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Actividad inhibitoria del sobrenadante de la bacteria
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biopeliculas de Flavobacterium psychrophilum 19749
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Abstract.- Flavobacterium psyhrophilum affects farmed salmon and trout worldwide and is the etiological agent of bacterial
cold water disease. The treatment of this disease is made with antibiotics. The emergence of resistant strains and its
ability to form biofilms have increased the resistance to antibiotics. Considering the diverse bioactivity of Antarctic
bacteria, we evaluated the inhibitory effect of compounds secreted by Antarctic bacterial strains on the biofilm formation
of F. psychrophilum 19749. 26.9% of the Antarctic bacterial isolates inhibited strongly the biofilm, the greatest effect was
shown by M19B. Proteins (48-56 kDa) secreted by M19B may be related to the inhibition of the biofilm formation of F.

psychrophilum 19749.
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INTRODUCCION

El patdgeno de peces Flavobacterium psychrophilum
(Bernardet et al. 1996) es una bacteria psicréfila y agente
etioldgico de la enfermedad bacteriana del agua fria que
afecta a salmones y truchas a nivel mundial (Starliper
2010). Chile es el segundo productor mundial de
salménidos y la enfermedad causada por este patdgeno
produce un gran impacto econémico sobre las principales
especies de cultivo como Salmo salar, Oncorhynchus
mykiss y Oncorhynchus kisutch (Henriquez-NUfiez et al.
2012).

Actualmente, a nivel mundial el control de F.
psychrophilum se lleva a cabo mediante quimioterapia;
en Chile, los principales antibiéticos usados para su
tratamiento son florfenicol, oxitetraciclina y &cido
oxolinico (Henriquez-NUfiez et al. 2012).

Sin embargo, el uso excesivo de antibi6ticos en la
acuicultura ha provocado un aumento alarmante de

bacterias resistentes disminuyendo la efectividad de los
mismos (Cabello 2006).

Otro factor que influye en la resistencia bacteriana a la
accion de los antibidticos, es la capacidad de las bacterias
de formar biopeliculas (Mah & O’Toole 2001). Una
biopelicula es una poblacién de células microbianas que
se encuentra adherida a una superficie y embebida en
una matriz polimérica extracelular producida por las mismas
células (Costerton et al. 1999). En instalaciones acuicolas,
las biopeliculas son ubicuas y se forman, por ejemplo, en
los estanques de cultivo, tuberias de suministro de agua,
sistemas de biofiltracion, asi como también en la superficie
de los peces (King et al. 2008). Estudios realizados a la
fecha indican que F. psychrophilum forma biopeliculas
in vitro, en vidrio y en pocillos de microplacas de
poliestireno (Alvarez et al. 2006, Sundell & Wiklund 2011)
y que las células del patégeno presentes en esta
biopelicula muestran una mayor resistencia a los
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antibioticos oxitetraciclina y flumequina, usados
comUnmente en acuicultura en comparacion a las células
plancténicas o de vida libre, es decir, células que no se
encuentran asociadas a una superficie (Sundell & Wiklund
2011). Debido a los problemas asociados a la formacion
de biopeliculas se hace indispensable buscar inéditos
mecanismos de control y el territorio Antértico se
manifiesta como una fuente de recursos inexplorada en la
que se pueden encontrar microorganismos con un
potencial uso biotecnolégico (Tindall 2004, Papa et al.
2013). Muchas de las investigaciones realizadas con
bacterias antarticas se han enfocado en la bdsqueda de
compuestos antimicrobianos (O’Brien et al. 2004, Lo
Giudice et al. 2007) ya que microorganismos antarticos
han desarrollado estrategias peculiares de sobrevivencia
como la secrecién de dichos compuestos para reducir la
competencia interespecifica, otorgandoles asi ventajas
competitivas. Las bacterias antérticas podrian secretar
compuestos que afecten el desarrollo de una biopelicula.
Por tanto, el objetivo del presente estudio fue evaluar el
efecto de compuestos extracelulares producidos por
aislamientos obtenidos en la Antértica sobre la formacién
de la biopelicula de F. psychrophilum 19749.

MATERIALES Y METODOS

CEPAS Y CONDICIONES DE CULTIVO

En el presente estudio se emplearon un total de 67
sobrenadantes de aislamientos antarticos obtenidos a
partir de superficie de rocas, columna de agua, sedimento
y rizésfera de musgos, recolectados en la peninsula Fildes,
isla Rey Jorge (62°12’S; 58°57°0), Territorio Antartico
Chileno, durante enero de 2010. Los aislamientos fueron
mantenidos a -80°C en caldo Tripticasa de Soya diluido al
50% vy suplementado con glicerol al 20% (O’Brien et al.
2004). El patdgeno F. psychrophilum aislado 19749 fue
adquirido en Aquagestion Chile Company, y recuperado
de un salmén moribundo que presentaba los signos
clinicos tipicos de la enfermedad del agua fria, como
Ulceras en la piel y lesiones en la aleta caudal. La identidad
de la especie fue confirmada mediante PCR utilizando los
partidores PSY1/PSY2 especificos para F. psychrophilum
(Toyama et al. 1994). El pat6geno fue mantenido a -80°C
en caldo Triptona Extracto de Levadura y Sales (TYES)
compuesto por MgSO, (0,59 L), CaCl, (0,5 g L™), triptona
(4 g LY y extracto de levadura (0,4 g L) y suplementado
con glicerol al 20% (Cain & LaFrentz 2007).

Todos los cultivos bacterianos liquidos, tanto de los
aislamientos antérticos como del patégeno, fueron
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crecidos en caldo TYES a pH 7,2 y en agitacion (120 rpm)
por 48 h a 15°C. La cuantificacién celular de F.
psychrophilum 19749 se realiz6 mediante recuento en
placa con agar TYES diluido al 50 y 1,5% de agar
bacterioldgico incubadas a 15°C durante 5 dias.

OBTENCION DE SOBRENADANTES LIBRES DE CELULAS

Los sobrenadantes libres de células de los aislamientos
antérticos fueron obtenidos mediante centrifugacion de
los cultivos celulares luego de 48 h de incubacion,
cultivos que alcanzaron una densidad Optica de entre 0,9
y 1,2 (DO,,,). Las condiciones de centrifugacion fueron
15 min, 8000 x g, 4°C y los sobrenadantes fueron
esterilizados filtrando en membranas de acetato de
celulosa de 0,2 pum.

DETECCION DE LA ACTIVIDAD INHIBITORIA DE LA
FORMACION DE BIOPELICULAS

La deteccidn del efecto de los sobrenadantes de los
aislamientos antarticos en la formacion de biopeliculas
de F. psychrophilum 19749, se realiz6 mediante la
cuantificacion in vitro de la biopelicula utilizando el
método de tincion con cristal violeta descrito por
Christensen et al. (1985) con modificaciones. Para ello, el
cultivo de 48 h de F. psychrophilum 19749, fue ajustado a
DO,,,= 0,8 correspondiendo a 1 x 10° UFC mL™. Este fue
diluido (1/10) en medio TYES y 15 pL de la dilucion fueron
agregados por triplicado a los pocillos de las microplacas
de poliestireno de 96 pocillos (CytoOne, USA) que
contenian 60 pL del medio TYES diluido al 20%.
Posteriormente, se agregaron 75 pL del sobrenadante de
los aislamientos antarticos. La concentracién final del
patdégeno en los pocillos fue de 1 x 10" UFC mL. Pacillos
conteniendo sélo medio de cultivo fueron usados para
eliminar factores inespecificos y pocillos conteniendo
medio TYES e in6culo de F. psychrophilum 19749 en
ausencia del sobrenadante de los aislamientos antérticos
fueron usados como control. La microplaca fue incubada
a 15°C con 120 rpm de agitacion durante 4 dias. Luego del
tiempo de incubacidn, la fase plancténica fue retirada y
traspasada a otra microplaca para su posterior lectura a
540 nm en un lector de microplacas (Bio-Tek, USA). Los
pocillos con las células remanentes fueron lavados 3 veces
con 300 pL de agua destilada estéril y las células adheridas
fueron fijadas con 250 pL de metanol y luego de 15 min
las microplacas fueron vaciadas y secadas al aire durante
45 min (Stepanovic et al. 2004). Posteriormente, 200 pL de
la solucion de cristal violeta al 1% (p/v) fueron agregados
a cada pocillo. Después de 20 min de agitacion, el exceso



de cristal violeta fue removido, los pocillos fueron lavados
3 veces con 300 uL de agua destilada estéril y 250 pL de
etanol al 70% (v/v) fueron agregados a los pocillos para
solubilizar el cristal violeta adherido a la microplaca. La
biopelicula fue cuantificada midiendo la absorbancia del
cristal violeta a 595 nm (Alvarez et al. 2006).

Para seleccionar el aislamiento que presentd el mayor
efecto antibiopelicula, se calcul6 el indice especifico de
la formacién de biopeliculas, Specific Biofilm Formation
(SBF) (Niu & Gilbert 2004, Naves et al. 2008); el cual fue
calculado de acuerdo a la siguiente formula SBF= (AB -
CW)/G enlaqueAB es la DO, de las bacterias adheridas
y tefiidas con cristal violeta, CW corresponde a la DO,
de los pocillos tefiidos que contenian solamente medio
de cultivo sin bacterias y G que es la DO, de la fase
planctonica, a la cual se le restd el promedio de la DO,
de los pocillos que contenian solamente medio de cultivo.
El criterio establecido por Naves et al. (2008), segun el
cual las células son fuertes productoras de biopeliculas
si SBF > 1 y débiles si SBF < 1 fue modificado
estableciendo que el efecto de los aislados antérticos en
la formacion de biopeliculas fue fuertemente inhibidor si
SBF <1 y débilmente inhibidor y/o sin efecto si SBF > 1.
De los sobrenadantes de los aislamientos que presentaron
un efecto fuertemente inhibidor de la formacién de
biopeliculas, se selecciond el sobrenadante del
aislamiento que present6 el valor de SBF mas bajo.
Finalmente, se considerd un efecto inhibidor de
crecimiento si el sobrenadante impidi6 el crecimiento
plancténico del patdgeno.

IDENTIFICACION MOLECULAR DE LA CEPA BACTERIANA
INHIBIDORA DE LA BIOPELICULA

El aislamiento que presenté el mayor efecto
antibiopelicula fue identificado mediante técnicas
moleculares, para ello se extrajo el ADN gendémico
mediante el kit de extraccion de ADN, ZR Fungal/Bacterial
DNA MiniPrep (Zymo Research, USA), siguiendo las
indicaciones del proveedor. EI ADN extraido se us6 como
templado para la amplificacién por PCR con los partidores
9-27f y 1542r, especificos para ADNr 16S del Dominio
Bacteria (Joulian et al. 1998, Weisburg et al. 1991). El
producto de PCR (1.287 pb) fue secuenciado por
Macrogen Inc. (Sell, Korea). La secuencia obtenida se
ingres6 en el programa de alineamiento de secuencias
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et
al. 1990). La confirmacion de género se realiz6 mediante
pruebas fenotipicas que incluyeron tincién de Gram,
fermentacion de glucosa, test de catalasa y oxidasa asi
como determinacion de la movilidad.

DETECCION DE PROTEINAS EN EL SOBRENADANTE Y SU
EFECTO SOBRE LA FORMACION DE BIOPELICULAS

Para detectar proteinas responsables de la actividad
antibiopelicula, el sobrenadante libre de células del
aislado seleccionado fue concentrado por ultrafiltracion
en una centrifuga (1 h, 8000 x g, 4°C) con un dispositivo
de filtro de membrana con poro de corte de 3.000 Da
(Amicon Ultra-15, 3K, Millipore). El retenido fue
visualizado en un gel desnaturalizante SDS-PAGE. Las
muestras fueron mezcladas con buffer de carga (20 pL de
muestra y 8 pL de buffer de carga) y se procedi6 a realizar
su desnaturalizacion térmica calentando la muestraa 100°C
durante 5 min. Luego, 20 pL de la mezcla fueron analizadas
usando un gel de poliacrilamida al 16%. La electroforesis
se llevo a cabo a 150 V durante 2,5 h y el buffer de corrida
de electroforesis contenia Tris 1M, tricina 1M y SDS 1%
(p/v), pH 8,25. Para su visualizacidn, los geles fueron
tefiidos con azul de Comassie.

La cuantificacion de las proteinas presentes en el
sobrenadante del aislamiento seleccionado se realizd con
el kit Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific,
USA), siguiendo las indicaciones del proveedor, para
posteriormente realizar ensayos de inhibicién de
formacién de biopeliculas, los cuales se realizaron en
microplacas y con distintas concentraciones proteicas.
Para ello, un cultivo de 48 h de F psychrophilum 19749,
fue ajustado a DO, = 0,8 correspondiendo a 10° UFC mL-
! para quedar en el pocillo una concentracion del patégeno
de 1 x 107 UFC mL. A los pocillos de las microplacas se
les agreg6 el indculo del microorganismo, medio TYES
diluido al 20% Yy distintos volimenes del concentrado
proteico, siendo evaluadas las siguientes concentraciones
finales de proteinas: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 y 3,0 mg mL*
(volumen final 150 pL). La microplaca fue incubada a 15°C
con 120 rpm de agitacion durante 4 dias. La cuantificacion
de la biopelicula se realiz6 mediante la técnica tincién con
cristal violeta descrito anteriormente.

Se realiz6 un anélisis ANOVA de una sola via (P <
0,050) entre los tratamientos y el control y una
comparacion de medias mediante el test de Dunnett (Cady
et al. 2012).

RESULTADOS Y DISCUSION

De los sobrenadantes obtenidos de los 67 aislamientos
estudiados, 18 de ellos (26,9%) exhibieron un efecto
antibiopeliculas fuerte, mientras que 17 de ellos (25,4%)
no presentaron efecto antibiopeliculas (Tabla 1).
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Tabla 1. Efecto de sobrenadantes de aislados antéarticos en la formacion de biopeliculas de Flavobacterium
psychrophilum 19749 segin valores de SBF* / Effect of the supernatant produced by antarctic bacterial isolates
on the biofilm formation of Flavobacterium psychrophilum 19749 according to the SBF*value

Clasificacion del efecto de los sobrenadantes en la

N° isl R
formacién de biopeliculas de Flavobacterium deral.s ados % ango de
. antarticos SBF*
psychrophilum
Anti- biopelicula 18 269 0,19-0,86
Sin efecto 17 254 42-59
Inhibidor del crecimiento 32 47,7 ND

*SBF, Specific Biofilm Formation; ND. No determinado

Los sobrenadantes de los 32 aislamientos restantes
(47,7%) mostraron un efecto inhibidor del crecimiento
planctonico de F. psychrophilum 19749, lo que no permitié
metodoldgicamente determinar el indice SBF en este grupo
de aislamientos.

De los 18 sobrenadantes que mostraron el efecto
antibiopeliculas fuerte, se eligié el sobrenadante del
aislamiento M19B como el mejor representante ya que
exhibié el menor indice de formacién de biopeliculas
(SBF= 0,19) comparado con el control (SBF= 4,9), por lo
tanto, fue el sobrenadante que inhibié en mayor medida
la formacion de la biopelicula de F. psychrophilum 19749
(Fig. 1).

Respecto de la identificacion molecular del aislamiento
M19B, se determind que el fragmento de ADNr 16S
amplificado, secuenciado y depurado presenté 99% de
identidad con la especie Pseudomonas fragi (nimero de
acceso GenBank AB685646.1). La secuencia obtenida en
este trabajo (824 pb) fue ingresada en el GenBank con el
codigo de acceso KC854411. Los resultados de las
pruebas fenotipicas que permitieron confirmar la
pertenencia del aislamiento M19B al género Pseudomonas
fueron catalasa y oxidasa positiva, incapacidad de
fermentar carbohidratos, presencia de bacilos cortos Gram
negativos y movilidad positiva.

El sobrenadante concentrado fue utilizado para la
realizacion de un gel desnaturalizante SDS-PAGE para
detectar la presencia de proteinas en el sobrenadante del
aislamiento seleccionado y luego evaluar su posible efecto
en la actividad inhibitoria. El anélisis del gel mostré
proteinas de tamafio entre 46 y 58 kDa en el sobrenadante
del aislamiento M19B (Fig. 2A).

El sobrenadante concentrado fue utilizado para
cuantificar las proteinas presentes mediante un kit de
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cuantificacion proteica y se determind una concentracion
de 3,6 mg mL™* de proteinas. Diluciones entre 0,5y 1,5 mg
mL-! de estas proteinas tuvieron un efecto inhibitorio
fuerte (SBF < 1) en la formacion de la biopelicula de F.
psychrophilum 19749, mientras que concentraciones
superiores a 1,5 mg mL™, si bien inhibieron la formacién
de biopeliculas comparado con el control, esta inhibicion
se produjo por un efecto inhibitorio sobre el crecimiento
plancténico del patégeno (P < 0,05) (Fig. 2B).

Los problemas asociados a la formacién de
biopeliculas en acuicultura se relacionan con la
persistencia de los microorganismos en el ambiente ya
que provocan la exposicidn recurrente de los peces a los
agentes patdgenos (King et al. 2008) y ademas, se asocian
con la elevada resistencia de una biopelicula al
tratamiento con antimicrobianos (Mah & O’Toole 2001,
Davies 2003, Jefferson 2004). El patégeno de peces F.
psychrophilum forma biopeliculas, por lo que es de suma
importancia interferir en su formacion. En este estudio se
determind que cerca de un tercio de los aislamientos
antarticos evaluados secretaron compuestos con
actividad inhibitoria sobre la formacion de biopeliculas
de F. psychrophilum 19749. A la fecha, s6lo hay un reporte
de un aislamiento antértico identificado como
Pseudoalteromonas haloplanktis, productora de
compuestos inhibidores de biopeliculas, en este caso de
la biopelicula de Staphylococcus epidermidis (Papa et
al. 2013). Cabe destacar que cerca de la mitad de los
aislamientos antarticos produjo compuestos que
inhibieron el crecimiento en fase plancténica de F.
psychrophilum 19749, por lo que sumado al efecto
antibiopeliculas, un 75% del total de los sobrenadantes
presentd alglin efecto sobre F. psychrophilum 19749,
probablemente debido a que las condiciones extremas de
la region obligan a estos microorganismos a secretar
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compuestos antimicrobianos para hacer frente a
potenciales competidores (Lo Giudice et al. 2007). El
aislamiento antartico que present6 el mayor efecto
antibiopelicula fue M19B, el cual pertenece al género
Pseudomonas, género que ha sido utilizado con fines de
biocontrol en acuicultura (Bly et al. 1997) y
especificamente en el biocontrol de F psychrophilum
(Korkea-aho et al. 2011, Strom-Bestor & Wiklund 2011)
ya que forma parte de la microbiota normal de los peces
(Smith & Davey 1993, Bly et al. 1997). El andlisis de la
secuencia sugiere que el aislamiento perteneceria a la
especie Pseudomonas fragi, una bacteria psicrofila, sin
embargo, se requiere realizar un ensayo de hibridacidn
ADN-ADN para confirmar la identidad exacta de la
especie.

Los compuestos activos con efecto antibiopeliculas
presentes en el sobrenadante de Pseudomonas sp. M19B
no pudieron ser extraidos con los disolventes organicos
de diferente polaridad como hexano, diclorometano y
acetato de etilo (datos no mostrados), lo que indica que
los compuestos activos no serian compuestos apolares.
Por otro lado, los resultados preliminares de este estudio
sugieren que en la actividad antibiopeliculas de
Pseudomonas sp. M19B participarian proteinas
secretadas por la cepa, las cuales se encuentran en un
rango de peso molecular de entre 46 y 58 kDa. Ademas,
cuando se evalu6 el efecto de distintas concentraciones
proteicas en la formacidn de la biopelicula, se produjo
una inhibicién dosis-dependiente de ésta, por lo que
podemos sugerir que el efecto inhibitorio fue debido a las
proteinas presentes en el sobrenadante de Pseudomonas
sp. M19B. En este punto, se ha reportado la actividad
antibiopelicula de compuestos proteicos como en el caso
de una proteina de 48 kDa secretada por Streptococcus
intermedius, la cual fue identificada como una arginina
desaminasa, proteina que impidi6 la formacion de la
biopelicula de Porphyromonas gingivalis mediante la
represion de la expresion de los genes que codifican las
principales subunidades proteicas de los dos tipos de
fimbrias presentes en su superficie y responsables de la
adherencia y posterior formacion de biopeliculas
(Christopher et al. 2010). Asi también, péptidos y/o
proteinas secretados por una cepa del género
Streptomyces interfirieron en la formacién de la biopelicula
de P. aeruginosa (Kim et al. 2012).

Sin embargo, es necesario descartar la accion sinérgica
de otros compuestos presentes en el sobrenadante con
efecto en la formacion de biopeliculas, como por ejemplo,
polisacéridos, los cuales han mostrado un efecto
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antibiopeliculas (Rendueles et al. 2013). Ademas, se
deben purificar las proteinas secretadas por Pseudomonas
sp. M19B vy, por un lado, realizar estudios conducentes a
comprobar el efecto antibiopeliculas de las proteinas
secretadas mediante técnicas de microscopia y por otro,
evaluar el efecto de dichas proteinas en un mayor nimero
de especies de F. psychrophilum. Si bien es cierto, este
estudio entrega resultados preliminares, es punto de
partida para investigaciones dirigidas a interferir en la
formacion de biopeliculas de F psychrophilum.
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