otros, se busca reducir dicho impacto, apuntando hacia la sustentabilidad del rubro
productivo (Rozas Serri et al., 2017; SERNAPESCA 2021).

El agente etiologico es la bacteria gramnegativa Piscirickettsia salmonis, la cual genera
sintomatologia inespecifica tipo hemorragica multisistémica, se transmite de manera
horizontal y vertical (Rozas Serri y Enriquez, 2014). Se han realizado diversos estudios que
evidencian la adhesion bacteriana y formacion de biopelicula por P. salmonis a distintas
superficies, sugiriendo que esta caracteristica pudiese ser significativa para la transmision
y diseminacion de la infeccion. En el afio 2003, Larenas et al. comprobaron que la cepa LF-
89 se adhiere a la pared de las ovas de salménidos mediante unas estructuras que
denominaron “Complejo de Adhesion Piscirickettsial” o CAP. Respecto de lo anterior,
Bravo (2007), describio la formacién del CAP sobre branquias y piel de trucha arcoiris.
Larenas et al. (2019), por su parte, demostraron in vitro la adhesién de la bacteria sobre
conchas de chorito (Mytilus chilensis) y comprobaron que esta podia ser liberada al medio
e infectar una linea celular de salmon (CHSE-214). Otros estudios han detectado la
formacion de biopeliculas sobre vidrio y plastico, y a su vez la viabilidad post liberacion al
medio; sin embargo, falta mucho por investigar en este ambito (Marshall et al., 2012;
Albornoz et al., 2017; Levipan et al., 2020).



La formacion de biopeliculas sobre superficies abidticas representa un riesgo sanitario para
la salmonicultura ya que da origen a posibles fémites, término que se utiliza para referirse
a todo objeto inanimado que, por el hecho de estar contaminado con microorganismos,
puede transmitir infecciones como un vector pasivo (Gobierno de Espafa, 2020). Los
plasticos, debido al amplio uso en la industria acuicola y a la gran presencia dentro de la
basura marina, se consideran como un potencial fomite, pudiendo promover el desarrollo,
persistencia y propagacion de P. salmonis, afectando su vez la salud de los salmones
(Rovira, 2006; Olivares, 2009; Erni-Cassola et al., 2019; Levipan et al., 2020).

Aparentemente los brotes de piscirickettsiosis ocasionados en salmén del Atlantico (Salmo
salar), son principalmente producidos por la cepa EM-90, variante descrita como la mas

patogénica y de la cual existen escasos estudios (Rozas Serri et al., 2017).

El objetivo de esta memoria de titulo es realizar una investigacion sistemética actualizada
respecto de la adhesion y formacion de biopelicula de P. salmonis y proponer un modelo
experimental in vitro de adhesion de la bacteria sobre distintos polimeros sintéticos
presentes en el entorno marino. Con ello se busca aportar informacion relevante respecto
del comportamiento de la bacteria fuera del hospedero, con lo cual se podra comprender de
mejor manera el ciclo de vida libre y dilucidar si los plasticos utilizados en la salmonicultura

pudiesen o no favorecer el riesgo de permanencia y propagacion del agente.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

Antecedentes generales de Piscirickettsia salmonis.

Piscirickettsia salmonis es una bacteria gramnegativa que se aislé por primera vez en el afio
1989, a partir de un brote de la enfermedad en un centro de cultivo de salmén coho
(Oncorhynchus kisutch) durante la fase de agua dulce en el canal de Huito, Comuna de
Calbuco, Regiédn de Los Lagos. El agente fue aislado y caracterizado a partir de tejido renal
de salmon coho afectado por la enfermedad, el cual fue inoculado directamente en frascos
de cultivo que contenian una monocapa de una linea celular procedente de salmén chinook
CHSE-214 (ATCC CRL 1681), mantenida en un Medio Esencial Minimo de Eagle con
sales de Earle suplementado con 10% de suero fetal bovino (MEM-10), libre de antibioticos
e incubado a 15 °C (Fryer et al. 1990; Fryer et al. 1992).

La bacteria es pleomorfica, aunque principalmente cocoide, sin capsula, aerobica, con un
diametro que varia entre 0,5 y 1,5 um, intracelular facultativa, replica por fision binaria
dentro de vacuolas citoplasmaticas unidas a la membrana celular. Es capaz de sobrevivir
hasta 120 h dentro de macréfagos, replicar y propagarse a través de ellos mediante la
evasion de la respuesta inmune del hospedero, posiblemente porque P. salmonis induce una
respuesta lisosomal limitada reduciendo la degradacion bacteriana (Gomez et al., 2009;
Pérez et al. 2019). Puede crecer en medios enriquecidos libres de células, lo que facilita el
proceso de multiplicacion bacteriana in vitro. Al respecto, se utiliza caldo marino
compuesto por agua de mar estéril, suplementado con L-cisteina entre otros aditivos (Yafiez
et al., 2012). La temperatura 6ptima de mantencion y crecimiento es 15 °C, disminuyendo
su replicacion bajo los 10 °C y sobre los 21 °C; cultivos incubados a 4 °C por 60 dias no
presentan efecto citopatico (ECP), por ende, no evidencia replicacion bacteriana. EI ECP in
vitro en CHSE-214, incubado a 15 - 18 °C, alcanza el 100% aproximadamente a los 14 dias
(Fryer et al., 1990).

En un comienzo la enfermedad se denominé “sindrome de Huito” o “sindrome del salmén
coho”, luego se describid como “septicemia rickettsial salmonidea”, ya que inicialmente la
bacteria se consideraba dentro del orden Rickettsiales, familia Rickettsiaceae; sin embargo,
posteriormente se clasificd dentro del orden Thiotrichales, dando origen a una nueva familia

nombrada Piscirickettsiaceae, género Piscirickettsia, denominandose oficialmente la
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enfermedad como piscirickettsiosis. El agente esta relacionado filogenéticamente con los
géneros Francisella, Coxiella y Legionella (Mauel y Miller, 2002; Rozas Serri y Enriquez,
2014).

Con relacién a la variabilidad genética, segun analisis genémico de la subunidad 16S del
ARN ribosomal, se han caracterizado cuatro grupos genético; el primero corresponde a la
cepa de referencia LF-89, ATCC[R] VR 1361, el segundo a la EM-90. El tercero y cuarto
incluye las cepas “LF-89 like” y las “EM-90 like”, las cuales se caracterizan por incluir
cepas con baja variabilidad genética en relacion con los primeros dos grupos
respectivamente (Fryer et al. 1992; Isla et al., 2019). Aparentemente las cepas de los grupos
EM-90 y EM-90 like generan mayoritariamente la enfermedad en cultivos de salmon del
Atlantico (Salmo salar), siendo ésta, ademas, méas patogénica que las cepas de los grupos
LF-89 y LF-89 like, en relacion a la mortalidad acumulada, al tiempo transcurrido hasta la
muerte, y también a la gravedad y agudeza de la manifestacion de lesiones hemorragicas
(Rozas Serri et al., 2017; Saavedra et al., 2017).

Manifestacion clinica de piscirickettsiosis

Los sintomas descritos son bastante inespecificos, dentro de ellos se observa letargia,
anorexia, alteraciones en el nado; oscurecimiento y alteraciones en la piel, tales como
petequias, equimosis y Ulceras hemorragicas de hasta 2 cm de diametro. También se
evidencian alteraciones sanguineas como anemia, lo que se manifiesta muy notoriamente
la palidez en las branquias; en la necropsia se observa necrosis y aumento de tamafio en
rifidn, bazo e higado. Otros hallazgos son ascitis, lesiones hemorragicas en intestino, ciegos
piloricos y vejiga natatoria (Fryer et al., 1992; Mauel y Miller, 2002; Rozas Serri y
Enriquez, 2014)

Epidemiologia

La bacteria se excreta por heces, orina, fluido celémico y seminal (Rozas Serri y Enriquez,
2014). Afecta a todas las especies salmonidas cultivadas hasta ahora en Chile, incluyendo
al salmon del Atlantico, salmon coho, trucha arcoiris (O. mykiss) y salmoén chinook (O.
tshawytscha) (Lannan y Fryer, 1994; Rozas Serri y Enriquez, 2014). La mayor prevalencia
de la enfermedad ocurre en la etapa “T3”, la cual considera el momento de mayor desarrollo

del salmoén o engorda (etapa final), en la cual se alcanza la mayor biomasa cultivada por
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metro cubico. Ademas, se evidencid experimentalmente que existe un efecto sinérgico de
la densidad poblacional (20 kg/m3) y temperatura (14 °C) en jaulas de cultivo, generando
mayor mortalidad versus temperaturas de 8 o 18 °C con biomasa de 5 kg/m?3
(SERNAPESCA, 2021; Larenas et al., 1997)

Se presenta principalmente entre los meses de noviembre y abril mostrando un caracter
estacional (verano y otofio). Se concentra geograficamente en la Region de Los Lagos y
Aysén (SERNAPESCA, 2021). Luego de ser descrita en Chile, P. salmonis fue identificada
en cultivos de salmones al oeste de Canada, Noruega e Irlanda, pero con mortalidades
asociadas considerablemente menores (0,6 — 15%) (Mauel y Miller, 2002).

Transmision horizontal

Se ha evidenciado experimentalmente que la bacteria ingresa principalmente a través de
piel y branquias intactas (Smith et al. 1999). Animales sanos que han sido sometidos al
contacto directo y/o indirecto con individuos experimentalmente inoculados, en un estanque
de agua, resultan enfermos y con alta mortalidad (Salinas, 1998). Respecto a la inoculacién
experimental, la via intraperitoneal y el contacto directo con las branquias, ocasionan
significativamente un mayor riesgo de muerte en comparacion con la via oral (Smith et at.,
1999; Rozas y Enriquez, 2014). Es probable que la bacteria pueda sobrevivir fuera del
hueésped durante mucho tiempo, previo a infectar un nuevo salmén, como célula de vida
libre, ya que se detectd P. salmonis mediante qPCR después de 30 y 40 dias luego de haber

vaciado las jaulas de cultivo de salmones (Olivares y Marshall, 2010; Marshall et al., 2012).

Vectores y reservorios

No se conoce con claridad si existen reservorios naturales o vectores que faciliten la
transmision horizontal del patégeno. Sin embargo, dos estudios detectaron la presencia y
permanencia de la bacteria sin generar lesiones histopatolégicas, en 6rganos de choritos
(Mytilus chilensis), molusco que por un lado es ampliamente cultivado en Chile y por otra
parte esta muy presente en el fouling de infraestructuras del rubro acuicola. Consiguiente a
lo anterior, se concluy6 que la bacteria puede estar presente especificamente en la glandula
digestiva de M. chilensis por periodos de hasta 66 dias, sugiriendo al chorito como posible

reservorio natural para P. salmonis (Correal, 1995; Venegas, 1996; Campalans, 2011).



En Chile, la bacteria ha sido detectada en peces silvestres y en Caligus rogercresseyi,
copépodo parésito muy prevalente en los cultivos salménidos nacionales. Este ultimo, causa
estrés cronico, reduccion del consumo de alimento, inmunosupresion y lesiones en la piel.
Aparentemente, C. rogercresseyi, pudiese ser vector y/o reservorio de P. salmonis para
salmoénidos facilitando su ingreso mediante alteraciones de la dermis, contribuyendo de esta
forma en la transmision de la enfermedad (Smith et at., 1999; Campalans, 2011; Vargas,
2014; Maquera, 2017).

Diversos autores han descrito la formacién de biopeliculas bacterianas por P. salmonis, lo
que favoreceria la permanencia del agente en el medio, y a su vez, la posterior liberacion e
infeccion de nuevos ejemplares de salmones (Marshall et al., 2012; Levipan et al., 2020;
Santibafiez et al., 2021). Lo anterior da origen a que distintas estructuras funcionen como

fomites, pudiendo mantener y dispersar el agente en el ambiente acuatico marino.

Transmision vertical

Larenas et al. (2003) demostraron experimentalmente mediante Inmunofluorescencia
indirecta (IFAT) la transmision vertical de P. salmonis desde ambos reproductores de trucha
arcoiris a su progenie, en dicho estudio ademas se describié que la bacteria forma un
Complejo de Adhesion Piscirickettsial (CAP), el cual le facilita el ingreso de la bacteria a
la ova. Describieron también la presencia de la bacteria en fluido seminal y celémico en la
mayoria de los peces inoculados, y por otra parte se observo que las ovas provenientes de
hembras no inoculadas que fueron incubadas en medios contaminados con la bacteria daban
como resultado a una progenie positiva a P. salmonis, demostrando la transmision durante
la fertilizacion in vitro (Larenas et al. 2003). También se describid la transmision vertical
en alevines de salmon coho, los que a su vez algunos fueron portadores asintomaticos,

favoreciendo la diseminacién. (Larenas et al., 2005).
Meétodos de deteccidn bacteriana

El diagndstico presuntivo de la enfermedad en los centros de cultivos se hace en base a la
signologia clinica y hallazgos macroscépicos patoldgicos sugerentes de piscirickettsiosis

en ejemplares salmonidos. Como método complementario microscépico se utilizan las



tinciones de Gram, Giemsa y azul de toluidina para observar morfologia bacteriana (Fryer
et al., 1990).

El método diagndstico mas concluyente es el aislamiento, el cual se realiza mediante la
inoculacién de cultivos celulares o en medios de cultivos libre de células (sélido o liquido),
utilizando como inéculo tejido renal, hepéatico y/o encefalico; sin embargo, no se
recomienda como un método diagnostico rutinario, ya que es de facil contaminacién debido

a que el cultivo debe estar libre de antibidticos (Lannan y Fryer, 1994; Mauel et al., 2008).

Para confirmar la presencia de P. salmonis se utilizan técnicas inmunoldgicas como IFAT
e inmunohistoquimica, ya sea en corte histoldgicos, lineas celulares, entre otros; y técnicas
moleculares, como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) anidada y técnica PCR
multiple, la cual permite diferenciar el genotipo, ya sea LF-89 o EM-90, en muestras de
campo, siendo una alternativa rapida y asequible. La muestra idealmente debe ser de rifion,
higado, cerebro y/o sangre de peces enfermos (Lannan et al.,1991; Mauel et al. 1996;
Campalans, 2011; Rozas Serri y Enriquez, 2014; Isla et al., 2021).

Desde diciembre del 2012, Chile cuenta con un Programa Sanitario Especifico de
Vigilancia y Control de la Piscirickettsiosis (PSEVCSRS), orientado a la deteccion
temprana, el seguimiento de los casos y la aplicacién de medidas de control oportunas y
graduales. Todos los centros activos con mortalidades bajas se categorizan como centros en
vigilancia, sometidos a muestreos aleatorios cada dos meses utilizando como técnica
diagnostica la PCR. Los centros con una o mas jaulas con mortalidades asociadas a P.
salmonis mayor o igual a 0,35% semanal, pasan a ser Centros de Alerta (CA), sometidos a
muestreos con diagndstico mediante IFAT. Cuando un centro sobrepasa el 50% de sus
jaulas con mayor o igual a 0,35% de mortalidad asociada al agente, o mortalidades mayor
o0 igual a 0,35% semanal a nivel de centro por cuatro semanas consecutivas, pasa a ser un
centro de alta diseminacién (CAD), al cual se le hace un seguimiento por 6 semanas
buscando bajar los indices de mortalidad, si esto no ocurre, se realiza un plan de cosecha
anticipada o la eliminacion de las jaulas afectadas. La muestra para realizar diagnostico y
control de la enfermedad, corresponde a rifion, higado y cerebro de 15 peces (Chile.

Ministerio de Economia, Fomento y Turismo, 2012).



Para realizar estudios de investigacion cientifica se utilizan técnicas diagnosticas
complementarias de imagenes, como lo es la microscopia electronica de barrido (MEB),
que permite visualizar estructuras, como también composicion atdmica mediante analisis
elemental, distribucién y cuantificacion de elementos (Renau y Faura, 1994). Los estudios
recopilados que evallan adhesién y/o formacion de biopeliculas, en gran parte estan
realizados con la técnica MEB, la cual se detalla en la propuesta experimental.

Generalidades de adhesion y formacion de biopelicula de P. salmonis

Se han descrito principalmente dos corrientes que describen el comportamiento de
adherencia de P. salmonis. Primeramente, esta la formacion de un “Complejo de Adhesion
Piscirickettsial” (CAP), descrito en el afio 2003 por Larenas et al. el cual corresponde a una
extension de la membrana externa formando prolongaciones similares a pseudopodos a
partir del primer minuto de exposicion a la superficie de la ova, branquias y piel de trucha
arcoiris (Larenas et al., 2003; Bravo, 2007), como también sobre concha M. chilensis
(Larenas et al., 2019).

Por otra parte, se ha publicado por diversos autores, que la bacteria es capaz de formar una
biopelicula, lo cual fue inicialmente descrito por Marshall et al., en el afio 2012, luego
reafirmado por Levipan et al. (2020), Zdfiga et al. (2020) y Santibafiez et al. (2020).

El estudio de adhesion que corresponde a la antesala del planteamiento principal de la
presente memoria, expuso la cepa LF-89 de P. salmonis a distintos polimeros sintético, de
los cuales, el teflon, polimero descrito como antiadherente, evidencié mediante MEB la
formacion de CAP en los tres tiempos de estudio (1, 24 y 48 h) (Steven et al., 2018).

Como ya fue mencionado anteriormente, los polimeros sintéticos estan presentes en el
ecosistema marino que habitan los salmones cultivados debido a dos grandes razones: su
amplio uso en la infraestructura de los centros de cultivo y a la gran cantidad de desechos
plasticos humanos que llegan de manera errante al lugar (Olivares, 2009; Erni-Cassola et
al., 2019). Dichas superficies plasticas, al ser apolares, irregulares, hidrofébicas, de material
perecedero versus materiales organicos biodegradables, representan superficies aptas para
la colonizacion de bacterias formadoras de biopeliculas, o incluso, adherencia de

macroorganismos como moluscos, algas, y otros (Bendinger et al., 1993; Zhao et al, 2020).



Respecto de lo anterior, surge la interrogante sobre el rol que pudiesen tener los plasticos
sumergidos en el mar para la transmision de la piscirickettsiosis, ya que la formacion de
biopeliculas de P. salmonis sobre la superficie de éstos, podria favorecer la permanencia 'y
propagacion del agente. En respuesta a la problematica planteada, se realiza una
recopilacion sistematica de informacion de adhesion de P. salmonis, para la formulacion de
la metodologia de un estudio experimental in vitro de adhesion de la bacteria sobre distintos
polimeros sintéticos, y de este modo poder aportar informacion relevante del ciclo de

transmision de la enfermedad.



3. OBJETIVOS

Objetivo general

Recopilar sistematicamente informacion cientifica de la capacidad de adhesion o formacion
de biopelicula de Piscirickettsia salmonis, para elaborar una propuesta experimental de

adhesion in vitro sobre polimeros sintéticos.

Obijetivos especificos

e Realizar una revision actualizada de los antecedentes bibliograficos de adhesion de

P. salmonis.

e Realizar una revision actualizada de los antecedentes bibliograficos de los

polimeros sintéticos mas utilizados en los centros de cultivo.

e Formular una propuesta experimental in vitro de adhesion de P. salmonis sobre

polimeros sintéticos.
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4. MATERIALES Y METODOS

Busqueda de informacion técnica y cientifica para investigacion de adhesion de
Piscirickettsia salmonis sobre distintas superficies, especificamente polimeros

sintéticos.

Se realizd una busqueda bibliogréafica sistematica que considerd la recopilacién de
investigaciones de P. salmonis y su capacidad de adhesion y/o formacion de biopeliculas

sobre distintas superficies, principalmente polimeros sintéticos.
Palabras claves

En la busqueda de informacion se utilizaron las palabras: Piscirickettsia salmonis; adhesion
bacteriana; complejo de adhesion bacteriana; biopelicula; salmonicultura; polimeros
sinteticos; plasticos; microplasticos; ecosistema marino. Ademas, se utilizaron sus

respectivas traducciones al inglés segun correspondia.
Criterios de Exclusion
No se consideraron las siguientes publicaciones:

e Publicaciones de adhesion y/o formacion de biopeliculas de bacterias que no sean

del ambiente marino.

e Publicaciones de adhesion y/o formacion de biopeliculas de P. salmonis con mas
de 19 afos de antigliedad, ya que la primera publicacién respecto de este tema fue
el afio 2003.

e Publicaciones que incluyen “Rickettsia like” no asociadas verdaderamente a P.

salmonis.
Motores de basqueda cientifica

Los motores de busqueda y buscadores especializados fueron principalmente Google-
Schoolar, PubMed, Science Direct. También se considerd Catalogo Bello, buscador interno
de Memorias de Titulo czy libros académicos de la Universidad de Chile. Ademas, se
utilizaron documentos del tipo normativo y legislativo publicados en la pagina web del
Servicio Nacional de Pesca y Acuicultura (SERAPESCA) de Chile.
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Operadores de busqueda

Basado en la publicacion de Ponce et al. (2014), se utilizaron “operadores o parametros de
busqueda”, para especificar la busqueda de la o las palabras claves, y asi encontrar con

mayor facilidad y precision la informacion necesaria. Se destacan los siguientes:

e Operador doble comilla “ ”
Se utiliza cuando se desea buscar una palabra o frase exacta. reduce la cantidad de
resultados y nos devuelve solamente aquellos que se ajustan a la busqueda concreta que
deseamos realizar. No siempre es conveniente utilizarlo, ya que en algunos casos el
buscador puede no devolvernos resultados.

e Operador OR
Busca una 0 mas palabras claves a la vez

e Operador AND
Busca todas las palabras claves a la vez

e Operador + (inclusor)
Permite incluir una o mas palabras clave que por alguna razén no son consideradas por el
buscador como parte de sus resultados, como ocurre por ¢j., en el caso de las “StopWord”
(palabras de significado vacio que no son registradas por las arafias de los buscadores a la
hora de hacer una busqueda. Estan compuestas por articulos, pronombres y preposiciones).

e Operador - (exclusor)
Permite excluir una o mas palabras clave de los resultados de una busqueda.

e Operador filetype
Busca archivos con un formato determinado: pdf, ppt, doc, etc.

e Operador allintext
Busca paginas que contengan la palabra clave en su contenido.

e Operador ()

Permite combinar operadores.
Fuentes cientificas

Las principales fuentes de informacién fueron revistas cientificas especializadas en
microbiologia y/o acuicultura. Se destacan, Journal of Fish Diseases, J. of Aquatic Animals

Health, J. Fish Pathology, J. of Aquaculture, J. Research in Microbiology, J. Diseases of
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Aquatic Organism, entre otras. Los estudios de Memorias de Titulos provenientes de
Universidades reconocidas, entre ellas, Universidad de Chile, Universidad Austral,
Universidad de Concepcion, Universidad de Valparaiso, entre otras, segin su vinculacion
con la Medicina Veterinaria y/o Biologia Marina. Documentos nacionales del tipo
normativo, legislativo, sanitario, entre otros, de SERNAPESCA.

Organizacion de la informacion

Para el desarrollo de los objetivos se organizd la informacidn recopilada bajo tres
principales items: “formacion de CAP”, “formacion de biopelicula bacteriana” y
“superficies o sustratos de adhesion”. Ademas, a modo de resumen, para facilitar la toma
de decisiones al momento de elaborar la propuesta del modelo experimental de adhesion in
vitro, se realizd una tabla comparativa de las principales investigaciones vinculadas

utilizando los siguientes items:

e Cepa de estudio de P. salmonis

e Medio de cultivo inicial: celular o libre de célula
e Medio de Incubacion (Inoculo bacteriano)

e Sustratos de adhesion.

e Condiciones de incubacién

e Técnicas diagnosticas in vitro

e Técnicas diagnosticas en terreno

e Resultados
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5. RESULTADOS

El objetivo principal de esta investigacion fue recopilar informacion cientifica respecto del
comportamiento de adhesion de Piscirickettsia salmonis, material de alta prevalencia en el
ecosistema marino de salmones de produccion, para con ello fundamentar la metodologia
de la propuesta experimental que desencadena este estudio, cuyo propoésito es evidenciar si
existen diferencias del comportamiento de la bacteria frente a distintos plasticos y conocer
la implicancia epidemioldgica que esto pudiese tener en los centros de cultivo de salmones.

Antecedentes sobre la formacion del Complejo de Adhesion Piscirickettsial
(CAP)

Los trabajos de Larenas et al. (2003) evidenciaron experimentalmente mediante
microscopia electronica de barrido (MEB) un aparente mecanismo de adhesion de la cepa
LF-89 de P. salmonis, que fue denominado “Complejo de Adhesion Piscirickettsial (CAP)”,
el cual se caracterizo por ser una extension de la membrana externa bacteriana, formando
prolongaciones parecidas a pseudopodos, facilitando su union al corion de las ovas de
truchas para luego penetrarlas, tal como se observa en la figura 1, la cual muestra mediante
microscopia electronica de barrido el agregado bacteriano atacando la superficie de la ova.
Se demostré que la bacteria tarda aproximadamente un minuto en establecer el CAP e
ingresar a la ova. La estructura tiene una maxima longitud de 2,5 um, tendiendo a la forma
de “Panal de abeja”, observandose hasta el ultimo periodo de tiempo del experimento (60
min). Posteriores trabajos han postulado que esta formacion corresponde a un factor de
virulencia bacteriana, pudiendo participar tanto en la transmision vertical como en la
horizontal, debido a que el CAP pudiese ser un mecanismo que facilite la entrada del agente
al hospedero mediante la penetracién de la piel y branquias (Quinteros, 2005; Bravo, 2007,
Levipan et al. 2020).
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Figura 1. Piscirickettsia salmonis infectando a ovas de Oncorhynchus
mykiss, a los 30 minutos de exposicion experimental. Célula bacteriana
(Ps) se presenta unida a la superficie (S) de la ova por medio del complejo
de adhesion piscirickettsial (CAP). Microscopia electrénica de barrido
6700x (Larenas et al., 2003).

Quinteros (2007), basandose en los resultados de Larenas et al. (2003), realiz6 un estudio
comparativo de la cinética de formacién de CAP sobre ovas de trucha arcoiris, utilizando
dos cepas de P. salmonis de menor y mayor virulencia, LF-89 y SLGO-95 respectivamente.
Mediante MEB evidencié que la cepa SLGO-95 presentd un complejo de adhesion mas
prominente, sugiriendo esto como un factor de virulencia. Ademas, la autora sugiere que el
CAP podria corresponder a una biopelicula, que entregaria a la bacteria proteccion frente
ambientes adversos, resistencia a antibidticos y persistencia en el medio acuatico, pero que
debe confirmarse a través de otras técnicas. Por su parte, Bravo (2007), describié mediante
MEB la formacion de CAP de las mismas cepas antes mencionadas, sobre branquias y piel

de trucha arcoiris.

Larenas et al. (2019) demostraron experimentalmente mediante MEB que la bacteria se
adhiere a la superficie de la concha de Mytilus chilensis, especie bivalvo endémica de Chile
y ademas producida en la misma zona en donde estan los salmones. La metodologia se basé
en el estudio de Larenas et al. (2003), el cual consistié en incubar trozos de conchas de 0,5
cm? durante periodos de 1, 24 y 48 horas con una suspension bacteriana que incluia la cepa
LF-89 de P. salmonis mas MEM-4 en relacion 1:9 con un titulo bacteriano de 10°3
TCIDso/ml, a una temperatura de 15 °C. Ademaés, describieron que la bacteria tiene la

15



potencialidad de liberarse nuevamente al medio e infectar una monocapa celular de la linea
CHSE-214 produciendo el100 % del efecto citopatico (ECP) a los 14 dias; este fendbmeno
pudiese tener implicancias epidemioldgicas, ya que, como se menciond anteriormente, estos
moluscos portadores podrian servir como reservorios y/o vectores del agente (Larenas et
al., 2019).

Las figuras 2 y 3, muestran la adhesion de la bacteria a la concha de chorito mediante

material fibrilar y granular, a las 24 y 48 h. respectivamente (Larenas et al., 2019)

. L 10 pim

Figura 2. Concha de chorito incubada con P. salmonis durante 24 h.
Aglomeracion de bacterias de 0,5 a 1,5 pm de diametro, interconectados a
través de material fibrilar (F) en la superficie de una concha de chorito.
MEB. 8.000x (Larenas et al., 2019).
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Figura 3. Concha de chorito incubada con P. salmonis durante 48 h. Se
observa una agrupacion de bacterias, rodeadas de material fibrilar, granular
y estructuras que forman especies de tabiques. MEB. 10.000x (Larenas et

al., 2019).

En un estudio in vitro, en el marco del Programa para la gestion sanitaria en la Acuicultura,
sobre Vectores y Reservorios de P. salmonis, describieron la formacién de CAP sobre
Teflon (Figura 4) y concha de M. chilensis, utilizando la técnica MEB y micro-nalisis
elemental mediante energia dispersiva de rayos X, donde, ademas, caracterizaron la

estructura de adhesion sugiriendo que se compone principalmente de elementos como Fe,

Ni, K (Steven et al., 2018)

Figura 4. PTFE incubado con P. salmonis durante 48 h. Se observa diversos
ctmulos conglomerados que se corresponden al CAP, se muestran con
flechas color azul. 500x (D1) y 3000x (D2) (Steven et al., 2018).
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Antecedentes sobre la formacion de biopelicula bacteriana de Piscirickettsia

salmonis

Las biopeliculas estan presentes en distintas superficies expuestas a distintos ambientes, las
cuales corresponden a agregados celulares microbianos dispuestos en una matriz de
exopolisacaridos (EPS); tienen tasas de crecimiento reducido y regulacion génica especifica
para su formacion o desprendimiento (Donlan, 2002); pueden cambiar entre formas de vida
placténica (célula individual libre) y biopelicula. Las bacterias son células polarizadas con
muchas proteinas localizadas asimétricamente reguladas temporoespacialmente, la cual
responde a una dinamica que determina varios procesos fundamentales (Treuner y Sogaard,
2014).

La formacion de biopeliculas por parte de bacterias patégenas a menudo resulta en una
menor susceptibilidad a los tratamientos con antimicrobianos, y en el desarrollo de
infecciones cronicas; por lo tanto, la formacion de biopeliculas puede considerarse un factor

de virulencia importante (Landini et al., 2010).

Pueden formarse biopeliculas en una amplia variedad de superficies, incluidos tejidos vivos,
dispositivos médicos permanentes, sistemas de aguas industriales, potable o sistemas
acuaticos naturales. Estdn compuestas por agua, microorganismos y una matriz de EPS

compuesta principalmente de celulosa, proteinas, &cido nucleico y lipidos (Donlan, 2002).

La formacion de una biopelicula es un proceso de varios pasos, en donde estan involucrados
distintos genes; implica adhesion de bacterias a la superficie, formacién de microcolonias,
maduracion de estas colonias, crecimiento y desprendimiento de células que puedan
colonizar nuevos habitats, para ello debe haber una regulacion del ciclo celular, segregacion
cromosoOmica, diferenciacion y motilidad celular (Loeb y Neihof, 1975; Treuner y Sogaard,
2014).

En el ambiente submarino, lo primero que ocurre sobre una superficie expuesta, es la
formacion casi inmediata de una pelicula acondicionadora compuesta de materia organica
e inorganica proveniente del medio marino, con lo cual se favorece la posterior
colonizacién; las primeras evidencias fueron establecidas en 1975 por Loeb y Neihof,

quienes observaron la formacién de estas peliculas en superficies expuestas a agua de mar.
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Similar escenario se observa en la superficie del esmalte de los dientes en cavidades
bucales, entre otros (Donlan, 2002; Rummel et. al, 2017).

Recientemente se describio que la P. salmonis no utiliza el mecanismo Quorum Sensing
(QS), el cual es reconocido por ser un sistema de comunicacién presente en muchas

proteobacterias gramnegativas que forman biopeliculas (Levipan et al., 2021).

Existen diversas condiciones ambientales que influyen en la formacién de una biopelicula,
tales como factores nutricionales del medio, temperatura, osmolaridad, pH, fluctuacion de
hierro, concentracion de oxigeno, como también la resistencia a antibi6ticos, la
hidrodindmica del ambiente acuoso, entre otras. Las biopeliculas bacterianas son casi
omnipresentes en todos los habitats. Dentro de las biopeliculas, las bacterias tienen méas
altas tasas de transferencia de genes y mayor tolerancia a los antimicrobianos, lo que
conduce a un aumento en el numero de cepas virulentas (Donlan, 2002; Marshall et al.,
2012; Levipan et al., 2020).

Figura 5. Biopelicula de P. salmonis analizada por MEB. (a) P. salmonis
cultivada en MC1 (medio rico en nutrientes) durante 48 h., sin producir agregado
celular (2000x) (b y c) P. salmonis cultivada en MB (medio pobre en nutrientes)
durante 48 h; puede observarse agregacion celular (1000x y 3000x
respectivamente) (d) P. salmonis cultivada en MB durante 48 h, mostrando una
supuesta matriz de EPS (3000x) (Marshall et al., 2012).
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El primer estudio que describe la formacion in vitro de biopelicula por P. salmonis fue en
el afio 2012 por Marshall et al., quienes en condiciones de laboratorio cultivaron la cepa
LF-89 y la expusieron a condiciones ambientales estresantes (medio de cultivo con altos
niveles de sal y bajos niveles de nutrientes, y una temperatura de 23 °C) por 96 horas. Para
la visualizacion de los agregados celulares utilizaron microscopia de fluorescencia y MEB.

Tal como se muestra en la Figura 5, una imagen obtenida mediante MEB, la bacteria
expuesta al medio pobre en nutrientes durante 48 h., forma agregado celular. Ademas,
realizaron una prueba con celulasa, exponiendo el agregado celular formado sobre un
cubreobjetos durante 48 horas a la enzima, teniendo como resultado la desagregacion
celular, con lo cual se concluye que hay presente una matriz de polisacaridos,
principalmente celulosa, elementos comunes en las biopeliculas; esta reaccion puede
favorecer la colonizacion e invasion de nuevos sustratos. Se considerd la formacion de
biopelicula como un modo estratégico para persistir y sobrevivir en el medio marino.
Ademas, demostraron la induccion de los genes mazEF del sistema toxina/antitoxina en

etapas tempranas de la formacion de biopelicula (Marshall et al., 2012).

Albornoz et al. (2017) evidenciaron mediante tincion cristal violeta (CV) la formacion de
biopelicula por la cepa AUSTRAL-005 de P. salmonis a las 144 horas de incubacion a 18
°C en pocillos de microtitulacion; sugieren, ademas, que existe una correlacion potencial
entre la produccion de biopeliculas y el gen cheA descrito como clave en la modulacion al
inicio de la quimiotaxis bacteriana y la formacion de biopeliculas. La quimiotaxis
corresponde al fendmeno por el cual se genera el movimiento celular, o bacteriano en este
caso, en respuesta a un gradiente de concentracion quimica, captado por quimiorreceptores
gue monitorean los cambios de las condiciones ambientales. A su vez, la quimiotaxis ayuda
en la adhesion y el crecimiento bacteriano, pudiendo ser requisito previo para la
supervivencia, el metabolismo y las interacciones bacterianas dentro de nichos ecoldgicos
(Lauffenburger, 1991).

En otro estudio experimental in vitro, realizado por Levipan et al. (2020), describen la
formacion de biopeliculas maduras por las cepas Psal-103 (LF-89 like) y Psal-104 (EM-90
like), incubadas a 18 °C, durante 288 horas (12 dias). Primeramente, se evidencio la

formacion de agregados celulares sobre placas de Petri por ambas cepas, tefiidos con CV'y
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visualizado mediante microscopia Optica. El agregado celular formado en la placa fue
utilizado como in6culo bacteriano proveniente de biopelicula, para ser contrastado con el
indculo de origen plancténico (bacteria cultivada en medio liquido), cuya comparacion se
observo mediante el andlisis de la respuesta citotoxica de la linea celular SHK-1, cultivada
con ambos in6culos en microplacas de 24 pocillos; no se evidenci6 diferencia significativa
del efecto citopatico segun sea el origen del indculo bacteriano. También evaluaron el efecto
de la calidad nutritiva del medio de incubacion sobre el desarrollo de biopelicula mediante
la visualizacion de la fluorescencia bacteriana, utilizando un “kit” de viabilidad bacteriana;
cultivaron ambas cepas en placas de microtitulacion de 96 pocillos utilizando un medio rico
en nutrientes y otro pobre en nutrientes (agua de mar), bajo las mismas condiciones
descritas anteriormente. Observaron un alto indice especifico de formacion de biopelicula
relacionado con el mayor contenido nutricional en suspension del medio, es decir, a mayor
contenido nutricional, mayor formacion de biopelicula. Por otra parte, tal como se muestra
en la Figura 6, mediante inmunofluorescencia utilizando un kit de viabilidad, se evalué el
efecto del mucus de la piel de salmon (secrecion natural del hospedador que representa la
respuesta inmune innata frente a patdgenos) sobre biopeliculas maduras, cuyos resultados
mostraron diferencias en la tolerancia bacteriana a la secrecion, siendo la cepa EM-90 like
aparentemente mas tolerante al mucus, junto con presentar un menor tiempo de retraso en
la formacion de la biopelicula. Se entiende como biopelicula madura, cuando se evidencian
niveles maximos y comparables de la sefial de fluorescencia emitida por bacterias vivas,

con fluctuaciones estrechas en la viabilidad celular (Levipan et al., 2020).
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Figura 6. Efecto de la mucosidad de la piel del salmon en las biopeliculas de P.
salmonis. (A) Imagenes automatizadas de biopeliculas formadas en agua de mar en
microplacas de 96 pocillos. Todos los pocillos se tifieron con el kit de viabilidad
bacteriana LIVE/DEAD. Todas las imagenes fueron capturadas de pocillos
independientes y son representativas de tres experimentos independientes. (A 'y B)
Proporciones de fluorescencia de bacterias vivas a muertas en biopeliculas
expuestas al moco de la piel del salmén formadas por P. salmonis (B) Psal-103 y
(C) Psal-104. Los diagramas de caja muestran las medianas de los conjuntos de
datos (x), los cuartiles superior/inferior (cajas), los rangos de valores (lineas
verticales) y los valores extremos (circulos). Los datos se recogieron de tres
experimentos independientes. Especificamente, las diferencias estadisticamente
significativas (P < 0.05) entre las biopeliculas libres de moco y expuestas al moco
se indican mediante asteriscos y corchetes basados en la prueba de Tukey para

combinaciones de tratamientos (Levipan et al., 2020).
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En consideracion a lo descrito en el parrafo anterior, Levipan et al. (2020) discuten la
aseveracion de Marshall et al. (2012), respecto de la descripcion del caldo marino como
“medio pobre nutricionalmente”, ya que de ¢l se han aislado varias bacterias heterotrofas,
sumado a que utiliz6 una temperatura de 23 °C para cultivar el in6culo, siendo ésta al menos
5 °C mayor a la temperatura ideal de cultivo para Piscirickettsia salmonis (15-18 °C), por
ende discuten que el “estrés nutricional” mencionado como un factor determinante, podria

estar sesgado por el estrés ocasionado por la alta temperatura.

Zufiga et al. (2020) realizaron un estudio, cuyo objetivo principal fue analizar la bateria de
genes asociados a la formacion de biopeliculas en distintas condiciones de cultivo y la
adaptabilidad de éstas al medio. Utilizaron la técnica de cuantificacion de biopeliculas con
el método de tincion CV en placas de microtitulacion. Para ello estudiaron el
comportamiento de las cepas LF-89, IBM-34 (EM-90 like) e IBM-40 (LF-89 like),
cultivadas en medio libre de células (CASO) y en medio solido (TSA), incubadas por 3 dias
(72 horas) a 18 °C en microplacas de cultivo de 96 pocillos, utilizando indculos del primer
y tercer pasaje. Este estudio reveld la formacion de biopeliculas por las tres cepas
estudiadas, evidenciando mayor produccion de ésta (descrito como mejor adaptabilidad al
medio) en relacion con el mayor nimero de pasajes o tiempo de replicacion bacteriana, es
decir, la biopelicula del inéculo del tercer pasaje fue mas consistente, en cuanto al tamafio,
versus la del segundo pasaje para las tres cepas en estudio; sin embargo, los resultados
comparativos entre los dos medios, reveld que la cepa EM-90 like formd mas biopelicula
cuando era cultivada en medio libre de células. Se revelo la existencia de genes descritos
que tienen funciones metabolicas, principalmente los genes mazE-mazF, y que a su vez
desemperfian un papel relevante en la formacidn de biopelicula, descritos anteriormente por
Marshall et al. (2012). Ademas, sugieren que existe otro gen expresado (gen gnA),
implicado posiblemente en la inhibicion del proceso de patogénesis de P. salmonis, lo que,
a su vez, se relaciona con el uso de glutamina como elemento esencial para la formacién de

biopelicula.

Santibafiez et al. (2020) analizaron la formacion de biopeliculas de LF-89, LF-89 like y
EM-90 like bajo distintas concentraciones de cloruro de sodio (7.1, 24.6, y 32.1 g/L) y

hierro (0.01, 0.08, y 0.16 mM), cultivadas en microplacas de cultivo de 96 pocillos
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incubadas a 18 °C sin agitacion por 8 dias. La cuantificacion de la biopelicula se realiz6
mediante el método de tincion con CV alos 0, 2, 4 y 8 dias post incubacion, utilizando un
microscopio invertido (aumento 100x) para la visualizacién, y cuantificado mediante la
medicion de la absorbancia de la tincion. Describieron que a mayor concentracion de
nutrientes aumenta significativamente la produccién de biopelicula en la cepa LF-89 y EM-
90 like. Respecto del anélisis de virulencia y patron génico en este estudio, los autores
sugieren que no existe un Gnico patron de virulencia o perfil de expresion génica asociado
a la condicion plancténica (vida libre) o sésil (adherida) de P. salmonis, los cuales
dependerian de cada cepa y condicion bacteriana.

AUn no esta claro el origen de la bacteria en los brotes de piscirickettsiosis, ni cuales son
los reservorios de ésta, sin embargo, se cree que la liberacion de microorganismos
patogenos desde biopeliculas de diversas superficies podria jugar un rol importante en la
aparicion de brotes de piscirickettsiosis en centros de cultivo de salmones, particularmente
en asociacion con la presencia de lesiones en la piel. Esto contribuye a la persistencia y
diseminacion del agente en el medio marino, pudiendo eventualmente mantenerse como
agente endémico en un centro cultivo, o incluso trasladarse a nuevas zonas geograficas, ya
que la posible presencia de biopeliculas sobre superficies plasticas flotantes u otras,

facilitarian la dispersién (Marshall et al., 2012; Levipan et al., 2020).

Antecedentes de superficies abidticas de adhesion potenciales para P. salmonis

disponibles en los centros de cultivo

Para fines de este estudio, se utiliza el concepto “superficie de adhesion” para referirse a
cualquier material que evidencie adhesion y/o formacién de biopelicula de

microorganismos; se utiliza como sinénimo sustrato de adhesion.

Las distintas superficies tienen varias caracteristicas fisico-quimicas que diferencian el
proceso de fijacion, ya sea en la velocidad y/o en la extension del agregado celular. Se
observo que la extensiéon de la colonizacion microbiana parece aumentar a medida que
aumenta la rugosidad de la superficie. Se ha observado que los microorganismos generan
adherencias mas fuertes y estables sobre superficies hidrofébicas, como lo son los
polimeros sintéticos, entre los cuales uno de los que tienen mayor indice de hidrofobicidad

es el polietileno (PE), ampliamente utilizado (Bendinger et al., 1993; Zhao et al, 2020),
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esto debido a lo siguiente: “aparentemente ocurre algun tipo de interaccion hidrofobica
entre la superficie celular y el sustrato que permitiria a la célula superar las fuerzas
repulsivas activas dentro de una cierta distancia entre las superficies, permitiendo la

adherencia irreversible” (Donlan, 2002).

En el ecosistema marino hay distintos materiales que representan potenciales superficies de
adhesion, de distinta naturaleza, ya sean organismos vivos o no. Especificamente para P.
salmonis, como se detalld en el apartado anterior, se han descrito superficies bidticas (ova,
piel y branquias de trucha arcoiris, concha de chorito) y abioticas (vidrio, y plastico). La
busqueda de informacion de la presente revision respecto de este tema se ha enfocado en

polimeros sintéticos.

Polimeros sintéticos en el mar

La presencia de polimeros sintéticos en el ecosistema marino esta sujeta a diversas fuentes
de origen, entre las que se destacan: la industria de la pesca y acuicultura, embarcaciones

marinas, como también basura plastica de origen antrépico.

Los sistemas de cultivo para la salmonicultura en agua de mar que se utilizan actualmente
en la industria son las balsas jaulas (circulares y cuadradas), estructuras semirrigidas con
boyantes y estabilidad propia, ancladas al fondo marino en el lugar de operacion mediante
el denominado “sistema de fondeo”, las cuales estan fabricadas principalmente de
polimeros sintéticos y acero galvanizado. Cuentan con un sistema de redes peceras, loberas
y pajareras, las cuales impiden el ingreso de otras especies marinas a la zona de cultivo;
pasillos de transito para operarios, entre otros. Los plasticos mas utilizados en dichas
estructuras son: polietileno de alta densidad (HDPE), policloruro de vinilo (PVC) y
polietileno rotomoldeado (PE); las redes se componen principalmente de poliamida o nylon
(PA) y polipropileno (PP) (Olivares, 2009). Por otra parte, los sistemas de cultivo
compuestos por balsas jaulas inmersos en mar abierto, presentan un potencial riesgo en la
transferencia de enfermedades, debido a que no existe ninguna barrera impermeable entre
el cultivo y el ambiente acuatico, pudiendo diseminar patdgenos facilmente entre las

especies en cultivo y las especies silvestres, y viceversa (Campalans, 2011).
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Aparentemente existe mayor acumulacion de basura plastica vinculada a la actividad
economica desarrollada en el mar, es decir, la pesca y acuicultura. En general, el aumento
de la actividad econdmica repercute sensiblemente en el mar chileno, ya que, al ser un pais
exportador de materias primas, el transporte maritimo es esencial para el mercado (Rovira,
2006). Se estima que anualmente ingresan alrededor de 8 toneladas de plésticos al océano
(Erni-Cassola et al., 2019).

La palabra pléstico es un término genérico para referirse a los polimeros sintéticos;
quimicamente son macromoléculas que contienen una cadena principal hidrocarbonada, la
cual se caracteriza por tener unidades (monémeros) que se repiten a lo largo cadena, como
resultado de una reaccion de polimerizacion. Si la cadena esta compuesta por idénticos
monomeros, hablamos de homopolimero, sin embargo, si hay una o0 méas unidades distintas,
nos referimos a copolimero. Existen diversos polimeros segln distintos aditivos que se unen

a la cadena principal, los cuales confieren diferentes propiedades (Lopez, 2005).

Las reacciones de polimerizacion pueden ser por condensacion (en etapas), o por adicion
(en cadena). La primera corresponde a una reaccion entre dos grupos funcionales
generalmente de distinta naturaleza, en donde se libera o elimina una molécula, por ejemplo,
de agua (ej. poliamidas, poliésteres, policarbonato y poliuretano). La polimerizacion por
adicion corresponde a una reaccion que sucede en presencia de “sustancias iniciadoras”, las
cuales pueden ser radicales libres o iones; genera la adicién continua de un monoémero a
una cadena en crecimiento que contiene un extremo activado. La configuracion espacial de
los polimeros tiene repercusion directa en sus propiedades, asi, muchas propiedades fisicas
dependen fundamentalmente de la conformacion (disposiciones relacionadas con la
rotacion en torno a enlaces sencillos) y la configuracion (disposiciones relacionadas con el
enlace quimico de un dtomo dado), ya que ambas afectan la proximidad que una cadena
puede tener con respecto a otra (Lépez, 2005). Se clasifican en tres grupos en funcion de su

comportamiento mecanico y térmico: termoplasticos, termoestables y elastdmeros.

Los termoplasticos se componen de largas cadenas de mondmeros con enlaces covalentes
principalmente, unidas entre si mediante enlaces secundarios débiles; tipicamente se
comportan de una manera plastica y elastica. Al ser calentados a temperaturas elevadas,

estos polimeros se ablandan y se conforman por flujo viscoso, y al enfriarse se endurecen
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adaptando nuevas formas, pudiendo repetir este proceso varias veces sin generar cambios

en significativos en las propiedades del material (Neri del Castillo, 2013).

Existen termoplasticos amorfos y semicristalinos, los cuales difieren segun la organizacion
y regularidad de la estructura, y tacticidad o arreglo estereoquimico (forma en la que se
unen los &tomos de la cadena principal polimérica), formando regiones amorfas (enlaces
débiles) y cristalinas (enlaces fuertes), lo cual influye fuertemente en la expresion fisica del
material, ya sea, en su rigidez, elasticidad y/o cristalinidad, es decir, varian las propiedades
mecénicas (Neri del Castillo, 2013).

Las propiedades mecanicas (resistencia, rigidez y ductilidad), describen la forma en que el
material responde a una fuerza aplicada, ya sea por un impacto Unico, un roce constante
(fatiga o desgaste) o temperaturas elevadas; dicha respuesta ocurre seguin sea el movimiento
de las cadenas de polimeros entre si bajo la carga, ocurriendo las deformaciones elasticas
(reversibles) y plasticas (irreversibles). Es posible que mediante la deformacién provocada
por fuerzas a lo largo del tiempo se creen microcavidades, las cuales pueden dar origen a
grietas y fracturas en el material. Tal como se muestra en la Figura 7, al aplicarse una carga
de tension sobre la superficie del material, se alargan y desenredan las cadenas de enlace
(regiones amorfas) que existen entre laminillas cristalinas (regiones cristalinas) dando
origen a “huecos” o espacios entre laminillas, que conforme la fuerza aplicada se haga
continua, las fibrillas se alargan y reducen su didmetro hasta que fallan, creando una

verdadera grieta lo que origina el fallo o fractura del material (Neri del Castillo, 2013).
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Figura 7. Efecto de microcavidades en polimeros. (a) Microcavidades
en un polimero semicristalino. (b) Al aplicarse un esfuerzo externo, las
cadenas de enlace entre laminillas de monomeros adyacentes se alargan
y se desenredan. (c) Al perdurar la deformacion puede crearse un hueco
provocando una grieta y falla del polimero (Neri del Castillo, 2013).

Segun las propiedades térmicas de los termopléasticos, se describen tres puntos de quiebre
en los cuales cambia la estructura y comportamiento del material, ya sea, el estado sélido
cristalino, vitreo y sélido amorfo o liquido, segun corresponda. EI cambio esta determinado

por la temperatura a la cual son expuestos (Neri del Castillo, 2013):

e Temperatura de transicion vitrea (Tg) la cual corresponde temperatura a la que
el polimero se ablanda debido a la aparicion de movimiento molecular coordinado

de largo alcance, ubicando la materia entre el estado de fundido y el estado rigido.

e Temperatura de fusion (Tm), la cual corresponde a la temperatura en la cual la

materia esta en estado solido.

e Temperatura de degradacion (Td), en donde los enlaces covalentes entre los
atomos de la cadena pueden destruirse y el polimero puede quemarse o

carbonizarse.
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Los termoplastico mas conocidos son el polietileno (PE), poliestireno (PS), polipropileno
(PP), polibutileno, policloruro de vinilo (PVC), politereftalato de etileno (PET), teflon
(PTFE), Nylon o poliamida (PA).

Uno de los plasticos méas usados es el polietileno (PE), el cual se produce a partir del etileno,
gas derivado del petréleo. Corresponde a un solido parcialmente cristalino, un tanto
flexible, posee una cadena larga de atomos de carbono con dos 4&tomos de hidrogeno unidos
a cada carbono. Las propiedades del material son: densidad 0,962 — 0,968 g/cm?®; punto de
fusion 128 - 135 °C; estabilidad térmica (-50 a 80 °C); tiene alta propiedad hidrofébica
(Neri del Castillo, 2013; Shiye et al, 2020). Sialguno de los &tomos de carbono de la cadena
de hidrocarburos tiene ramificaciones de cadenas de polietileno en vez de un atomo de
hidrogeno, se habla de polietileno de baja densidad (LDPE), y si no se tiene ramificaciones
de cadenas, se denomina polietileno lineal o de alta densidad (HDPE); la diferencia de sus
propiedades y aplicaciones esta dada por el grado de cristalinidad que cada uno puede
alcanzar. EI HDPE es un material opaco, cristalino, impermeable, con alta resistencia
térmica y quimica, densidad entre 0,941 y 0,965 g/cm?, tiene alta resistencia al impacto y a
formacion de fisuras por esfuerzos ambientales, presentando una elevada rigidez (dureza
65 shore D); los principales usos son tuberias, recipientes, enseres domésticos, aislamiento
para cables, juguetes y diversas estructuras rigidas. EI LDPE tiene una baja cristalinidad, es
mas flexible; sus principales aplicaciones son en la fabricacion de bolsas, tuberias y

recubrimiento para cables (Lopez, 2005; Neri del Castillo, 2013).

El polipropileno (PP) resulta de la polimerizacion de mondmeros de propileno, muy
estereorregular; tiene propiedades mecanicas similares al HDPE, se utiliza para la
fabricacion de tuberias, fibras para cuerdas (de arrastre, mallas, entre otras), articulos

textiles, y peliculas para empaque de alimento (Lépez, 2005).

El tereftalato de etileno (PET) es un poliéster aromatico, derivado del petréleo. Inicialmente
se patentd en la industria textil, pero hoy en dia su principal uso es para el embotellado de
bebidas carbonatadas. Tiene excelentes propiedades mecanicas, buena resistencia a grasas
y aceites; presenta degradacion por exposicion a radiacion UV; alta rigidez y dureza; baja
tendencia a la deformacion; baja resistencia al impacto; alto nivel de cristalinidad; punto de
fusion 255 - 265 °C; temperatura de transicién vitrea (Tg) 67 - 80 °C. EI PET es uno de los
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termoplasticos con mayor facilidad para ser reciclado y reinsertado en la linea productiva
de plésticos para diferentes usos, en donde es muy usual la mezcla polimérica con el fin de

mejorar propiedades mecanicas (Neri del Castillo, 2013).

El poliestireno (PS), es formado mediante la reaccion del estireno con radicales libres;
existen distintos materiales segun aditivos utilizados en la polimerizacion, entre los cuales
estan PS cristal (material rigido, transparente y quebradizo; ej.: cucharillas y vasos
desechables), PS de alto impacto (alta resistencia mecanica y térmica; ej.: bandejas,
cubiertas de notebook), PS expandido o EPS (en Chile conocido como plumavit; ej.:
rellenos, embalaje), PS extruido (similar al EPS pero mas rigido), y PS butadieno estireno
0 SBS (corresponde a un elastomero termoplastico; ejemplo: caucho para neumaticos,
zapatos) (Lopez, 2005). Las propiedades mecanicas varian dependiendo del tipo de
poliestireno. ElI EPS es un polimero muy dificil de reciclar, por lo que su acumulacion
terrestre y maritima es altisima, presentando un peligro potencial para las especies marinas,

ya que lo confunden con alimento e ingieren.

El cloruro de polivinilo (PVC) es similar al PE, con la diferencia de que cada dos a&tomos
de carbono, uno de los atomos de hidrogeno es reemplazado por un dtomo de cloro. Se
considera un plastico muy versatil, ya que puede sintetizarse mediante distintas reacciones
de polimerizacion utilizando distintos aditivos con lo cual se obtienen distintas propiedades.
Presenta caracteristicas de impermeabilidad y de alta resistencia al fuego (es soldable). Sus
principales usos son en la confeccion de tuberias de agua. Otras propiedades: densidad 1,30
— 1,58 g/cm?®, temperatura de transicion vitrea 60 - 70 °C, dureza 85 shore D (Braun, 2001;
Plastigen, 2022).

La poliamida o Nylon (PA) se producen por reacciones de condensacion entre una diamina
y un acido dibasico. Es un polimero cristalino, el cual tiene buenas propiedades de
deslizamiento, por lo que se utiliza en estructuras como poleas, engranajes, guia de
desgastes, ruedas, entre otros; tiene alta resistencia al impacto, tenacidad y resistencia a la
fractura; tiene algunas desventajas tales como absorcion de agua, rugosidad superficial,
contaminacion bacteriana, deformacion, entre otros. Otras propiedades son: densidad 1,14
g/cm?®, dureza 73 -78 shore D (Vojdani y Gitti, 2015; Plastigen, 2022).
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El Politetrafluoretileno o Teflon (PTFE) es un fluoropolimero conocido por su alta
resistencia a practicamente todos los ambientes quimicos. Se polimeriza a partir del
mondémero tetrafluoroetileno. Es un compuesto de alto peso molecular y presenta una
estructura semicristalina. Entre sus propiedades estan alta conductividad y resistencia
térmica, alta resistencia mecanica, hidrofobicidad, no es inflamable; densidad 2,18 g/cm?,
dureza 51 shore D. La inerciay la baja energia superficial del PTFE restringen la adherencia
de otras moléculas sobre su superficie, dificultando la formacion de biopeliculas, por lo que
es el polimero méas conocido que se utiliza en condiciones de altos estandares de higiene,
ya sean en la industria alimentaria, como la industria de la salud, entre otras; ademas cuenta
con la aprobacion de la Organizacion Internacional “Food and Drugs Administration” que
garantiza su uso en alimentacion. Es por lo anterior que se utiliza como material
antiadherente, ampliamente cotizado en medicina para la fabricacion de implantes, stent, e

instrumentacion biomédica (Dhanumalayan y Girish, 2018; Plastigen, 2022).

Si bien los termoplasticos son los mas comunes, estan también los polimeros termoestables,
compuestos por largas cadenas de moléculas de hidrocarburos, con fuertes enlaces cruzados
entre las cadenas para formar estructuras de redes tridimensionales. Estos polimeros
generalmente son mas resistentes, aunque mas fragiles que los termoplasticos; los
termoestables no tienen una temperatura de fusion fija y es dificil reprocesarlos una vez

ocurrida la formacién de enlaces cruzados (Neri del Castillo, 2013).

Finalmente estan los polimeros elastomeros, los cuales tienen una estructura intermedia, en
la cual se permite que ocurra una ligera formacion de enlaces cruzados entre las cadenas.
Se caracterizan por tener la capacidad de deformarse elasticamente en grandes cantidades

sin cambiar de forma permanentemente (Neri del Castillo, 2013).

La distribucion de los plasticos sumergidos en el ecosistema marino esta fuertemente
influenciada por las caracteristicas fisico-quimicas del material (densidad, dureza, etc.), ya
que el efecto del roce constante genera la erosion de este, produciendo la fragmentacion en
en particulas més pequefias, las cuales son conocidas como “microplasticos”; van desde 1
nm a 5 mm (Kershaw, 2015; Rummel et al.,, 2017). La mayor concentracion de
microplasticos se encuentra en el sedimento marino, alcanzando 104 particulas por m?2,

versus las columnas de agua 0,1 - 1 particulas por m3. Los polimeros mas abundantes y de
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menor densidad son polipropileno y polietileno, los cuales se encuentran principalmente en
la superficie; el poliéster, poliamida y acrilicos (grupo “PP&A”), al tener mayor densidad,
se ubican principalmente en aguas profundas. Sin embargo, los polimeros de baja densidad
al contaminarse bioldgicamente pueden llegar a hundirse debido al aumento en la densidad
(Erni-Cassola et al., 2019)

En consecuencia, el plastico, al permanecer en el medio marino, ya sea acumulado en el
fondo marino, en las corrientes de agua o en la superficie, propicia una buena superficie de
adhesion para el desarrollo de biopeliculas, favoreciendo la permanencia y diseminacion de
patdgenos en el ecosistema marino. La primera vez que se documentd la presencia de
microorganismos en plasticos hallados en el mar fue en el afio 1972, cuando se detectaron
diatomeas y bacterias grammnegativas en plasticos en el Mar de los Sargazos (Zettler et al.,
2013; Levipan et al., 2020). A su vez, también son escenarios propicios para la colonizacion
de organismos pluricelulares (moluscos, algas, entre otras), los cuales dan origen a la
“plastisfera”, término acufiado en el afo 2015, que hace referencia a un arrecife microbiano
artificial; similar es lo que ocurre con la formacion de fouling tanto en centros de cultivo,
embarcaciones, etc. La plastisfera puede trasladarse de una zona geografica a otra mediante
el arrastre por corrientes de agua, segun condiciones, actuando posiblemente como fomite
para microorganismos patdgenos, o posible introduccién de especies invasoras, lo cual
puede generar impactos ecoldgicos y sanitarios en distintos lugares (Zettler et al., 2013; De
Tender et al., 2015).

En diversos estudios, con bacterias marinas, se describe que no existen diferencias
significativas en la manifestacion de la biopelicula entre acero inoxidable, PVC, y PE a los
167 dias; sin embargo, otros experimentos detectan lo contrario, es decir, un mayor nimero
de bacterias en PE y PVC. Aungue en muchas publicaciones han demostrado que los
microorganismos se adhieren mas rapidamente a las superficies no polares (plasticos) que
a las superficies hidrofilicas (acero inoxidable), es dificil sacar conclusiones anticipadas
respecto de la influencia de las propiedades de los materiales para la formacion de
biopelicula, sobre todo en situacion de campo, ya que hay diversas variables ambientales
que participan. Incluso en experimentos in vitro, las propiedades fisicoquimicas difieren

entre los tipos de polimeros con diferentes subunidades de mondmeros y co-polimeros, que
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se diferencian por grupos funcionales y aditivos, ampliando ain més la gama de

propiedades del material (Rummel et al., 2017).

Andlisis de antecedentes para elaboracién de propuesta experimental de

adhesion in vitro.

A modo de sintesis, se organizo la informacién recopilada en la Tabla 1, la cual permite
comparar los principales antecedentes de los estudios de adhesion de P. salmonis,
publicados a la fecha que comprenden el objetivo principal de esta recopilacion, y asi
facilitar la toma de decisiones al momento de determinar la metodologia de la propuesta

experimental.

De acuerdo con la Tabla 1, la cepa de P. salmonis mas estudiada es la de referencia, LF-89,
sin embargo, se han utilizado cepas del genogrupo EM-90 like en las Gltimas publicaciones,
demostrando algunas diferencias en la magnitud de la expresion de la biopelicula,
sugiriendo que EM-90 like es un grupo aparentemente méas patogénico. Junto a lo anterior,
al ser dicha cepa maés prevalente en salmon del Atlantico (Saavedra et al., 2017), principal
especie producida en Chile, se considera un buen objeto de estudio para la propuesta

experimental.

En los estudios recopilados, los tiempos de incubacion utilizados para obtener biopeliculas
in vitro van desde los dos dias hasta los 12 (+2) dias (Larenas et al., 2003; Marshall et al,
2012; Larenas et al., 2019; Levipan et al, 2020; Zudiga et al., 2020; Santibafiez et al., 2020).
Se determin0 para la propuesta experimental utilizar tiempos 24 horas, 6 y 12 dias, y asi

poder tener la posibilidad de comparar resultados con otros estudios similares.

Los sustratos de adhesion abidticos sobre las cuales se han descrito la formacion de
biopeliculas por P. salmonis comprenden vidrio (portaobjeto y placa Petri) (Marshall et al,

2012) y pléstico del fondo de microplacas (Zufiga et al., 2020; Santibafiez et al., 2020).
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Tabla 1. Andlisis comparativo de estudios cientificos que evidencian adhesion y/o
formacion de biopelicula de Piscirickettsia salmonis publicados entre los afios 2003 y 2020.

. Medio de Medio, T° y T' de |[Medio, T° y T' de| Sustrato(s Técnica(s P
ity S crecimiento incub: desyafio 1 ineub.g desyafio 2 | de adhesi(ﬁzl Diagnéstic(a}(s) B e e
Larenas ef LF-89 |CHSE-214, sin |Suspension Ovas MEB Tarda 1 minuto en establecer
al., 2003 ATB, seglin bacteriana 1032 CAP sobre ova de trucha
descrito por TCID50 ml-1) -
Fryer et al., 1990J30", 45", 1', 5', 10",
30'y 60'/15 °C
Quinteros, LF-89y [CHSE-214, sin |Suspension Ovas MEB SLGO-95 presento un CAP
2005 SLGO-95 (ATB, segan bacteriana mis prominente, posible
descrito por ) factor de virulencia
Fryer et al., 1990
Bravo, 2007, LF-89y Branquias y |MEB Forman CAP_sobre branquia
SLGO-95 ) piel y piel
Marshall et Placa de agar Medio rico (MC1) |Medio pobre Cubreobjeto |Microscopia de |Agregado celular con MB.
al., 2012 sangre con 0,1% |+ LF-89. (MB), altos para Inmuno- |fluorescencia/ |Celulasa (+) : Biopelicula
LF-89 |L-cisteina y 1% niveles de sal y  |flurescencia. |MEB/ Genes mazE-F involucrados
glucosa a 23°C |48 horas a 23 °C  |bajos niveles de  |N.A. para Microscopio en la formacion de biopelicula
nutrientes + LF- |MEB confocal /
(Modificado por 89. sedimento  |Celulasa
Mauel et al., centrifuga-
2008 48 horas a 23 °C  |ci6én
Steven et CHSE-214, sin  |Susp. bacteriana HDPE, PVC, [MEB y CAP sobre PTFE y concha
al., 2018 ATB 1052 TCIDsy/ml PA, PTFE, |microanilisis Composicion CAP: Fe, Ni, K
LF-89 en MEM-4. Concha de elemental
1,24,48 h/ 15°C Mvtilus
chilensis
Larenas et LF-89 [CHSE-214, sin |Susp. bacteriana Concha de M. MEB, ECP en Forma CAP_sobre concha;
al., 2019 ATB, segin 1033 TCIDso/ml chilensis CHSE-214 ECP (+)
descrito por en MEM-4. 1, 24, )
Fryer et al., 1990}48 h /15 °C.
Levipan et Ambas cepas en [Medio liquido Medio liquido Placa de Tincion Cristal |Forman biopelicula madura
al., 2020 Psal-103 |caldo AUSTRAL- SRS |pobre en Petri (vidrio), [Violeta (CV) +  |vidrio y plastico; ECP (+)
(LF-89 AUSTI?AL_SRS (rico en nutrientes) [nutrientes 288 h  (Fondo de microscopia indculo planctonico y
like) y al8"C. 288 h (12 dias)/ 18 (12 dias)/ 18°C  [placa de optica. ECP en  |biopelicula. Medio nutritivo >
Psal-104 °C microtitula- |SHK-1. volumen biofilm. EM-90 like
(EM-90 cidn Fluorescencia: mas resistente al mucus y
like) (plastico) mucus y nivel menor tiempo de retraso en
nutritivo medio  |formacién biop.
Zuiiga et LF-89, |SHK-1, Medio |Medio liquido Medio sdlido, agar|Fondo de Cuantificacion  |Forman biopelicula madura,
al., 2020 IBM-034 (L-15 Leibovitz a [(CASO) + TBS + [triptico de soja Placa de Ccv Adaptabilidad al medio: a >
(EM-90 |20°C. NaCl + (TSA) + NaCl + |microtitula- |(Christensen, n° pasaje > produccion
like) e 10%Lcisteina +  |Lcisteina al 10%, |cién 1985) biopelicula. Genes mazE-
IBM-040 10%SFB + FeCl3, |glucosa al 20%, mazF involucrados en la
(LF-89 18 °C por 3-10ds |SFB, FeClI3, a 18 formacion de biofilm
like) °C por 7-20 dias
Santibafiez | LF-89, # concentraciones nutrientes Fondo de Cuantificacién  |A> [nutrientes] > produccion
et al., 2020 |LF-89 like, NaCl (7.1,24.6,y32.1 g/L) y Placa de cv de biopelicula_en la cepa LF-
EM-90 Citrato férrico (0.01,0.08,y 0.16  |microtitula- 89 y EM-90 Jike. Virulencia o
like mM), 192 h (8 ds) 18 °C. Suspension |cién 0,2,4,8ds :l'l’l':;‘;& rgi;'l“f:em condicidn
bact. 1,5x10° bacteriana planctonica 6 sésil)

Las infraestructuras de los centros de cultivo de salmones estan fabricadas principalmente
con acero galvanizado y polimeros sintéticos, entre los cuales destaca respecto al uso el
polietileno de alta densidad (HDPE) y poliamida o nylon (PA) (Olivares, 2009). Por otra

parte, existe una gran concentracién de residuos plasticos en el mar, los cuales generan un
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impacto negativo para el ecosistema marino; en la superficie marina los plasticos mas
encontrados son polietileno y polipropileno (PP), y a medida que se vuelve mas profundo,
aumenta el poliéster, poliamida y acrilicos, dando origen, tanto la patisfera como al foulling,
descritos anteriormente, permitiendo la mantencién de micro y macroorganismos
adheridos, sin embargo, se desconoce realmente la magnitud del dafio (Zettler et al., 2013;
De Tender et al., 2015; Erni et al., 2019).

El estudio de Steven et al. (2018), el cual es parte de un Programa para la gestiéon de la
salmonicultura en Chile, describe la adhesién de LF-89 a un pléstico que es comercializado
como antiadherente (PTFE), resultado que no es concluyente respecto del rol
epidemioldgico que pudiesen tener realmente las infraestructuras; la propuesta del presente
estudio busca darle continuidad a esta premisa, utilizando la cepa EM-90, que, segun lo

descrito anteriormente, es mas patogénica y virulenta.

Las técnicas diagnosticas descritas para evidenciar la biopelicula in vitro més utilizadas son
microscopia electronica de barrido (MEB), fluoroscopia y cuantificacion con cristal violeta
(Larenas et al., 2003; Marshall et al, 2012; Larenas et al., 2019; Levipan et al, 2020; Zufiga
et al., 2020; Santibariez et al., 2020). Ademas, se utilizan pruebas tales como la evaluacion
del efecto citopatico (ECP) mediante microscopia Optica para medir la viabilidad
bacteriana; la evaluacion del efecto del mucus de la piel del salmon sobre la biopelicula
mediante fluorescencia (Levipan et al., 2020). La propuesta considera utilizar MEB para
visualizar morfologicamente la posible biopelicula sobre los plasticos, ya que de este modo
es comparable con el estudio de Steven et al. (2018), y ademas se conocen los protocolos

de laboratorio de manera directa.

Propuesta experimental: “Adhesion in vitro de EM-90 de Piscirickettsia salmonis

sobre polimeros sintéticos”

Se formuld una propuesta experimental in vitro de adhesion de P. salmonis para contribuir
en la descripcion del agente respecto el comportamiento de adhesiéon y formacion de

biopelicula para entender con mayor claridad el ciclo de transmision de la enfermedad.

La formulacion de protocolos de laboratorio se cred de acuerdo con los postulados descritos
por Fryer et al. (1990), adaptaciones y/o modificaciones estudiadas en el Laboratorio

Nacional de Referencia para el Diagndstico de Enfermedades de Especies Hidrobioldgicas
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del SERNAPESCA del Departamento de Patologia Animal de FAVET, entre otros

descritos por otros autores.
Materiales y métodos de la propuesta experimental
Linea Celular CHSE-214

La linea CHSE-214 (ATCC CRL 1681) derivada de rifidn embrionario de salmén chinook
(Oncorhynchus tshawytscha), sera usada para la multiplicacién de Piscirickettsia salmonis,
y para la observacion del efecto citopatico (ECP) generado por la bacteria post formacion
biopelicula. Las células seran cultivadas de acuerdo a lo descrito por Fryer et al. (1990) a
una temperatura de 17 °C en medio esencial minimo de Eagle con sales de Earle (MEM)
suplementado con 4% de suero fetal bovino (SFB) (MEM-4), 1% de L-glutamina 'y 1% de
bicarbonato de sodio. Se realizard un control de procedimiento con la técnica PCR para
asegurar que los cultivos celulares estén libres de Mycoplasma, ya que son unos de los

principales contaminantes en las lineas de cultivo (Uphoff y Drexler, 2012).
Aislado de la cepa EM-90 de Piscirickettsia salmonis

Se utilizara un aislado de la cepa EM-90 de P. salmonis. La bacteria sera mantenida en el
Laboratorio de Patologia de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad de Chile,
y se cultivara de acuerdo con lo establecido por Fryer et al. (1990). Se utilizara un cultivo
celular CHSE-214 con MEM-4, libre de antibidticos, mantenido a 15 °C en una estufa de
cultivo refrigerada hasta que se produzca un 100% de efecto citopatico (ECP). Se utilizara
como indculo el sobrenadante que se hara pasar por un filtro milimétrico con poros de 2,2
pum de didmetro para eliminar detritus celular, pero no asi la bacteria, la cual tiene un
didmetro maximo de 1,5 pum. La bacteria sera utilizada en su tercer pasaje. Todos los
procedimientos de replicacion e inoculacién seran realizados en un gabinete de
bioseguridad clase I1. Se realizara PCR como control positivo, y asi corroborar la bacteria

de estudio.
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Agua de mar

El agua de mar que se utilizara sera extraida de la bahia de Hueihue, Chiloé, Region de los
Lagos (41°54°55” S y 73°29°24” W), la cual ha sido enviada en otros estudios por el
Instituto de Fomento Pesquero (IFOP). Las caracteristicas del agua, pH y salinidad, seran
medidas en el laboratorio con un pH-metro y un refractémetro respectivamente. Los
parametros en general de la zona son: pH 7,73 y salinidad 32%, datos reportados por IFOP.
Se filtrardn 500 ml de agua de mar utilizando una jeringa de 20 ml y un filtro con poro de

0,22 pum, se almacenara en frascos Schott de 50 ml y se esterilizara en autoclave.
Sustratos de adhesion

Se utilizaran cinco tipos de pléasticos: Polietileno de alta densidad (HDPE), Policloruro de
Vinilo (PVC), Poliamida o Nylon (PA), Politetrafluoretileno o Teflon (PTFE),
Polipropileno (PP). Ademas, seran expuestas conchas de M. chilensis que seran clasificadas
mediante las claves taxondmicas conocidas, las cuales seran utilizadas para el grupo control

positivo.

Los plasticos seran adquiridos en una empresa comercial (se recomienda PLASTIGEN®);
el formato de comercializacion es en planchas de diametro maximo de 4 mm. Los bivalvos
seran conseguidos en el comercio oficial, considerando como criterio de seleccion: tamafio
y superficie homogénea. Se utilizard un protocolo estandarizado de limpieza descrito por
Larenas et al. (2019): en primera instancia las conchas y los plasticos seran lavados con
abundante agua corriente para eliminar la suciedad gruesa, luego con agua tibia destilada,
secados y trozados en piezas de 0,25 cm? aproximadamente. Luego seran cepillados con un
cepillo dental tipo suave uno a uno con agua destilada y secados sobre papel absorbente. Se
desinfectaran sumergidos durante 24 h en una solucion de amonio cuaternario al 8,5%,
dentro de vasos precipitados, rotulados y cubiertos con Parafilm®. Luego de transcurrido
el tiempo, con la ayuda de una pinzay un cepillo estéril, se cepillaran nuevamente todos los
trozos con la misma solucion desinfectante; se realizaran 10 lavados con agua destilada
estéril, y se dejaran sumergidos en esta misma por 24 horas. Finalmente se secaran dentro
de la campana de flujo laminar sobre papel absorbente, sometidos a radiacion UV por 20
min. por lado y almacenados en tubos estériles rotulados a -20 °C hasta su uso. Se realizara

control de limpieza (CL) de todos los materiales trozados, en duplicado, los cuales seran
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fijados en glutaraldehido al 3% en solucién tampon cacodilato de sodio (0,2 M), para luego
ser procesadas y observadas mediante MEB.

Cinética de adhesion y formacién de biopelicula

Se utilizard como guia el procedimiento de la investigacion de Larenas et al. (2019) respecto
de la formacion de la adhesién de P. salmonis a conchas de M. chilensis, modificado para
el presente estudio. Se formaran cinco grupos sometidos al desafio (en duplicado para cada
técnica diagndstica), cada uno representado por los distintos materiales pléasticos (HDPE,
PVC, PA, PTFE, PP) y el control positivo (concha de chorito), detallados en la Tabla 2.

El medio desafio (MD), corresponde al indculo bacteriano, el cual serd compuesto por una
parte de sobrenadante de P. salmonis y nueve partes de agua de mar estéril filtrada (1:9). El
titulo que se utilizara sera calculado de acuerdo con el método de Reed y Muench (1938),
el cual serd aproximadamente 10>2 TCIDso/ml. El medio del grupo control negativo (MCN)

mantendra la misma proporcion del MD, pero en MEM-4 y agua de mar estéril filtrada.
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Tabla 2: Grupos experimentales de polimeros sintéticos sometidos al desafio de P.

salmonis
Tiempo 24 horas (T1) 6 dias (T2) 12 dias (T3)
GRUPOS Control | Exposicion | Control |Exposicion| Control | Exposicion
SUSTRATOS | negativo MD Negativo MD Negativo MD
PISLlAI S0 01 MEB MEB/ECP | MEB/ECP |IMEB/ECP[ MEB MEB/ECP
Concha
GC | 4eMm GCCNTL | GeMDTL | GCECNT2 | 5 vpT2 | GSCNT3 | GeMDT3
Posit Aforraf
chilensis
Gl HDPE GICNT1 [ GIMDT1 | GICNT2 (G1MDT2| GICNT3 | G1MDT3
G2 PVC G2CNT1 | G2MDT1 | G2CNT2 |G2MDT2| G2CNT3 | G2MDT3
G3 PA G3CNT1 | G3MDT1 | G3CNT2 |G3MDT2| G3CNT3 | G3MDT3
G4 PTFE GACNT1 | GAMDT1 | GACNT2 |G4AMDT2| GACNT3 | GAMDT3
G5 PP G5CNT1 | G5MDT1 | G5CNT2 |G5MDT2| G5CNT3 | G5MDT3

MEB = Microscopia Electronica de Barrido; ECP = Efecto citopatico; MD = Medio desafio P.
salmonis; CGPosit= Grupo control positivo; G = grupo; N.A.= No aplica.

Se dispondra de manera estéril un trozo de cada material por cada tubo Falcon de 10 ml, se
rotularan todos los tubos segun lo descrito en la tabla 2. Se utilizaran 5 ml de MD por tubo.
Se incubard a 15 °C, correspondiente a la temperatura Optima para el crecimiento y
desarrollo de la bacteria (Fryer et al., 1990) en una estufa de cultivo celular durante 15 dias,
Los tiempos de corte para cada muestreo y analisis seran: 24 h, 6 y 12 dias (T1, T2 yT3
respectivamente). Se utilizard un soporte de tubos artesanal a medida, para mantener los
tubos inclinados a 170° aproximadamente (casi horizontal) para aumentar el area de

superficie que permite el intercambio gaseoso entre el medio y el aire dentro del tubo.

Se realizaran controles positivos y negativos en duplicados. El grupo control positivo estara
constituido por un trozo de concha de M. chilensis inmerso en MD, ya que la adhesién de

la bacteria ya esta descrita sobre este material (Larenas et al., 2019). Las condiciones de
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cultivo y las técnicas diagndsticas seran las mismas que los grupos desafiados. Controles
negativos se realizardn para cada uno de los grupos y se utilizard 5 ml de MCN. Ademas,
se realizard un control de viabilidad bacteriana, el cual estard compuesto por 5 ml del MD

sin ningun sustrato de adhesion.
Microscopia Electronica de Barrido (MEB) con dispersion de Rayos X

Todos los trozos de materiales desafiados, al término del tiempo de incubacion, seran
fijadas en glutaraldehido al 3% en solucién tamp6n cacodilato de sodio (0,2 M) y
mantenidas a temperatura ambiente durante al menos 24 h. Posteriormente las muestras se
procesaran en el Laboratorio de Microscopia Electrénica de la Facultad de Odontologia de
la Universidad de Chile, donde se realizardn lavados con agua destilada. Luego seran
deshidratadas en concentraciones crecientes de acetona (30, 50, 70, 95y 100%), llevadas a
secado de punto critico y sombreadas con oro con un espesor de 20 nm. Las muestras se
guardaran al vacio en un desecador hasta el momento de su observacion, en un microscopio
de barrido (SEM/EDS marca JEOL® modelo JSM-IT300LV) ubicado en el laboratorio
mencionado. Se analizara si la bacteria se adhiere o no a la superficie de los plasticos, y
luego, de haber adhesion, se describiran las caracteristicas de la uniéon de acuerdo a lo
descrito por Larenas et al. (2019), y de este modo poder evidenciar si los distintos materiales
plasticos interfieren de algin modo en la adhesidén bacteriana para la formacion de

biopeliculas.
Evaluacion del efecto citopatico

Para los grupos que presenten adhesion o biopelicula bacteriana, se evaluara la formacién
de efecto citopatico sobre la linea celular CHSE-214, para de este modo evidenciar la
capacidad de P. salmonis de infectar las células post adhesion. Se ocuparan como inéculo
los trozos de polimeros incubados que presentan adhesion y los controles negativos de todos
los materiales. El procedimiento comenzara con la extraccion del trozo de plastico de cada
tubo incubado segun corresponda, utilizando una pinza estéril. Luego serad enjuagado tres
veces con una solucion estéril de buffer fosfato salino (PBS). En seguida los sustratos seran
colocados cuidadosamente dentro de una botella de cultivo celular de la linea CHSE-214,
y seran incubadas a 15 °C hasta que se observe el 100% del ECP. La observacion del efecto

citopatico, demuestra que la bacteria es capaz de ingresar y multiplicar, por ende, infectar,
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luego de formar la biopelicula. Se utilizara un microscopio 6Optico de luz, de acuerdo con lo
descrito por Fryer et al. (1990) y Larenas et al. (2019).
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6. DISCUSION

Si bien se describié en distintos estudios cientificos que Piscirickettsia salmonis forma
biopelicula, aun queda mucho por descubrir para conocer con mayor certeza el ciclo de
transmision de la enfermedad. Los antecedentes recopilados de adhesion de la bacteria se
concentran principalmente en la cepa de referencia, LF-89, y a su vez, si bien existe un
estudio que busco describir comparativamente la adhesion de P. salmonis sobre distintas
superficies poliméricas sintéticas, no logro tener una conclusién sustancial al respecto. La
presente propuesta experimental aborda un area de investigacion relevante para conocer la
supervivencia del agente fuera de la célula hospedador durante tiempos mas prolongados a
todos los descritos. Los resultados del experimento podrian aportar antecedentes para
seleccionar de mejor manera los materiales utilizar o evitar utilizar, en infraestructuras y
embarcaciones marinas. La técnica propuestas para visualizacion de la adhesion o
biopelicula bacteriana es la microscopia electronica de barrido, la cual permite caracterizar
morfolégicamente el tipo de agregado formado; se decidio utilizar este método diagndstico
ya que corresponde a la misma técnica utilizada por los estudios publicados por Larenas et
al. (2003 y 2019), en donde el primer autor corresponde al docente guia de esta memoria
de titulo, por concluyente esto nos otorga un beneficio en términos de investigacion, ya que
hay conocimiento experiencial de los protocolos de laboratorio, y para asi sobre éstos

aplicar modificaciones buscando mejorar el método.

Cuando existen brotes de enfermedades de alto riesgo, como lo es piscirickettsiosis, se
activan protocolos del programa de control y erradicacion de SERNAPESCA, entre los
cuales se incluye restricciones en el transito de embarcaciones, tratamientos
antimicrobianos, cosecha anticipada o descarte de la masa producida involucrada, ademas
de las medidas generales rutinarias post cosecha (eliminacion total del fouling existente en
las instalaciones del centro de cultivo, cuarentena de tres meses, entre otras); sin embargo,
piscirickettsiosis sigue siendo endémica en los cultivos de Chile, por ende sigue existiendo
el riesgo de que los agentes patdgenos puedan diseminarse a través de los cuerpos de agua
como microorganismo de vida libre, ya sea mediante vectores activos como peces
portadores silvestres, moluscos, entre otros; o mediante fomites, los cuales mantienen la

bacteria en su estado de vida sésil dentro de una biopelicula (Mortensen, 2000, citado por
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Vargas, 2014). Por todo lo anterior, es que se considera que las restricciones impuestas no
permiten asegurar el total control de la diseminacion de la enfermedad.

Se ha descrito la presencia de P. salmonis en peces silvestres en distintos paises, entre las
cuales esté la lubina o rébalo (Dicentrarchus labrax) en Grecia (McCarthy et al., 2005,
citado por Vargas, 2014), y en corvina blanca (Atractoscion nobilis) en cultivos en
California (Chen et al., 20004, citado por Vargas, 2014); en Chile se describié en penegal
(Helicolenus lengerichi), en camote o camotillo (Pinguipes chilensis), especie que habita
desde el Peru hasta la Region de Magallanes, y en congrio colorado (Genypterus maculatus)
(\Vargas, 2014). Ademas, Mytilus chilensis, tanto en cultivos productivos como en vida
silvestre podrian servir como vectores o biocacumuladores de la bacteria, como también el
copepodo parasito Caligus rogercresseyi (Campalans, 2011). Todo lo anterior podria
indicar que la bacteria se encuentra presente en el ecosistema marino en distintos
reservorios o diseminadores, de manera que se infiere que debieran existir otros factores

para la manifestacion de la enfermedad.

Pareciese que la naturaleza quimica de la pelicula acondicionadora que se forma en la
superficie pléastica al entrar en contacto con el medio acuoso marino, compuesta por materia
organica e inorganica, es mas relevante para el establecimiento de microorganismos, que
las caracteristicas intrinsecas del material (rugosidad e hidrofobicidad de la superficie,
interacciones electrostaticas), con lo cual se asume mayor importancia en dicho proceso
(Loeb y Neihof, 1975; Rummel et al., 2017). Dicho lo anterior, la relacion entre la pelicula

y la adhesion de P. salmonis parece ser un campo interesante para una futura investigacion.

La infraestructura de los centros de cultivo de salmones representa una posible gran
superficie abidtica para la adhesién de diversos microorganismos, la cual estd compuesta
principalmente de diversos plasticos y acero galvanizado (Olivares, 2009). Los centros de
cultivo tradicional de balsas jaulas, al estar inmerso en mar abierto, estdn expuestos a
variables ambientales que no se pueden controlar, ya sean los cambios bruscos en la
temperatura del agua, la presencia e invasion de otras especies, afloramiento de algas
nocivas, entre otras, las cuales pueden provocar dificultades en la crianza y manejo de los
ejemplares salmoénidos, ya sean, brotes de enfermedad, mortandad, escape de animales por

dafios estructurales, etc. (Ahmed y Turchini, 2021). Sin embargo, hay decisiones que
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pueden marcar la diferencia dentro de cada centro de cultivo; una de las aristas para abordad
la problemaética sanitaria pudiese ser escoger materiales para la infraestructura que se hayan
evidenciado como anti-adherentes, para ello es imprescindible profundizar estudios de
investigacion relacionado y asi fundamentar las decisiones. La propuesta se limita a hacer
un andlisis comparativo segun la variable “tipo de material” (HDPE, PVC, PA, PTFE, PP),
dejando de lado factores ambientales, ya sean, temperatura, disponibilidad de nutrientes,
exposicion a luz ultravioleta (UV), entre otros, lo cual desencadena la oportunidad de abrir

campo a nuevas investigaciones, ya sean in vitro o de campo.

El manejo productivo, la limpieza y desinfeccion de los centros de cultivo, entre otros, se
dificulta al ser sistemas abiertos inmersos en el mar, ya que las variables ambientales son
muy dificiles de controlar, sin embargo, existen alternativas de sistemas acuicolas para la
produccion del salmén ubicadas en tierra, como también sistemas acuicolas “semicerrados”
inmersos en el mar, los cuales permiten controlar las variables ambientales de mejor manera
y asi evitar posiblemente la aparicion de un brote de alguna enfermedad (Ahmed y Turchini,
2021).

Las pisciculturas de recirculacion basadas en tierra o sistemas de acuicultura en
recirculacion (RAS) pueden permitir el ciclo productivo completo del salmén, considerando
el uso de agua dulce y agua salada; la principal caracteristica es la recirculacion de gran
parte del agua utilizada en el proceso. Los RAS son sistemas agricolas intensivos altamente
productivos, ecologicos y eficientes en el uso del agua, que no estan asociados con impactos
ambientales adversos, como la destruccion del habitat, la contaminacién del agua y la
eutrofizacion, el agotamiento biotico, los efectos ecoldgicos en la biodiversidad debido al
escape de peces, brotes de enfermedades infecciosas y transmision de parasitos, presencia
de vectores, fomites o reservorios de patdgenos; se ven minimamente afectados por los
factores climaticos. Si bien una de las desventajas son el alto costo de inversion y la
generacion de gases de efecto invernadero, las diversas empresas que ofrecen estas
instalaciones buscan apuntar hacia la utilizacién de energias sostenibles no contaminantes,
principalmente mediante el uso de piezas mecanicas, alcanzando éptimos cercanos al 100%
en la reutilizacion de agua, utilizando procesos de filtracion, desalinizacion, salinizacion, y

purificacion (Ahmed y Turchini, 2021).

44



Sin embargo, en los RAS existe de igual modo el riesgo de que los microorganismos se
establezcan en el sistema a través de biopelicula. En un estudio que comparan distintos
métodos de sanitizacion de los materiales usados en la piscicultura indican que el
hipoclorito de sodio y el &cido peracético son los sanitizantes mas efectivos (99 y 98 %
respectivamente), versus el burbujeo con ozono en el tanque que demostré un 32 % de
efectividad (King, 2001).

Recientemente se aprob6 el proyecto “Crianza y engorda de salmdnidos en estanques en
tierra” de la empresa Bordemar-Tumbes SpA, ubicada en la Region del Biobio, la cual
permite sostener una produccion anual de 4 mil toneladas al afio de salmones y truchas,
desde ovas a peso comercial de calidad premium grade (5 kg), su principal caracteristica es
operar en un ambiente controlado, mediante un circuito cerrado de agua dulce desinfectada
y salada, alimentando estanques ubicados en galpones cerrados (Cabello, 2018). Aun falta
mucha investigacion para alcanzar un ideal en estas tecnologias, y son principalmente los
paises desarrollados, como Noruega y China, quienes llevan la vanguardia en los avances
tecnoldgicos basados en estudios del proceso completo, para de este modo disminuir los

efectos adversos y asi alcanzar la sustentabilidad de la produccion (Song et al., 2019).

Respecto de otras bacterias que afecten a los salmones, Coquet et al., describieron la
adhesion y formacion de biopelicula por Yersenia ruckeri sobre materiales utilizados en los
centros de cultivo de peces; esta bacteria genera infeccion intestinal con congestion
hemorrégica y es de gran importancia econdémica en cultivos de trucha arcoiris, mostrando
mayor preferencia sobre superficies de caracteristicas hidrofilicas y con mayor rugosidad.
Cabe mencionar que esta bacteria ha sido hallada hasta dos meses después del vacio de

jaulas post brote infeccioso (Coquet et al., 2002).

Se realiz6 un estudio utilizando como técnica diagnostica MEB para evidenciar la
colonizacién y formacion de biopeliculas por una comunidad diversa de microorganismos
(heterotrofos, autotrofos, depredadores y simbiontes) en plasticos recolectados en el norte
del Océano Atlantico, en el cual describen a los plasticos, especificamente PP, como
posibles vectores pasivos, o fomites, para la dispersion de Vibrio spp., grupo de bacterias
principalmente zoondticas, pero que a su vez pueden afectar a los salmones, actuando como

patdgenos secundarios, especificamente Vibrio ordalii y V. anguillarum (Zettler et al.
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2013). V. ordalii ocasiona la vibriosis atipica, enfermedad recientemente descrita en los
salmones producidos en Chile, tiene el potencial de causar graves pérdidas econémicas, sin
embargo, aln no se dilucidan los factores que determinan su virulencia; 6 de 18 cepas
chilenas estudiadas produjeron una formacién de biopelicula en la superficie de PE después
de 2 horas post inoculacion (Ruiz et al., 2015).

Existen otras bacterias patdgenas que afectan a los salmones formadoras de biopelicula,
entre las cuales se describen, Streptococcus phocae (Gonzélez et al., 2011), Flavobacterium
columnare (Cai et al., 2013) y Flavobacterium psychrophilum (Sundell y Wiklund, 2011).

La basura marina esta constituida en su mayoria por plasticos alcanzando entre un 60 y un
95% en algunas areas del total de la basura, generando dafios significativos para la biota
marina. Esta también representa una potencial superficie para adhesion y formacion de
biopeliculas bacterianas, las cuales podrian de igual modo convertirse en fomites para la

transmision de la piscirickettsiosis.

Los microplasticos en el mar, colonizados 0 no por microorganismos, se caracterizan por
tener tamafio y forma heterogénea, que cambian con el tiempo, segin exposicion a la luz
UV, oxidacion, friccion, entre otras. Ademas, se mezclan con particulas naturales en
suspension las cuales pueden interferir sinérgicamente en la formacion de biopeliculas
(Rummel et al., 2017). La meteorizacién (desgaste fisico) y fragmentacién de los plasticos
aumenta la relacion superficie-volumen, aumentando con ello el area de colonizacion
bacteriana (biopelicula), y a su vez favoreciendo al proceso de biodegradacion, ya que los
organismos colonizadores liberan exoenzimas y provocan la descomposicion quimica del
polimero, produciendo fragmentos de cadena corta, los cuales pueden atravesar la
membrana celular bacteriana y convertirse en fuente de carbono y mineralizarse a CO2, H.O
y CHa, siendo esto muy importante para la fraccion de microplasticos que se hunden, ya
que puede ser el camino para disminuir o eliminarlos del sedimento o columnas de agua,
particularmente si las condiciones no son hipdxicas. Sin embargo, la formaciéon de
biopeliculas también puede frenar el proceso de “envejecimiento abidtico”, por ejemplo, al
proteger el plastico flotante de la luz UV, el oxigeno, o la temperatura. Algunos plasticos
tienen mayor facilidad de ser biodegradados, sin embargo, los homopolimeros sintéticos

qgue contienen enlaces Carbono-Carbono en su estructura polimérica son menos
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susceptibles a la biodegradaciéon (Rummel et al., 2017). Dicha variabilidad en las
condiciones ambientales dificulta la investigacion en campo, ya que se obtienen resultados
menos comparables, por ende, conclusiones poco objetivas; sin embargo, es imprescindible
hacer un alcance respecto de la necesidad de estudiar el comportamiento bacteriano de P.
salmonis in situ sobre los plasticos, ya que no hay estudios relacionados a la fecha.

Por otra parte, aves, mamiferos y peces marinos confunden los plasticos flotantes con
alimentos, viéndose afectados negativamente, generando, entre otras cosas, problemas de
toxicidad y obstruccion. Afio tras afio hay atrapamiento de la avifauna marina en las redes
de pesca abandonadas, ocasionando grandes mortandades; existe un peligro potencial para
los ecosistemas marinos por la acumulacion de desechos plasticos no flotantes en el fondo
del mar, principalmente termoplasticos, pudiendo inhibir el intercambio de gases entre las
aguas suprayacentes y las aguas de los poros del sedimento, y perturbar o asfixiar a los
habitantes del mar.

Aun hay gran dificultad para comprender la interaccion entre el plastico marino y los
microorganismos en situacion de campo, debido al desafio tecnoldgico que ello conlleva,
ya que se requiere conocimiento de la composicion filogenética de la comunidad de la
biopelicula, como también visualizacion de la distribucion espacial de la biopelicula intacta.
Recientemente se desarroll6 un método CLASI-FISH (Combinatorial Labelling And
Spectral Imaging — Fluorescence In Situ Hybridization) para estudiar las comunidades de
la plastisfera, técnica que permite expandir el nimero de taxones distinguibles en un solo
experimento, la cual implica marcar microorganismos de interés con combinaciones de
sondas anidadas junto con imagenes espectrales para permitir el uso de fluoréforos. La
técnica creada para el estudio de la plastisfera utiliza tres sondas filogenéticas existentes
orientadas a las bacterias alfa y gammaproteobacterias, y cuatro sondas nuevas dirigidas a
Bacteroidetes, Vibrionaceae, Rhodobacteraceae y Alteromonadaceae, marcadas con un
total de siete fluor6foros (Schlundt et al., 2020).
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7. CONCLUSIONES

Si bien, no esté totalmente claro el mecanismo de transmision que utiliza Piscirickettsia
salmonis; segun varios estudios, la bacteria es capaz de adherirse y formar biopeliculas
sobre diversas superficies, tanto bidticas como abidticas (plastico, vidrio y teflon), y a su
vez mantener la capacidad infectante al momento de liberacion. Dicho comportamiento
probablemente corresponde a un factor de virulencia que favoreceria la permanencia y
diseminacion del agente en alguna determinada zona. La mayoria de los estudios utilizan la
cepa LF-89, por lo realizar la investigacion con EM-90, cepa més prevalente y patogénica

en Chile, nos permitiria tener informacion mas precisa para tomar mejores decisiones.

Por otra parte, el polietileno, entre otros plasticos, es el principal material utilizado para la
fabricacion de balsas jaulas para la salmonicultura y, a su vez, es el principal componente
de la basura marina; se considera una superficie oportuna para albergar diversos micro y
macroorganismo, formando verdaderas colonias adheridas a estos, dando origen a lo que se
conoce como fouling, en las estructuras para la acuicultura y embarcaciones, y a la
plastisfera respecto a la basura marina, formando ecosistemas artificiales que pueden

favorecer la permanencia, multiplicacion y diseminacion de agentes patdgenos.

La investigacion propuesta en este estudio permitiria conocer si existen diferencias en el
comportamiento de adhesion de P. salmonis, segln la variable tipo de material (HDPE,
PVC, PTFE, NYLON), utilizando tiempos considerablemente mayores a los descritos en el
estudio de Steven et al. (2018), con lo cual se podrian concluir la importancia bioldgica de
los materiales inertes como reservorio de P. salmonis en el medio acuatico del hospedero;
de este modo, por ejemplo, promover el uso de los plasticos que muestren menor adhesion
bactriana. Ademas, dichos datos serviran para abrir nuevas investigaciones que profundicen

mas aln en la investigacion de vectores y reservorios de piscirickettsiosis.

Por otra parte, se han desarrollado nuevos sistemas semicerrados para la acuicultura, lo cual
permite tener un manejo productivo mucho mas controlado que la acuicultura tradicional,
inclusive, permite la desinfeccion del agua salada que se utiliza en las jaulas, lo cual
disminuye la probabilidad de presencia de agentes patdgenos. Los sistemas de acuicultura

de recirculacion son una inversion para la sustentabilidad en la salmonicultura,
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considerando que se disminuye el impacto sobre un ecosistema marino o lacustre, se
permite la reutilizacion de lodos y de este modo agregar valor a los subproductos de la
industria, sin embargo, presentan un gran desafio, ya que se producen mas gases de efecto

invernadero, y considera una inversion econémica mayor.
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